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Résumé 

L’inflammation fait partie des processus réactionnels de défense dont dispose 

l’organisme en réponse aux agressions, assurant l’intégrité de l’hôte. En réponse au dommage 

tissulaire, plusieurs médiateurs inflammatoires interviennent dans le processus de 

l’inflammation. Lors de ces dommages, des signaux de dangers provenant de cellules 

endommagées sont relâchés dans l’environnement tissulaire, pouvant causer des dommages 

cellulaires et tissulaires. Les macrophages, tout comme d’autres cellules, peuvent être activés 

par ces signaux de danger, menant à la sécrétion de molécules telles que des cytokines et des 

chimiokines pouvant modifier le microenvironnement tissulaire. Les insultes au tissu sain 

peuvent entrainer la mort cellulaire telle que l’apoptose. Les molécules pouvant être relâchées 

lors de celle-ci contribuent au microenvironnement, notamment de par l’influence de celles-ci 

sur le macrophage. Parmi ces médiateurs, nous avons identifié le Milk Fat Globule-Epidermal 

growth factor 8 (MFG-E8), un acteur important dans la résolution de l’inflammation, comme 

étant relâché spécifiquement par les cellules apoptotiques. Nous avons émis l’hypothèse que le 

microenvironnement apoptotique tissulaire, via la relâche de MFG-E8, module le phénotype 

du macrophage, modifiant le microenvironnement, la réponse inflammatoire ainsi que le 

devenir de l’insulte tissulaire. Nos objectifs sont 1) de caractériser ce microenvironnement 

apoptotique tissulaire et la cinétique de relâche du MFG-E8 par les cellules apoptotiques, 2) 

d’en évaluer son rôle dans la modulation du phénotype du macrophage ainsi que 3) d’en 

étudier, in vivo, son influence sur l’environnement inflammatoire et le devenir tissulaire. 

Dans le premier article présenté, nous avons démontré que les cellules endothéliales 

apoptotiques relâchent le MFG-E8 de façon Caspase-3 dépendante. La stimulation des 

macrophages par l’environnement conditionné par les cellules endothéliales apoptotiques 

mène à l’adoption d’un profil macrophagien davantage anti-inflammatoire et moindrement 

pro-inflammatoire. Ce phénotype est réduit par l’inhibition de la Caspase-3 et il dépend de la 

présence de MFG-E8. De plus, le potentiel du MFG-E8 à la reprogrammation du macrophage 

pro-inflammatoire a été démontré via un modèle expérimental de péritonite. Ce changement 

phénotypique médié par MFG-E8 implique une signalisation STAT3. Ayant démontré que les 

cellules épithéliales apoptotiques, à l’instar des cellules endothéliales apoptotiques, relâchent 
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elles aussi de façon apoptose-dépendante le MFG-E8, nous avons étudié plus exhaustivement 

un modèle in vivo riche en apoptose épithéliale, l’obstruction urétérale unilatérale. Dans ce 

deuxième article présenté, nous rapportons l’implication bénéfique de MFG-E8 dans ce 

modèle de pathologie rénale obstructive. Nous avons constaté que la présence ou 

l’administration de MFG-E8 réduit le dommage tissulaire et la fibrose. La protection conférée 

par MFG-E8 est médiée via la modulation de l’activation de l’inflammasome. De plus, nos 

résultats illustrent l’importance du phénotype anti-inflammatoire du macrophage médié par le 

MFG-E8 dans la régulation négative de l’activation de l’inflammasome rénal et du dommage 

tissulaire. 

Cette thèse présente la première description de la relâche Caspase-3-dépendante de 

MFG-E8 par les cellules apoptotiques. Elle démontre également l’importance du MFG-E8 

dans le microenvironnement apoptotique inflammatoire dans l’atténuation du phénotype pro-

inflammatoire du macrophage. De plus, nous avons démontré son rôle protecteur dans des 

modèles in vivo de transplantation aortique et de réparation tissulaire, de même que dans un 

modèle de maladie rénale chronique où nous avons montré que cette protection conférée par 

MFG-E8 est médiée par la régulation négative de l’inflammasome tissulaire. Nos résultats 

suggèrent ainsi que le MFG-E8 pourrait être considéré comme un interrupteur inflammatoire 

et ainsi comme une cible potentielle dans la modulation de maladies inflammatoires. 

 

Mots-clés : inflammation, dommage tissulaire, apoptose, MFG-E8, macrophage, phénotype, 

reprogrammation, cytokines/chimiokines, inflammasome. 
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Abstract 

Inflammation is an important component of the « response to injury » process, 

allowing host integrity. In response to injury, released inflammatory mediators from damaged 

cells play a crucial role in the modification of the inflammatory microenvironment, which can 

lead to more cellular and tissue damages. Macrophages can be activated by those danger 

signals, leading to a spectrum of cytokines and chemokines secretion and modulating the 

tissular microenvironment. Tissue injuries can lead to cell death such as apoptosis. Mediators 

released during apoptosis contribute to the nature of the microenvironment, by their influence 

on macrophage amongst others. We have identified that Milk Fat Globule-Epidermal growth 

factor 8 (MFG-E8), an important actor in inflammation resolution, is specifically released by 

apoptotic cells. We hypothesized that tissular apoptotic microenvironment, through MFG-E8 

release, modulates macrophage phenotype, resulting in the modification of   

microenvironment, inflammatory response and tissu injury outcome. Thus, our objectives 

were to 1) characterize this tissular apoptotic microenvironment by studying MFG-E8 release 

kinetic by apoptotic cells, to 2) evaluate its role in macrophage phenotype modulation and to 

3) study, in vivo, its influence on inflammatory environment and tissu damage outcome.  

In the first study, we demonstrated that MFG-E8 is released by apoptotic endothelial 

cells in a caspase-3-dependent manner. When macrophages were exposed to conditioned 

media from apoptotic endothelial cells, they adopt a high anti-inflammatory, low pro-

inflammatory cytokine/chemokine secreting phenotype that is lost if apoptosis is inhibited or if 

MFG-E8 is absent from the media. Furthermore, MFG-E8 potential to anti-inflammatory 

macrophage reprogramming has been demonstrated in the experimental peritonitis model. 

This MFG-E8-mediated reprogramming of macrophages occurs through increased 

phosphorylation of STAT-3. As apoptotic endothelial cells, apoptotic epithelial cells also 

release MFG-E8 in an apoptotic-dependent manner. Thus, we investiguated more exhaustively 

an in vivo epithelial apoptosis rich model, the unilateral ureteral obstruction. In this second 

study, we report the positive impact of MFG-E8 in this renal obstructive model. MFG-E8 

administration reduced kidney damage and fibrosis compared to the control, whereas its 

absence in MFG-E8 KO mice was associated with more severe disease. Moreover, we 
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demonstrated that  the protective role of MFG-E8 is mediated through inflammasome 

activation modulation in the kidney. Furthermore, our results showed the importance of the 

anti-inflammatory macrophage  phenotype that results in decreased inflammasome activation, 

preventing severe tissue damage. 

This thesis presents the first description of apoptosis-dependent release of MFG-E8 by 

apoptotic cells. It also demonstrate the importance of MFG-E8 in inflammatory apoptotic 

microenvironment, leading to pro-inflammatory macrophage phenotype attenuation. 

Moreover, we demonstrated MFG-E8 protective role in an aortic transplantation and a tissue 

repair models, as well as in a chronic kidney disease model where we showed that this MFG-

E8 confered protection is mediated by negative regulation of tissular inflammasome 

activation. These data provide valuable insight for identifying MFG-E8 as a novel target in the 

modulation of inflammatory diseases and could be considerate as an inflammatory switch.  

 

Keywords : inflammation, tissu damage, apoptosis, MFG-E8, macrophage, phenotype, 

reprogrammation, cytokines/chemokines, inflammasome. 
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Introduction 

L’inflammation fait partie des processus réactionnels de défense dont dispose 

l’organisme en réponse aux agressions, assurant l’intégrité de l’hôte. Son existence est 

reconnue depuis l’Antiquité, alors qu’on y associait des manifestations physiques telles qu’un 

gonflement plus ou moins étendu accompagné de chaleur, de rougeur, de douleur et très 

souvent de fièvre.1 Déjà à cette époque, l’importance de l’inflammation dans l’initiation du 

processus de guérison avait été soulevée, un reflet intéressant de la compréhension moderne de 

la résolution de l’inflammation. Traduisant les connaissances anatomiques et physiologiques 

de leur temps, plusieurs travaux de nature descriptive relatant la diversité des manifestations 

potentielles suivant la nature des irritants ont par la suite permis de concevoir plusieurs formes 

cliniques de ce processus physiologique. Bien que la description de ces symptômes et ces 

traitements soit rapportée depuis très longtemps, son approche scientifique n’a débuté 

véritablement qu’au XVIIIe siècle avec les travaux liant l’inflammation au processus de 

coagulation. Un siècle plus tard, on retrouve la première description de la cellule 

inflammatoire et de sa capacité migratoire (leukocyte rolling). Quelques travaux d’importance 

se sont ensuite succédé et parmi ceux s’étant particulièrement illustrés on retrouve 

l’identification et la description du « macrophage » de même que l’élaboration du concept de 

« phagocytose » par Metchnikoff.2 Ses travaux sur l’immunité innée, particulièrement sur les 

mécanismes de l’infection bactérienne, sont à la base de la progression des connaissances sur 

l’inflammation, et sont les piliers des conceptions modernes. 

Le concept moderne de l’inflammation 

En réponse au dommage tissulaire, plusieurs médiateurs inflammatoires interviennent 

dans le processus de l’inflammation. Lors de trauma tel que les brûlures, les chutes, les 

radiations ou les insultes chimiques par exemple, les signaux de dangers endogènes, appelés 

Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs), provenant de cellules endommagées sont 

relâchés dans l’environnement tissulaire.3 Ces DAMPs (ou alarmines) peuvent causer des 

dommages cellulaires et tissulaires. Les DAMPs possèdent des similarités structurelles et 

fonctionnelles avec les Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), des molécules 



 

 2 

reconnues entières ou en partie alertant l’organisme de la présence d’un pathogène intrusif, 

relâchés des micro-organismes exogènes.4 Les macrophages, tout comme d’autres cellules, 

peuvent être activés par des signaux de danger endogènes (DAMPs) ou exogènes (PAMPs). 

Cette activation du macrophage mène à la sécrétion de molécules, telles que les cytokines et 

les chimiokines, pouvant modifier le microenvironnement tissulaire. Le macrophage est ainsi 

influencé par l’environnement dans lequel il se retrouve (discuté au Chapitre 2), mais joue 

aussi un rôle crucial dans le conditionnement de ce microenvironnement (discuté au Chapitre 

1). La réponse inflammatoire résulte ainsi d’une délicate balance, où les médiateurs présents 

dans le microenvironnement et la réponse immune face à ceux-ci sont des déterminants de la 

plus grande influence. Le succès du processus inflammatoire repose également sur la capacité 

de l’environnement à se réguler négativement, évitant ainsi l’état d’activation chronique et les 

conséquences potentielles de celui-ci (voir encadré 1).  

Encadré 1: La régulation négative de l’inflammation. 
Le succès du processus inflammatoire dépend aussi de son inhibition.5 Pour ce faire, plusieurs 
mécanismes naturels favorisent cette régulation négative de l’inflammation. Parmi les concepts 
visant celle-ci ont ainsi été identifiés: l’expression des récepteurs decoy visant l’élimination 
des cytokines après leur production,6 le contrôle de l’état métabolique (ex. autophagie, 
apoptose),7 la production de cytokines anti-inflammatoires (ex. TGFβ, IL-10),8-10 la régulation 
post-transcriptionnelle (ex. la Tristetraproline dans la dégradation d’ARNm cibles pour les 
médiateurs pro-inflammatoires),11 la séquestration des PAMPs par les TLRs 2 et 4 solubles 
ainsi que la régulation négative de la transcription par la suppression de NFκB par l’induction 
de IκBα,12 par la tolérance aux endotoxines (ex. inhibition de l’activation transcriptionnelle 
après l’exposition au LPS)13 et par la limitation de la réponse (ex. Bcl-6 compétitionne avec les 
activateurs de la transcription)14 n’en sont que quelques exemples. Certains médiateurs 
lipidiques aux fonctions pro-résolutives, les Specialized Pro-resolving Mediators (SPMs) (ex. 
lipoxines, resolvines, protectines et maresines), permettent aussi une régulation négative de 
l’inflammation, notamment en réduisant la chimiotaxie et l’infiltration des PMNs, en favorisant 
la phagocytose et l’efferocytose par les macrophages, en réduisant les cytokines pro-
inflammatoires (ex. TNFα, IL-1β) et certains médiateurs lipidiques (ex. PAF, PGs, LTs) ainsi 
qu’en augmentant les cytokines anti-inflammatoires (ex. IL-10) et certains médiateurs 
lipidiques (ex. Lipoxine A4).15 
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Chapitre 1 Inflammation et réponse du macrophage 

1.1 Le macrophage et sa réponse aux médiateurs de l’inflammation  

Le macrophage est une source importante de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires et la sécrétion de celles-ci est essentielle, tant à la protection de l’hôte contre 

les invasions pathogènes qu’à la modulation inflammatoire limitant un dommage tissulaire par 

la résolution de l’inflammation ou la réparation tissulaire.16 Cependant, considérant que 

plusieurs pathologies inflammatoires aiguës et chroniques sont associées à la production et à la 

relâche excessive de cytokines, la compréhension des mécanismes régulant la sécrétion de 

celles-ci est impérative.17 La relâche de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages 

cible des récepteurs situés sur d’autres cellules de l’environnement, induisant ainsi l’activation 

ou l’inhibition des fonctions de celles-ci. Le macrophage est ainsi un grand chef d’orchestre 

du devenir de la réponse inflammatoire et son rôle dans celle-ci est alors fondamental. La 

sécrétion des cytokines est régulée temporellement, mais également directionnellement, 

permettant ainsi une communication optimale entre les cellules (ex. communication 

lymphocyte T – APC, sécrétion des cytokines à la synapse). En dehors de l’activation de 

cellules avoisinantes, les cytokines peuvent également favoriser le recrutement 

(chimiotactisme) d’autres cellules immunes. Les cytokines relâchées par le macrophage 

peuvent également avoir une incidence sur lui-même, favorisant une boucle amplificative ou 

sa propre migration. Dans la biologie du macrophage, certaines cytokines possèdent également 

des rôles fonctionnels particuliers. Par exemple, le Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα), à sa 

sortie du complexe Golgi, ne se rend pas directement à la membrane cellulaire.18 En effet, il 

est plutôt transporté à l’endosome et participera ensuite à la formation de la coupe 

phagocytaire, essentielle au processus de phagocytose (voir encadré 2).19 

Contrairement aux lymphocytes T, la sécrétion des cytokines par les macrophages n’est 

pas médiée par des granules de sécrétion.20 En effet, les macrophages ne produisent pas à 

l’avance et n’entreposent pas leurs cytokines. Leur capacité de sécrétion à la suite de leur 

activation repose donc uniquement sur leur capacité à produire rapidement les cytokines, 

permettant ainsi la relâche de celles-ci dans les premières minutes/heures suivant l’activation. 



 

 4 

Chez le macrophage, la plupart des cytokines sont synthétisées et transportées par la voie 

classique. En effet, à la sortie du réticulum endoplasmique (ER), elles sont transportées au 

complexe Golgi puis, alors que certaines cytokines sont directement transportées du 

transGolgi network à la surface cellulaire (ex. IL-10),21 d’autres transitent par les endosomes 

(ex. TNFα, IL-6).22 Certaines cytokines, notamment l’IL-1β et l’IL-18, sont cependant 

sécrétées par voie non classique, évitant le complexe Golgi.23 Cet évitement peut être dû à un 

mécanisme d’adaptation de la protéine pour ses besoins physiologiques spécifiques. En effet, 

le clivage, la glycosylation, la phosphorylation et la sulfatation pourraient modifier l’activité 

biologique de la protéine. La sécrétion de l’IL-1β et de l’IL-18 demande l’activation de la 

Caspase-1, qui possède un rôle important dans la sécrétion non conventionnelle de ces 

cytokines.24 L’activité de la Caspase-1 est elle-même régulée par l’immunité innée et, dans les 

macrophages, elle est activée par le complexe inflammasomme. La translocation des cytokines 

à l’intérieur de la cellule peut impliquer les lysosomes ou les microvésicules qui fusionneront 

directement à la membrane cellulaire. Ce concept de l’inflammasome sera discuté au chapitre 

suivant.  

Encadré 2: Macrophage et phagocytose. 
La phagocytose est la méthode utilisée par les macrophages pour ingérer les micro-
organismes, les débris cellulaires, les cellules tumorales ou les cellules apoptotiques. Plusieurs 
cellules, telles que les cellules épithéliales, ont un potentiel plus ou moins grand de 
phagocytose. Cependant, les monocytes/macrophages, les neutrophiles et les cellules 
dendritiques sont certainement les plus efficaces. Une phagocytose réussie dépend de la 
capacité à reconnaître les particules à phagocyter, mais également de la capacité de la cellule 
au réarrangement du cytosquelette et à la formation du phagosome, assurant ainsi la capture 
et l’internalisation de celles-ci. Elle demande également l’implication d’endosomes et de 
lysosomes efficients, permettant la dégradation des particules ingérées. Parmi les récepteurs 
impliqués dans la reconnaissance de ces particules, on retrouve les récepteurs CD14, Tim4 et 
MerTK de même que les récepteurs Scavenger tels que CD36, CD91 et CD163.25 Par 
l’opsonisation (MFG-E8, C1q, Gas6, TSP1), d’autres intégrines, telles que l’intégrine αvβ3, 
peuvent promouvoir la phagocytose. Intéressement, la phagocytose peut contradictoirement 
mener à la relâche de médiateurs tant pro- qu’anti- inflammatoires.26  

1.2 Le macrophage sous l’influence du microenvironnement : adoption de 

profils sécrétoires 

Le microenvironnement contribue à la modification du phénotype, visage fonctionnel 

des macrophages, modulant la réponse inflammatoire. Les monocytes/macrophages peuvent 

être pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires.27 Qu’ils soient macrophages résidents ou 

macrophages dérivés de monocytes, le microenvironnement influence leur phénotype ainsi 
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que l’interchangeabilité de celui-ci. Les macrophages sont ainsi programmés ou reprogrammés 

selon la nature des cytokines présentes dans le microenvironnement (voir figure 1).28 Les 

macrophages sont anti-inflammatoires (M2), résultant d’une activation alternative ou d’une 

reprogrammation, s’ils sont stimulés par l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13, le Transforming Growth 

Factor beta (TGFβ), par les glucocorticoïdes ou suite à la phagocytose de cellules 

apoptotiques.29 Ces sources de stimuli peuvent référer au macrophage lui-même par sa 

production d’IL-10 ou de TGFβ, mais également à l’activité sécrétoire lymphocytaire de 

phénotype Th2. En effet, la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 induit notamment l’inhibition du 

macrophage. Ces macrophages sécrèteront alors des molécules anti-inflammatoires telles que 

l’IL-10, le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), le TGFβ et le Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF). L’IL-10 sécrétée est d’ailleurs impliquée dans l’inhibition de 

l’activation des macrophages et de la prolifération des lymphocytes T, ainsi que dans la 

stimulation de la prolifération des lymphocytes B et de leur sécrétion d’immunoglobulines. Le 

VEGF et le TGFβ sont tous deux des facteurs de croissance et leur implication est démontrée, 

respectivement, dans la prolifération des cellules endothéliales et des fibroblastes, ces derniers 

favorisant la réparation tissulaire. Le PDGF est lui aussi un facteur de croissance et favorise la 

chimiotaxie et la mitose des fibroblastes, promouvant ainsi lui aussi la réparation tissulaire. 

Chez le macrophage anti-inflammatoire, certains marqueurs de surface sont spécifiquement 

exprimés. Le récepteur au mannose (CD206) par exemple ainsi que les marqueurs de surface 

CD163 et CD23 en font partie.29 On retrouve le phénotype anti-inflammatoire du macrophage 

notamment au sein des tumeurs, où il est particulièrement étudié (voir encadré 3), et l’on 

reconnaît l’implication de plusieurs cytokines dans la génération du phénotype 

immunosuppressif M2.  

Encadré 3: Phénotype macrophagien et cancer. 
Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) peuvent constituer plus de 50% de la masse 
tumorale. Ils sont associés à un mauvais pronostic ainsi qu’à la promotion de plusieurs 
fonctions pro-tumorales, dont la survie, la prolifération et la dissémination.30 Des études 
utilisant le transfert adoptif de macrophages confirment leur fonction pro-tumorale et 
associent celle-ci spécifiquement au phénotype anti-inflammatoire (M2).31 L’attribution de ce 
phénotype peut s’expliquer notamment par l’absence de stimuli M1 (LPS ou IFNγ), par la 
surexpression de stimuli M2 (IL-10 et IL-6) dans l’environnement tumoral, ainsi que par 
l’infiltration de lymphocytes Th2 (source d’IL-4 et d’IL-13). En raison de leur phénotype anti-
inflammatoire, les TAMs sécrètent ainsi des cytokines telles que l’IL-10, qui favorise une 
réponse immunosuppressive Treg et Th2, ainsi que le VEGF, le PDGF et le TGFβ, qui favorisent 
la prolifération, l’angiogenèse et la migration des TAMs en régions avasculaires.31,32 
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Les macrophages pro-inflammatoires (M1) résultent, quant à eux, d’une activation 

classique favorisée, entre autres, par l’activité sécrétoire lymphocytaire de profil Th1. Le 

phénotype Th1, associé à une sécrétion d’IL-2 et d’Interferon gamma (IFNγ), est ainsi à 

l’origine d’un effet d’activation immunitaire en raison de son implication dans l’immunité 

cellulaire, mais également de par son rôle dans l’activation classique pro-inflammatoire du 

macrophage par la sécrétion d’IFNγ.29 Au-delà de l’activation par IFNγ, l’activation classique 

des macrophages pro-inflammatoires par les stimuli bactériens a été largement démontrée. Le 

TNFα, provenant d’Antigen Presenting Cells (APCs) ou de macrophages activés, induit 

également le phénotype inflammatoire du macrophage. En réponse à ces stimuli pro-

inflammatoires, les macrophages sécrètent des chimiokines telles que l’IL-8, le Macrophage 

Inflammatory Protein -2 (MIP-2), le Macrophage Inflammatory Protein -1 alpha/beta (MIP-

1α/β) et le Monocyte Chemotactic Protein -1 (MCP-1) aux propriétés chimioattractantes.29 

Les macrophages pro-inflammatoires sécrètent également des cytokines telles que l’IL-1α et 

β, l’IL-6, l’IL-12 et le TNFα. Ces cytokines et chimiokines ont démontré leur implication dans 

l’établissement de la fièvre, dans l’activation lymphocytaire et des cellules Natural Killers 

(NKs), dans la polarisation des lymphocytes T vers un phénotype Th1, dans l’activation de 

l’endothélium vasculaire rendant celui-ci plus perméable à l’exsudat inflammatoire, ainsi que 

dans l’induction de l’expression des adhésines endothéliales favorisant l’adhérence et 

l’extravasation des leucocytes. Les macrophages pro-inflammatoires se caractérisent 

également par la sécrétion de molécules au potentiel fonctionnel plus complexe, par exemple 

l’oxyde nitrique (NO).29 L’effet antimicrobien du NO a été décrit notamment chez les 

bactéries, les parasites et les virus. Cependant, son implication dans la destruction tissulaire et 

l’apoptose des cellules résidentes dans le tissu sain environnant peut mener à l’inflammation 

chronique. Finalement, tout comme les neutrophiles, les macrophages de phénotype pro-

inflammatoire peuvent être source d’autres métabolites de l’oxygène (ROIs – Reactive Oxygen 

Intermediates) produits par le stress oxydatif.29 Tout comme le NO, ces radicaux libres 

peuvent être très favorables à la destruction des pathogènes. Cependant, ils peuvent également 

avoir des effets très dommageables sur les cellules du tissu sain. Sur ces macrophages activés, 

certains marqueurs de surface seront encore ici exprimés, notamment le complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de classe II ainsi que le récepteur au mannose (CD206), mais en 
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moins grande proportion que sur les macrophages alternatifs pour ce dernier. Les macrophages 

activés peuvent également devenir macrophages reprogrammés en réponse à une stimulation 

appropriée telle que la phagocytose de cellules apoptotiques, l’IL-10 ou l’IL-4 et ainsi 

produire entre autres l’IL-10 et le TGFβ. Ainsi, au-delà de la programmation phénotypique, la 

reprogrammation phénotypique est tout aussi possible.28 Cette plasticité est favorable à une 

réponse personnalisée/adaptée au microenvironnement. Cependant, la sensibilité du 

macrophage à l’environnement dans lequel il se retrouve le rend malheureusement plus 

susceptible à une réponse démesurée (boucle d’amplification) ou inadéquate. En effet, le plus 

petit changement dans le microenvironnement tissulaire peut induire un changement majeur 

dans le phénotype du macrophage. 

 

 
 
Figure 1: Polarisation des macrophages et phénotype fonctionnel.  
Représentation schématique de la plasticité du macrophage. Les macrophages peuvent adapter leur phénotype en 
réponse aux influences environnementales. Les phénotypes illustrés sont aux extrémités d’un spectre continu d’état 
de polarisation d’un macrophage. Adapté et réimprimé avec permission de 33.  
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À l’attribution d’un phénotype, par l’analyse du profil sécrétoire du macrophage, 

s’extrapolent généralement une ou des fonctions. Ainsi, les macrophages peuvent être 

dichotomiquement associés à la fois à l’initiation de même qu’à la résolution de 

l’inflammation, tout comme à la fois à la synthèse de même qu’à la dégradation de la matrice 

tissulaire (voir figure 1). Ils peuvent également coordonner la migration cellulaire, 

l’angiogenèse, et l’élimination des pathogènes. Outre son rôle dans l’acquisition du phénotype 

macrophagien, le microenvironnement est également impliqué dans la différenciation tissu-

spécifique du macrophage, leur attribuant ainsi des caractéristiques plus spécifiques. La large 

hétérogénéité de ceux-ci dans des conditions tissulaires distinctes est d’ailleurs le reflet direct 

de l’influence du microenvironnement tissulaire sur la différenciation des macrophages. De 

façon intéressante, les macrophages continuellement exposés à des pathogènes ou à des défis 

environnementaux sont maintenus dans un état basal quiescent, s’illustrant notamment par une 

diminution de l’activité phagocytaire et l’activité sécrétoire pro-inflammatoire. Cette anergie 

inflammatoire est favorable puisque le dommage tissulaire qu’aurait potentiellement induit le 

macrophage activé, compromettant potentiellement la fonctionnalité du tissu, est ainsi 

diminué. Parmi les macrophages les plus tolérants et les moins susceptibles se trouvent les 

macrophages alvéolaires,34 les macrophages intestinaux35 et les macrophages foeto-

maternels.36,37 La résultante phénotypique du macrophage en fonction de la nature du 

microenvironnement est adressée plus spécifiquement au chapitre suivant. 
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Chapitre 2 Microenvironnement inflammatoire, médiateurs et 

effet sur le macrophage 

2.1 Microenvironnement inflammatoire : la relâche de médiateurs suite au 

dommage perçu 

Suivant l’insulte tissulaire, plusieurs médiateurs inflammatoires sont relâchés, 

amorçant le processus inflammatoire. Les signaux de dangers endogènes (DAMPs) sont 

relâchés par les cellules nécrotiques ou endommagées, causant des dommages cellulaires et 

tissulaires.3 Les DAMPs possèdent des similarités structurelles et fonctionnelles avec les 

PAMPs relâchés des micro-organismes exogènes. Tout comme d’autres cellules, les 

macrophages peuvent être activés par ces signaux de danger endogènes ou exogènes. Les 

DAMPs et les PAMPs sont reconnus par des récepteurs appelés Pathogen Recognition 

Receptors (PRRs). Initialement, le terme « alarmine » fut proposé pour différencier les 

molécules endogènes (DAMPs) des molécules exogènes (PAMPs) menant aux dommages.38 

Pour recevoir le titre d’alarmine, les molécules candidates devaient : 

1) être rapidement relâchées passivement à la suite d’une mort cellulaire non programmée 

(nécrose) et ne pas être relâchées par les cellules apoptotiques;  

2) être produites et relâchées par les cellules activées du système immunitaire généralement 

via la voie de sécrétion classique du ER sans engendrer la mort propre de la cellule;  

3) promouvoir la réponse immunitaire adaptative via l’activation de la réponse immunitaire 

innée;  

4) rétablir l’homéostasie en favorisant la reconstruction du tissu endommagé par l’insulte 

directe ou par l’effet secondaire de l’inflammation.  

Cette définition de DAMPs est maintenant utilisée de façon inconstante, c’est-à-dire que les 

alarmines endogènes et les PAMPs exogènes peuvent maintenant être collectivement classés 

comme DAMPs (ou alarmines).3,39-42 Les alarmines peuvent alors, en ce sens, être de source 

endogène ou exogène. En addition à ce classement incertain s’ajoute également une autre 

variable : la définition d’alarmine évolue. Les critères de classification précédemment 
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mentionnés ne sont donc ainsi plus essentiels. Par exemple, depuis quelques années, on 

reconnaît que les cellules apoptotiques peuvent être source d’alarmines, de DAMPs.43-45 Cette 

relâche active par les cellules endommagées peut s’illustrer par des situations comme 

l’hypoxie, le choc hémorragique, l’acidose et l’ischémie-reperfusion. Plus spécifiquement, la 

grande famille des DAMPs (alarmines endogènes et exogènes) est reconnue par les cellules de 

l’immunité innée, principalement les macrophages, notamment via les Toll-Like Receptors 

(TLRs), les récepteurs NODs (Nucleotid-binding Oligomerization Domain proteins) 

appartenant à la grande famille des NLRs (NOD-like receptors), le récepteur de l’IL-1 et 

récepteur RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts), activant les voies de 

signalisation pro-inflammatoire dont NFκB (Nuclear Factor Kappa B) étant la plus commune. 

2.1.1 Les alarmines exogènes et leurs récepteurs  

Lorsqu’un agent pathogène franchit les barrières anatomiques et physiologiques de 

l’hôte, une infection est alors susceptible de survenir. Le système immunitaire répond à 

l’infection d’abord par la détection de l’envahisseur pour ensuite en arriver à la destruction de 

celui-ci. La détection par le système immunitaire survient lorsque l’organisme invasif interagit 

avec des molécules solubles ou membranaires de l’hôte qui sont capables de discriminer entre 

le Soi et le non-Soi. Ces détecteurs moléculaires reconnaissent des motifs structuraux variés 

qui sont très conservés par exemple au sein d’une espèce microbienne, généralement 

nécessaires pour leur survie, mais la plupart du temps absents de l’hôte. Ces récepteurs sont 

appelés récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs – Pattern Recognition 

Receptors), car ils reconnaissent des motifs moléculaires particuliers retrouvés chez les 

pathogènes appelés motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs – Pathogen-

Associated Molecular Patterns).4 Ces PAMPs, reconnus par les PRRs, comprennent des 

combinaisons de sucres, certaines protéines, des lipides et des motifs d’acides nucléiques. 

Parmi les PAMPs jusqu’à maintenant identifiés, le lipopolysaccharide (LPS) (bactérie gram 

négative),46 l’acide lipoteichoique (bactérie gram positive),46 la flagelline (flagelle bactérien)47 

ainsi que l’ADN bactérien48 sont les plus investigués, notamment dans la pathologie du sepsis. 

Pour détecter les produits bactériens, les macrophages tissulaires expriment de 

nombreux récepteurs appelés les récepteurs Toll-Like (TLRs).49 Douze TLRs ont été décrits 
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chez la souris et onze chez l’humain, chacun ayant sa propre spécificité en détectant un 

répertoire distinct de molécules des pathogènes tels que des virus, des bactéries, des 

champignons et certains protozoaires.50 La reconnaissance de ces pathogènes par les TLRs 

induit l’activation de NFκB, menant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. En effet, à 

la suite de la liaison du ligand au TLR, le macrophage activé sécrète des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-1, l’IL-6 et le TNFα qui induisent et maintiennent l’inflammation. 

Ces cytokines peuvent d’ailleurs influencer la nature de la réponse adaptative pouvant faire 

suite, favorisant la défense de l’hôte. Les TLRs sont des protéines transmembranaires qui, 

dans la région extracellulaire, partagent un élément structural commun soit des motifs 

structuraux appelés répétitions riches en leucine (LRRs - Leucine-Rich Repeats), qui permet la 

discrimination des ligands.51 Le domaine intracellulaire des TLRs est appelé domaine TIR 

(Toll-IL-1 Receptor) possédant trois séquences d’acides aminés très conservés, boîte 1, 2 et 3, 

servant de sites de liaison pour les protéines intracellulaires qui participent aux voies de 

transduction des signaux par les TLRs. En effet, le domaine TIR permet le recrutement des 

molécules adaptatrices de signalement telles que MYD88 et TRIF, formant le mydosome.52,53 

Les voies de signalisation impliquées sont MAPK et p38.54 Les TLRs sont retrouvés sous 

forme hétérodimère ou homodimère. Les TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 11 sont présents à la surface 

cellulaire et reconnaissent des ligands extracellulaires. Par exemple, en inflammation 

chronique, les TLRs 2 et 4 jouent un rôle important par la reconnaissance du LPS et de 

DAMPs.55 Le TLR 5, quant à lui, est impliqué dans la reconnaissance de la flagelline,56 alors 

que les TLRs 1 et 6 sont associés à la reconnaissance des lipopeptides.57 Les TLRs 3, 7, 8 et 9, 

quant à eux, sont localisés dans les compartiments internes tels que les endosomes (TLRs 3, 7 

et 8) et les lysosomes (TLR 9), et peuvent reconnaître l’ARN viral ou l’ADN bactérien.58,59 

Afin de maximiser leur potentiel fonctionnel, plusieurs TLRs interagissent avec des molécules 

accessoires. Par exemple, CD14 est impliqué dans l’augmentation de l’activité TLR face au 

LPS alors que CD36 favorise la discrimination des ligands.60 Bien que l’activité des TLRs soit 

souvent associée en premier lieu à la reconnaissance de pathogènes, leur activité dans d’autres 

domaines est aussi étudiée, notamment dans le domaine de la transplantation (voir encadré 4). 
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Encadré 4: TLRs et transplantation. 
L’implication des TLRs en transplantation a notamment été étudiée dans le transplant rénal, 
hépatique et cardiaque où les TLRs sont retrouvés sur les cellules épithéliales, les cellules 
endothéliales, les podocytes, les macrophages, les lymphocytes T et B, et les cellules 
dendritiques.61,62 En transplantation, des DAMPs endogènes et exogènes peuvent être relâchés 
en contexte de prétransplantation (ex. ischémie froide, mort, infection), de même qu’en 
contexte de péritransplantation (ex. hypoxie, ischémie-réperfusion). D’ailleurs, en ischémie-
réperfusion, une étude a démontré que la protection des souris TLR 4 KO, avec ou sans 
transplantation.63,64 La déficience en TLR 4 serait aussi cardioprotective. Les TLRs ont démontré 
leur association au rejet tant aigu que chronique. Leur activation est associée à l’augmentation 
de l’activation de NFκB, de la réponse pro-inflammatoire et de la dysfonction endothéliale. 

Outre les récepteurs membranaires TLRs des macrophages, la détection des profils 

moléculaires associés aux pathogènes est également possible par les récepteurs solubles dont 

ceux permettant l’activation du système du complément par exemple le récepteur lectines 

spécifiques du mannose (MBL) et le récepteur protéine C-réactive (CRP)).3 Le système du 

complément activé peut tuer les cellules visées en les lysant ou en les opsonisant afin de 

favoriser la phagocytose de celles-ci par les macrophages. D’autres récepteurs ont également 

été identifiés dont des récepteurs présents à la surface membranaire, les récepteurs Scavenger 

(SRs), ainsi que des protéines cytosoliques NODs (Nucleotide-binding Oligomerization 

Domain proteins) appartenant à la grande famille des NLRs (NOD-like receptors), décrites à 

la section 2.2. 

2.1.2 Les alarmines endogènes et leurs récepteurs  

Les alarmines endogènes sont de plus en plus étudiées, bien qu’il demeure que les 

mécanismes d’activation de la réponse immune suivant un dommage tissulaire stérile ont été 

moins étudiés. Ces alarmines diffèrent substantiellement dans leur mécanisme d’action et leur 

relâche. Parmi les plus connues se trouve le High-Mobility Group protein Box 1 (HMGB1), 

connu comme étant une cytokine pro-inflammatoire.65 HMGB1 joue un rôle important dans la 

réponse au dommage stérile présent lors de choc hémorragique ou d’ischémie-réperfusion66 et 

est impliqué dans plusieurs pathologies inflammatoires dont l’arthrite67,68 et le lupus 

érythémateux systémique (SLE).69 Relâché activement principalement par les macrophages et 

monocytes activés en réponse à un stimulus inflammatoire incluant la détection de PAMPs, 

HMGB1 est également relâché passivement par les cellules nécrotiques ayant été exposées à 

des cytokines pro-inflammatoires ou à des produits bactériens.70-72 HMGB1 peut aussi induire 

une programmation pro-inflammatoire du macrophage, et donc une boucle d’amplification, en 
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augmentant la production et la sécrétion de TNFα, d’IL-1, d’IL-6 et d’IL-8 par ceux-ci.73 Son 

activité chimioattractante sur les monocytes, les macrophages, les neutrophiles et les cellules 

dendritiques fut également démontrée.74-76 Récemment, des études ont démontré que la relâche 

de HMGB1 est possible en situation d’apoptose tardive à la suite d’une rétention nucléaire 

initiale de celui-ci.77 HMGB1 est le ligand de plusieurs TLRs, dont les TLRs 2 et 4, ce dernier 

étant essentiel pour l’activation pro-inflammatoire des macrophages via l’activation de 

NFκB.55,78,79 Outre les TLRs, HMGB1 a aussi comme le Receptor for Advanced Glycation 

Endproducts (RAGE), un récepteur multiligand composé d’AGE, S100s, de peptide amyloïde 

et de HMGB1r.80-82 D’autres alarmines peuvent également avoir RAGE comme récepteur. 

Parmi celles-ci, on retrouve les protéines S100, relâchées en réponse au stress cellulaire, 

induisant également la production de cytokines pro-inflammatoires.83,84 D’autres protéines 

intracellulaires alarmines ont également été étudiées, notamment les Heat Shock Proteins 

(HSPs), pouvant être sécrétées activement via la voie non classique par les exosomes, et 

relâchées passivement par les cellules nécrotiques.85 Les HSPs peuvent induire elles aussi la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires en interagissant avec différents récepteurs dont 

CD91, CD14, les TLRs 2 et 4 et les récepteurs Scavenger. Les protéines dérivant de la matrice 

extracellulaire peuvent elles aussi agir comme alarmine. En effet, l’hyaluronan et le biglycan 

peuvent être reconnus par les TLRs 2 et 4, mais également par les récepteurs P2X, menant à la 

production de cytokines pro-inflammatoires.86 

Les DAMPs sont aussi non protéiques tels que l’ATP, l’acide urique et l’ADN. En 

effet, récemment, les acides nucléiques, tels que l’ADN mitochondrial (mtDNA), ont 

également été suggérés comme alarmine potentielle. Peu de travaux les ont cependant 

investigués. Il est toutefois démontré que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les 

monocytes/macrophages est augmentée après l’exposition à mtDNA.87 La relâche de mtDNA 

après trauma active les neutrophiles via le TLR 9.88,89 Relâchée par les cellules endommagées, 

l’acide urique (UA) se présente sous forme soluble dans les cellules, mais se retrouve sous 

forme de cristaux lorsqu’extracellulaire.90 S’accumulant dans les tissus, l’UA induit la 

pathologie de la goutte. Ces cristaux d’acide urique sont reconnus via les TLRs 2 et 4 de 

même que CD14, et engagent une signalisation favorisant la production de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l’IL-1β et l’IL-18.91 Tout comme l’UA, l’ATP peut être perçue 
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comme une alarmine lorsque celui-ci est retrouvé en espace extracellulaire.86 Son effet dans le 

milieu extracellulaire est cependant complexe. En effet, l’ATP peut mener à une production de 

cytokines pro-inflammatoires par sa liaison au récepteur P2X. Cependant, à très grandes 

concentrations, il peut aussi bloquer la synthèse de celles-ci.  

Les alarmines sont aussi certaines cytokines. En effet, largement étudiée, l’IL-1α de la 

famille des interleukines 1 possède à la fois des propriétés anti-inflammatoires ainsi que des 

propriétés pro-inflammatoires.92 L’IL-1α, exprimé par les cellules épithéliales, les 

kératinocytes, et les fibroblastes, n’est pas sécrété de façon active, mais plutôt de façon 

passive lorsque l’intégrité cellulaire est perdue. Elle active les lymphocytes, mais induit 

également la production de médiateurs pro-inflammatoires chez les macrophages et les 

monocytes.93 Puisque l’expression d’IFNγ par les lymphocytes T dépend largement de leur 

activation par l’IL-1α, l’IL-1α aurait donc indirectement un effet sur la programmation pro-

inflammatoire du macrophage par l’IFNγ.94 D’ailleurs, par l’utilisation d’un modèle murin, 

des études ont démontré que l’utilisation d’un anticorps bloquant d’IL-1α inhibe la réponse 

immune dans l’inflammation stérile confirmant alors son statut d’alarmine.95 De plus, il fut 

également démontré qu’après trauma, l’IL-1α est relâché chez les patients avec inflammation 

systémique.96 L’administration d’IL-1α mène également à des symptômes d’inflammation 

systémique incluant la fièvre, la myalgie, l’arthralgie et la douleur. Les macrophages 

déficients en récepteurs de l’IL-1 ont par ce fait une inflammation systémique réduite.97  

Ainsi, les alarmines endogènes induisent généralement une programmation pro-

inflammatoire du macrophage. Il est cependant à considérer que quelques alarmines sont 

reconnues pour l’effet inverse. En effet, il a été démontré que l’IL-33, suite à sa liaison à l’IL-

1R, amplifie la polarisation alternative du macrophage, anti-inflammatoire, et la production de 

cytokines anti-inflammatoires associées.98,99 La plupart du temps, la reconnaissance des 

DAMPs par leur récepteur mène à l’activation de la voie de signalisation NFκB. La plupart 

des DAMPs précédemment décrits peuvent aussi initier l’activation de l’inflammasome.100,101 

La voie d’activation du complexe inflammasome, discuté à la section 2.2, apporte d’ailleurs 

une contribution significative à l’établissement et au maintien du microenvironnement pro-

inflammatoire. 
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2.2 Activation de l’inflammasome par ces médiateurs : une contribution 

significative à la nature pro-inflammatoire du microenvironnement  

2.2.1 Cascade d’activation et résultantes 

Lors de dommages cellulaires et tissulaires, les signaux de dangers endogènes et 

exogènes sont reconnus par les PRRs. L’activation de ces PRRs initie des voies de 

signalisation qui ultimement favoriseront la défense de l’hôte. Une voie majeure d’activation 

sous les PRRs est celle de l’inflammasome, un complexe multiprotéique intracellulaire, qui 

par l’activation et le recrutement de cellules inflammatoires, favorisera la défense lors de 

dommage tissulaire ou d’invasion de pathogène.102,103 L’inflammasome reconnaît tant les 

signaux endogènes qu’exogènes, qu’ils soient intracellulaires ou extracellulaires. Son 

activation a été décrite dans plusieurs tissus et plusieurs types cellulaires dont les 

monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les cellules épithéliales, les cellules 

stellaires hépatiques, les myofibroblastes et les kératinocytes. Il a été démontré que 

l’activation de l’inflammasome des cellules non immunes précède celle des cellules immunes, 

suggérant ainsi pour ces dernières un rôle d’amplification de la réponse inflammatoire plutôt 

que de son initiation. Plusieurs inflammasomes ont à ce jour été identifiés : NLRP1, NLRP3, 

NLRP6/P12, NLRC4, IFI16 (nucléaire) et AIM2 (cytosolique) qui tous, à l’exception d’IFI16 

et d’AIM2, sont de la famille des Nod-Like Receptors (NLRs).103 Le domaine terminal 

effecteur contenant un Caspase Recruitment Domain (CARD) ou PYD permet la suite de la 

cascade d’activation. En l’absence de CARD, permettant la liaison directe à la pro-Caspase-1, 

PYD nécessite l’adaptateur Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD 

(ASC), contenant un CARD, pour lier la pro-Caspase-1. La cascade d’activation de 

l’inflammasome débute ainsi généralement par la reconnaissance des signaux 

endogènes/exogènes par les domaines leucines du NLR qui mène à la redistribution d’ASC, 

précédemment retrouvé sous forme latente au noyau, vers le complexe inflammasome en 

région périnucléaire.104 ASC, contenant CARD, permet le recrutement et la liaison de la pro-

Caspase-1. Le clivage de celle-ci permet l’activation de Caspase-1 et le clivage de pro-IL-1β 

et de pro-IL-18, entrainant en la sécrétion de ces deux cytokines pro-inflammatoires. En effet, 

l’IL-1β régule la réponse systémique et locale notamment par la vasodilatation, la migration 
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des neutrophiles, l’activation des lymphocytes ainsi que la fièvre.92,105 Il a cependant été 

démontré qu’en absence de la Caspase-1, l’activation d’IL-1β n’est pas nécessairement 

compromise puisqu’elle peut également avoir lieu via l’activation de Caspase-8 ou de 

granzyme A.106-109 Quant à l’IL-18, plusieurs études ont démontré son rôle, en présence d’IL-

12, dans l’augmentation de la production d’IFNγ par les cellules NKs et les lymphocytes T 

(polarisation Th1) ainsi que, en présence d’IL-23, dans l’augmentation de la production d’IL-

17 par les lymphocytes Th17.92,110-112 

La sécrétion d’IL-1β et d’IL-18 n’est cependant pas la seule résultante possible à 

l’activation de l’inflammasome. Outre la sécrétion de ces cytokines, plusieurs études ont 

démontré d’autres mécanismes Caspase-1 dépendant tout aussi intéressants.113 Parmi les autres 

mécanismes effecteurs de Caspase-1 se retrouve ainsi la sécrétion de DAMPs tels que l’IL1α 

favorisant l’inflammation, la sécrétion de facteurs de croissance tels que le Fibroblast Growth 

Factor 2 (FGF2) favorisant la réparation tissulaire et l’activation de protéine de survie 

cellulaire telle que les Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBPs).24 Cependant, 

l’activation de la Caspase-1 peut aussi mener à l’inhibition de la glycolyse, la perméabilisation 

membranaire et le clivage de PARP-1, tous menant à la mort cellulaire.114 En effet, en 

l’activation de la Caspase-1 peut aussi résulter une mort cellulaire appelée pyroptose, une mort 

cellulaire Caspase-1-dépendante possédant des caractéristiques à la fois de l’apoptose et de la 

nécrose (voir encadré 5). Selon la littérature actuelle, la présence d’ASC influencerait le 

devenir de l’activation de la Caspase-1 (cytokines pro-inflammatoires vs pyroptose). 

L’activation de NLRP3 ou de NLRP6, où ASC y est associé, mène ainsi à une réponse 

inflammatoire par la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18, alors que l’activation de NLRP1 ou de 

NLRC4 est plus propice à la pyroptose. L’activation de l’inflammasome peut aussi être 

indirecte. Le virus de l’influenza A, par exemple, où la reconnaissance d’ARN viral par le 

TLR7 induit la transcription des composants de NLRP3 et son activation.115 D’ailleurs, pour 

éviter l’activation de l’inflammasome, plusieurs pathogènes encodent des inhibiteurs des 

fonctions de l’inflammasome permettant le contrôle de l’infection.116 Ainsi, le virus influenza 

par NS1 et le virus cowpox par Crm1 sont tous deux capables d’inhiber l’activation de la 

Caspase-1 et la cascade potentielle résultant de l’activation de celle-ci.117,118  
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Encadré 5: La pyroptose. 
La pyroptose est une mort cellulaire programmée pro-inflammatoire.114,119 Connue pour être 
Caspase-1 dépendante, elle peut être, en de très rares occasions, indépendante de l’activité de 
celle-ci via l’activation compensatoire de la Caspase-11 (activation non canonique).120 La 
pyroptose est induite en réponse à l’inhibition de la glycolyse, où la conversion du glucose en 
pyruvate et la formation de l’ATP sont diminuées, menant à une diminution de l’activité 
métabolique.121 Elle s’illustre par l’augmentation de volume du compartiment cytoplasmique, 
par la présence de pores à la membrane plasmique et ultimement par une rupture 
membranaire favorisant le relargage de l’ensemble du contenu intracellulaire dans le milieu 
extracellulaire. En condition normale, elle est responsable du contrôle de l’homéostasie, mais 
aussi, en stade de développement embryonnaire, de la formation des organes. La pyroptose 
peut avoir lieu en réponse aux stimuli bactériens en permettant la destruction des cellules 
infectées, mais également en conditions ischémiques. Un exemple bien connu de pyroptose 
est l’activation de l’inflammasome NLRP1 par la toxine anthrax, où la pyroptose des 
macrophages infectés favorise la limitation de l’infection.122,123 

2.2.2 Régulation négative de l’activation de l’inflammasome 

En condition normale, des médiateurs et des procédés naturels peuvent réguler 

négativement l’activité de l’inflammasome.124 Parmi ces antagonistes, on retrouve 

l’autophagie où les autophagosomes favorisent la dégradation de pro-IL-1β et de pro-IL-18 et 

où la mitophagie permet l’élimination des dommages à la mitochondrie avant que ceux-ci 

mènent à l’activation de l’inflammasome. Une augmentation de l’activité de l’inflammasome a 

d’ailleurs été démontrée chez les souris déficientes en autophagie où l’absence de la clairance 

des dommages à la mitochondrie augmente l’expression des ROS, résultant en l’activation de 

NLRP3.125 Il a aussi été suggéré que l’IL-10, via une signalisation Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3 (STAT3), régule négativement l’expression de pro-IL-1β et de 

pro-IL-18.126 La régulation de pro-IL-1β et de pro-IL-18 étant NFκB dépendante, l’inhibition 

de cette voie de signalisation mène également à la régulation négative des pro-cytokines. 

Finalement, il a été démontré que les PYD-only proteins (POPs) et les CARD-only proteins 

(COPs) sont d’importants antagonistes à l’activité de l’inflammasome.127,128 En effet, 

séquestrant ASC, les POPs empêchent ainsi la liaison entre ASC et la pro-Caspase-1 alors que 

les COPs inhibent cette même liaison via sa liaison à CARD, rendant ce domaine inaccessible 

à la pro-Caspase-1. L’expression des COPs et des POPs est augmentée durant l’inflammation, 

suggérant que ces molécules favorisent une boucle négative visant le contrôle et la durée de la 

réponse inflammatoire. Récemment, il a été démontré que l’assemblage de l’inflammasome et 

ses fonctions peuvent également être inhibés par des protéines anti-apoptotiques. Par exemple, 

BCL-2 peut lier directement le NLRP1 prévenant l’interaction avec l’ATP et l’activation 

subséquente.129 
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2.2.3 Les sous-types les plus étudiés et leur implication  

Parmi tous les types d’inflammasome, NLRC4 et NLRP3 sont ceux ayant été 

davantage étudiés. L’importance de NLRC4 a été démontrée dans la reconnaissance des 

stimuli bactériens, plus spécifiquement chez les macrophages infectés avec les bactéries les 

plus communes, dont Salmonella, Legionella et Pseudomonas.130 Des études préliminaires ont 

également démontré que la flagelline est un ligand permettant l’activation de NLRC4 via le 

récepteur NAIP5.131 Une reconnaissance flagelline-indépendante est également possible 

puisque la protéine PrgJ permet l’activation de NLRC4 via le récepteur NAIP2.132 NLRC4 

favorise la défense de l’hôte par la régulation de la sécrétion d’IL-1β et d’IL-18, la 

dégradation bactérienne et la pyroptose. Dans le cas de NLRC4, le composant ASC peut être 

présent. Il a d’ailleurs été démontré que la relâche des cytokines est dans ce cas ASC-

dépendante alors que la pyroptose est quant à elle indépendante de sa présence.133 

L’inflammasome NLRP3, aussi connu sous les noms de Cryopyrin ainsi que NALP3, 

peut être activé par les PAMPs, notamment par le LPS, mais également par les DAMPs.134-138 

En effet, il peut être activé par des molécules endogènes tel l’acide urique (UA) 

précédemment décrit, des acides nucléiques, de la matrice extracellulaire (hyaluronan, 

biglycan) et les ROS.139,140 Son activation a également été décrite en réponse aux irradiations 

UV et lors d’inefficience des phagolysosomes menant à la relâche non désirée de cathepsines 

par les lysosomes endommagés. Finalement, l’activation de NLRP3 en réponse à la 

reconnaissance de l’ATP extracellulaire, via le récepteur P2X7, a été décrite dans différentes 

pathologies inflammatoires.141 De par la reconnaissance très diverse de ligands, l’implication 

de NLRP3 a ainsi été démontrée dans plusieurs pathologies, dont le diabète,142 la goutte,91 

l’athérosclérose,143 la silicose,144 l’ostéoarthrite,145 l’ischémie-réperfusion,146 les maladies 

rénales,147,148 la fibrose149 (voir section 2.2.3.1) et le cancer (voir encadré 6). Il a d’ailleurs été 

démontré qu’une mutation NLRP3 engendre l’apparition de maladies inflammatoires telles 

que la fièvre méditerranéenne.150 L’activation de NLRP3 via le ligand d’activation n’est 

cependant pas suffisante pour la mise en branle d’une cascade d’activation efficace. En effet, 

un premier signal visant l’activation de la voie de signalisation NFκB, par le TNFα ou l’IL-1β 

par exemple, est essentiel à l’augmentation de l’expression de NLRP3, mais également de la 
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pro-IL-1β et de la pro-IL-18.151 Une première stimulation par une liaison au TLR ou au 

récepteur TNF assure ainsi la potentialité de l’activation de l’inflammasome. 

Encadré 6: Inflammasome et cancer. 
L’implication de l’activation de l’inflammasome dans le cancer a déjà été décrite.152 En effet, 
plusieurs études démontrent son rôle favorable à l’inflammation, la croissance tumorale, les 
métastases et l’angiogenèse. De ce fait, plusieurs stratégies menant à son inhibition sont 
maintenant utilisées comme traitements thérapeutiques. Par exemple, des anticorps 
neutralisants IL-1β sont utilisés dans l’inhibition du développement du cancer du sein de 
même que dans l’inhibition de la prolifération cellulaire dans le mélanome.153 Par ailleurs, 
l’utilisation d’anticorps bloquants le récepteur IL-1β (anakinra) mène à l’inhibition de la 
croissance des nouveaux vaisseaux. De plus, l’implication d’IL-18 dans la suppression de 
l’action anti-métastatique des cellules NKs, par la stimulation de PD-1 à leur surface, suggère 
que la neutralisation d’IL-18 pourrait également être bénéfique.154 Par contraste, plusieurs 
études pré-cliniques associent à l’administration systémique d’IL-18 un effet anti-tumoral 
significatif.155 Il fut également démontré que l’activation de l’inflammasome peut favoriser la 
mort cellulaire et l’immunosurveillance anti-cancer.156 En effet, l’activation de NLRP3 induit la 
sécrétion d’IL-1β qui, avec IL-23, stimule les cellules Tγδ à produire l’IL-17. Cette dernière 
mène à la sécrétion d’IFNγ par les CD8, favorisant la lyse des cellules tumorales. 

2.2.3.1 Inflammasome et fibrose  

Globalement, l’activation de l’inflammasome a été associée à la fibrose dans plusieurs 

modèles animaux, notamment dans un modèle de transplantation d’îlots pancréatiques, où 

l’activation de NLRP3 dans les adipocytes augmente les niveaux d’IL-1β et de ROS.157 Dans 

le modèle d’emphysème induit par bléomycine, les cristaux d’acide urique (UA) cytosoliques 

solubles mènent à l’activation de l’inflammasome, à la relâche d’IL-1β et à la fibrose 

pulmonaire.140 Les souris ASC KO présentent d’ailleurs une réponse atténuée à la bléomycine. 

En fibrose pulmonaire, les souris déficientes en récepteur à l’IL-1β présentent une réponse 

atténuée à la bléomycine, une stimulation profibrotique. Dans ce contexte, l’administration de 

recombinant IL-1β dans les poumons résulte en une destruction tissulaire et une augmentation 

de l’inflammation et du dépôt de collagène.158 L’IL-1α, l’IL-1β et l’activation de NLRP3 ont 

été associés à la progression de la fibrose hépatique.159,160 Dans un modèle de sclérodermie, 

utilisant un inhibiteur de la Caspase-1, il a aussi été démontré que la sécrétion inflammasome-

dépendante du collagène par les myofibroblastes peut être inhibée.161 Dans un modèle 

d’ischémie-réperfusion cardiaque, l’augmentation de ROS et de l’efflux de potassium mène à 

l’activation de l’inflammasome et les souris ASC KO présentent une réponse atténuée à 

l’insulte et un niveau diminué de cellules infiltrantes.162 Il a également été démontré que 
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l’administration d’IL-18 augmente la fibrose interstitielle du myocarde163,164 et la production 

de collagène de type I et de type III par les fibroblastes.165  

2.3 Étude du microenvironnement inflammatoire : identification potentielle 

d’un nouveau médiateur relâché suite au dommage  

Les insultes au tissu sain peuvent entrainer la mort cellulaire. Les molécules pouvant 

être relâchées lors de celle-ci contribuent au microenvironnement. L’apoptose, une mort 

cellulaire programmée, peut être physiologique (ex. morphogenèse, homéostasie, défense 

contre l’infection), mais aussi pathologique lorsque dérégulée ou induite en réponse au 

dommage.166 Les caspases jouent un rôle important dans les morts cellulaires, notamment 

l’apoptose, et sont aussi impliquées les processus normaux d’inflammation, de prolifération 

des lymphocytes T et de différenciation cellulaire (voir encadré 7). Dans des contextes 

pathologiques tels que la vasculopathie chronique du transplant (VCT), la sclérose systémique 

et l’athérosclérose, des études ont démontré l’augmentation de l’apoptose des cellules 

endothéliales et la diminution de l’apoptose des cellules neointimales.167-169 Visant à 

démontrer la relation entre les médiateurs relâchés par les cellules endothéliales apoptotiques 

et le phénotype anti-apoptotique des cellules neointimales, des collaborateurs ont caractérisé la 

relâche apoptose spécifique des cellules endothéliales apoptotiques. Utilisant un modèle in 

vitro, des cellules endothéliales ont été rendues apoptotiques par la déprivation de sérum, un 

modèle où la nécrose n’est pas ou très peu induite. Une approche protéomique par 

spectrométrie de masse (SDS-PAGE) a ensuite été utilisée et plusieurs médiateurs ont ainsi été 

identifiés. Parmi ceux-ci figure le Milk Fat Globule-Epidermal growth factor 8 (MFG-E8), un 

acteur important dans la résolution de l’inflammation, discuté au chapitre suivant. 

Encadré 7: Caspases et pathologies. 
La dérégulation des caspases est particulièrement étudiée dans les contextes de cancer, de la 
maladie autoimmune et de maladie neurodégénérative.170-173 Des bénéfices thérapeutiques 
peuvent être obtenus à la fois en les inhibant de même qu’en les activant.174 En effet, 
l’inhibition des caspases permet le contrôle de la production de cytokines dans les pathologies 
inflammatoires telles que l’arthrite rhumatoïde, la sclérose multiple et le sepsis, mais est aussi 
favorable dans les pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la 
maladie d’Huntington. L’activation des caspases peut quant à elle être favorable dans les 
contextes de cancer, de contrôle viral d’une infection ainsi que dans la pathologie du psoriasis. 
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Chapitre 3 MFG-E8 : acteur important dans la résolution de 

l’inflammation  

3.1 MFG-E8: Origine, structure, expression, régulation et expression altérée 

sous conditions pathologiques 

Situé sur le chromosome 15 chez l’humain et sur le chromosome 7 chez la souris, le 

Milk Fat Globule-Epidermal growth factor 8 (MFG-E8) est une glycoprotéine aussi connue 

sous les noms de lactadhérine, p47, BA-46, SED ainsi que sous son homologue Del-1. 

Initialement découverte chez la souris en 1990, cette molécule fut nommée de par la 

description de sa localisation à la surface apicale des glandes mammaires en lactation.175 Son 

étymologie réfère également à ses deux domaines EGF répétitifs (EGF1-EGF2) en N-terminal 

ainsi qu’à l’homologie structurelle des domaines discoidin (C1 et C2) en C-terminal avec les 

facteurs sanguins V/VIII.176 Chez l’humain, l’insertion de 37 acides aminés entre le deuxième 

domaine EGF (EGF2) et le premier domaine discoidin (C1) d’une région riche en résidus 

proline/thréonine est toujours présente. Bien que la fonction de cette région demeure inconnue, 

certains émettent l’hypothèse d’un rôle potentiel dans l’efficacité de la liaison aux 

phospholipides176 alors que d’autres pointent plutôt la possibilité d’un rôle dans l’efficacité de 

la sécrétion de la protéine.177 Chez la souris, cependant, la présence de cette région 

proline/thréonine dépend de l’épissage alternatif résultant ainsi en la possibilité de deux 

variants d’ARN messager. La forme longue (MFG-E8L) contient le domaine proline/thréonine 

possède un poids moléculaire de 66kDa alors que la forme courte (MFG-E8S), sans domaine 

proline/thréonine, possède un poids moléculaire de 53kDa (voir figure 2).176-178 Ces poids 

moléculaires sont plutôt théoriques puisqu’en pratique, due à la variabilité de l’état de 

glycosylation après modifications post-translationnelles, le poids moléculaire de la forme 

longue se situe entre 64 et 75kDa et celui de la forme courte entre 50 et 66kDa. Alors que 

l’expression de MFG-E8S est largement distribuée, l’expression de MFG-E8L est spécifique 

et associée aux macrophages activés, aux cellules dendritiques immatures, aux cellules de 

Langerhans ainsi qu’aux kératinocytes. 
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Figure 2: Structure de MFG-E8.  
Basé sur la présence de la région proline/thréonine, 2 isoformes sont possibles: (a) long et (b) court.  
Réimprimé avec permission de Apoptosis (2011) 16 :1077-1086   

 

Exprimé par plusieurs types cellulaires d’origine murine et humaine, l’expression de 

MFG-E8 a notamment été décrite chez les monocytes, macrophages, les cellules dendritiques 

immatures, les cellules épididymales, les spermatozoïdes, les astrocytes, les microglies, les 

cellules endothéliales et épithéliales, les fibroblastes, les ostéoblastes, les ostéoclastes, les 

splénocytes, les cellules vasculaires musculaires lisses (VSMC – Vascular Smooth Muscle 

Cells) ainsi que les kératinocytes.176,179-187 Davantage étudié chez la souris que chez l’humain, 

son expression fut démontrée entre autres dans le cœur, le rein, le poumon, le cerveau, le 

colon, les organes reproducteurs, les ganglions lymphatiques, la rétine, la rate, la peau, les 

glandes mammaires, les intestins et le foie.179-181,188-191 La multiplicité fonctionnelle de MFG-

E8 varie selon le tissu et le microenvironnement s’y associant, expliquant ainsi l’étendue des 

domaines de recherche dans lesquels il peut s’illustrer. 

Jusqu’à maintenant, plusieurs facteurs régulant l’expression de MFG-E8 ont été 

documentés. Le Granolocytes Monocytes-Colony Stimulating Factor (GM-CSF), essentiel à la 

différenciation des cellules souches en granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles) et 

en monocytes, augmente l’expression de MFG-E8 chez les monocytes. Le GM-CSF est aussi 

un joueur important dans la maturation du monocyte en macrophage et augmente également 

l’expression du MFG-E8 chez le macrophage exposé à celui-ci.184 Produite pendant la 

lactation par les glandes mammaires ainsi que retrouvée en circulation, l’hormone prolactine 

favorise l’augmentation de l’expression de MFG-E8 chez les macrophages et les cellules 

épithéliales mammaires.181,182,192 Exprimée par les astrocytes et les cellules endothéliales, la 

fractalkine (CX3CL1) est une protéine membranaire relâchée dans le microenvironnement du 
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cerveau suite à l’activation de la protéase TACE. De par sa liaison subséquente au récepteur 

CX(3)CR1 retrouvé à la surface des cellules microgliales, la fractalkine augmente non 

seulement le niveau d’expression de MFG-E8 chez les microglies, mais également leur 

potentiel de phagocytose et ce, même en condition inflammatoire avec LPS.183,193 Orchestrant 

l’élimination des cellules apoptotiques par les macrophages, le Peroxisome Proliferator 

Activated Receptor-δ (PPARδ) est un facteur de transcription essentiel pour la phagocytose 

par son rôle crucial dans la régulation de l’expression des gènes opsonines, accélérant le 

potentiel phagocytaire des macrophages. Ainsi, la déplétion génétique de PPAR-δ diminue 

l’expression d’opsonines telles que C1q, Gas6, thrombospondin-1, mais également MFG-

E8.194 Outre ces facteurs régulant favorablement l’expression de MFG-E8, il a été démontré, 

in vitro, que les cellules apoptotiques elles-mêmes augmentent l’expression de MFG-E8 chez 

les macrophages.194 Ceci pourrait s’expliquer par la nature du sécrétome apoptotique, 

induisant l’activation ou la reprogrammation du macrophage. En effet, l’expression de MFG-

E8 est régulée différentiellement à la suite d’une activation classique vs alternative du 

macrophage. De plus, une étude récente a aussi suggéré que la curcumine pourrait également 

augmenter l’expression de MFG-E8 dans les cellules microgliales, s’expliquant 

potentiellement par l’inhibition de la réponse pro-inflammatoire via les voies de signalisation 

NFκB et STAT-3.195  

Plusieurs facteurs ont également été décrits comme régulateurs négatifs de l’expression 

de MFG-E8. D’abord, la simple maturation diminue l’expression du MFG-E8 au sein du 

macrophage, résultant en une diminution de la capacité d’élimination des cellules apoptotiques 

ainsi qu’une augmentation de la réponse au LPS (augmentation de la sécrétion de TNFα) au fil 

de cette maturation.196 L’exposition des macrophages au LPS diminue également l’expression 

de MFG-E8 chez les macrophages péritonéaux via une signalisation TLR4/CD14 et réduit 

significativement le niveau d’expression de MFG-E8 retrouvé dans le sérum et dans la rate.197 

De plus, utilisant un modèle murin de néphropathie diabétique, un groupe a démontré que le 

Grape Seed Procyanidin B2 (GSPB2) régule négativement, de façon dose-dépendante, 

l’expression de MFG-E8 par la régulation de sa transcription et de sa translation.198 

Finalement, la connexin43, une protéine de jonction favorisant la prolifération tumorale, 

diminue l’expression de MFG-E8 dans les cellules gliales menant à une diminution de la 
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croissance tumorale.199 Récemment, l’alcool a aussi été proposé comme un facteur de 

régulation de l’expression de MFG-E8.200 Cependant, ces observations peuvent s’opposer. Il 

est déjà établi que l’abus d’alcool peut causer l’inflammation et le dommage tissulaire, mais 

également une diminution du potentiel d’efferocytose des macrophages. Alors que 

l’exposition de macrophage à l’alcool diminue l’expression de MFG-E8 ainsi que la capacité 

d’efferocytose, l’exposition chronique de macrophage à l’alcool augmente l’expression de 

MFG-E8 dans les macrophages ainsi que leur capacité in vitro d’efferocytose. 

Finalement, le tout dernier facteur de régulation de l’expression de MFG-E8 à avoir été 

démontré est l’utilisation de glucocorticoïdes. En effet, l’utilisation de prednisone induit 

l’expression de MFG-E8 chez les monocytes circulants.201 Dans un modèle murin de lupus 

érythémateux disséminé (SLE), cette induction est dépendante des récepteurs aux 

glucocorticoïdes. Chez la souris, l’augmentation de l’expression de MFG-E8 est 

particulièrement favorable puisque l’expression de MFG-E8, étant altérée dans un modèle de 

SLE, y est réduite. Il serait cependant intéressant de voir si les résultats obtenus sont 

applicables chez l’humain considérant que l’expression de MFG-E8 dans ce contexte y est 

trop élevée, masquant à la fois la phosphatidylserine (PS) et l’intégrine αvβ3 et ne permettant 

pas la possibilité d’un pont entre la cellule apoptotique et le macrophage.191,202 

L’augmentation de l’expression de MFG-E8 serait ainsi défavorable.  

 

Tableau 1: Facteurs altérant l’expression de MFG-E8.  

Facteurs	
   Cellules/tissues/organes	
   MFG-­‐E8	
  
expression	
   Références	
  

Prolactine	
   Cellules	
  épithéliales	
  mammaires,	
  Macrophages,	
  Endomètre	
   Augmentée	
   181,182,192	
  
Fractalkine	
   Macrophages	
  péritonéaux,	
  Cellules	
  gliales	
   Augmentée	
   183,193	
  
Connexin43	
   Gliome	
   Diminuée	
   199	
  
GM-­‐CSF	
   Macrophages	
   Augmentée	
   184	
  
PPARδ	
  	
   PBMC	
   Augmentée	
   194	
  
LPS	
   Macrophages,	
  Rate,	
  Sang	
   Diminuée	
   197	
  
Cellules	
  apoptotiques	
   Macrophages	
   Augmentée	
   194	
  
GSPB2	
   Aorte,	
  Sang	
   Diminuée	
   198	
  
Curcumine	
   Cellules	
  gliales	
   Augmentée	
   195	
  
Alcool	
   Macrophages	
   Diminuée	
   200	
  
Alcool	
  (chronique)	
   Macrophages	
   Augmentée	
   200	
  
Glucocorticoïdes	
   Monocytes/Macrophages	
   Augmentée	
   201	
  
Maturation	
   Macrophages	
  péritonéaux	
   Diminuée	
   196	
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Le SLE n’est pas la seule condition pathologique présentant une expression de MFG-

E8 altérée. En effet, l’expression de MFG-E8 est pathologiquement diminuée à la fois chez la 

souris et chez l’humain notamment lors de colite,203,204 de sepsis,197,205 d’athérosclérose,206,207 

d’ischémie-réperfusion,190,208,209 de maladies neurodégénératives,210,211 d’insulte 

intestinale189,212 et pulmonaire,208  ainsi que d’asthme213. L’expression de MFG-E8 est 

cependant augmentée dans les conditions pathologiques telles que le cancer du sein 

(carcinome),214,215 le mélanome,216,217 le cancer de l’ovaire (carcinome),218 le cancer de la 

prostate (carcinome),219 le cancer du foie (cholangiocarcinome),220 de même qu’en  pancréatite 

chronique221. Un seul variant humain de MFG-E8 a été décrit. Retrouvée chez une population 

de femmes taïwanaises, une mutation C-terminal s’illustrant par un codon de terminaison 

prématuré mène ainsi à une protéine tronquée chez les patients avec un lupus érythémateux 

disséminé.191,222 

 

 

Tableau 2: Conditions pathologiques altérant l’expression de MFG-E8.  

Conditions	
  
pathologiques	
   Cellules/tissues/organes	
   MFG-­‐E8	
  

expression	
   Références	
  

Sepsis	
   Macrophages,	
  Rate,	
  Sang	
   Diminuée	
   197,205	
  
I/R	
  
-­‐ Intestinale	
  
-­‐ Rénale	
  
-­‐ Hépatique	
  

Intestin,	
  Rate	
  
Rein,	
  Foie	
  
Foie	
  

Diminuée	
  
208	
  	
  
190	
  
209	
  

Insulte	
  intestinale	
   Intestin	
   Diminuée	
   189,212	
  
Insulte	
  pulmonaire	
   Poumon	
   Diminuée	
   208	
  
Colite	
   Colon	
  distal	
   Diminuée	
   203,204	
  
SLE	
  (humain)	
   Sang	
   Augmentée	
   191,202	
  
Athérosclérose	
   Plaque	
  endothéliale	
   Diminuée	
   206,207	
  
Maladies	
  
neurodégénératives	
   Plaques	
  séniles	
   Diminuée	
   210,211	
  

Cancer	
  
-­‐ Ovaire	
  
-­‐ Sein	
  
-­‐ Prostate	
  
-­‐ Mélanome	
  
-­‐ Foie	
  

Cellules	
  épithéliales	
  
Cellules	
  épithéliales	
  
Prostate,	
  Sang	
  
Couche	
  basale	
  de	
  la	
  peau	
  
Foie,	
  Sang	
  

Augmentée	
  

218	
  
214,215	
  	
  
219	
  	
  
216,217	
  
220	
  

Pancréatite	
  chronique	
   Cellules	
  stellaires	
  hépatiques	
   Augmentée	
   221	
  
Asthme	
   Bronches	
   Diminuée	
   213	
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3.2 MFG-E8: Une protéine à la multiplicité fonctionnelle reconnue  

La liaison du MFG-E8 aux molécules de surface est rendue possible grâce à ses 

domaines EGF et discoidin. Ainsi, le deuxième domaine EGF contient le motif RGD 

(arginine-glycine-aspartate) permettant la liaison à l’intégrine αvβ3 (aussi appelée récepteur 

vitronectine) et αvβ5 retrouvé notamment à la surface des cellules phagocytaires.176 Les 

domaines discoidin constituent quant à eux deux ou trois boucles hypervariables où les acides 

aminés composant ces boucles et exposés déterminent la liaison spécifique de la protéine 

(phospholipides, matrice extracellulaire). Ces domaines C-terminal permettent ainsi la liaison 

à la phosphatidylsérine (PS) externalisée à la surface des cellules apoptotiques. C’est alors par 

les fonctions respectives de ses motifs qu’il a été démontré en 2002 que MFG-E8 est crucial 

dans le processus d’élimination des cellules apoptotiques en permettant ce pont entre les 

cellules apoptotiques et les cellules phagocytaires (voir figure 3), mais également par la 

cascade de signalisation s’en résultant permettant la formation de la coupe phagocytaire.176 

Cette étude marqua ainsi un tournant dans la recherche sur la réponse inflammatoire, ouvrant 

la voie à plusieurs études portant sur l’implication de MFG-E8 dans la résolution de 

l’inflammation et le contrôle de la progression de plusieurs maladies inflammatoires (voir 

section 3.2.1). S’ajoutant à celles-ci, quelques études se démarquent également en suggérant 

l’implication bénéfique de MFG-E8 dans d’autres processus tels que l’adhésion, la 

prolifération ainsi que la réparation tissulaire (voir section 3.2.2). Récemment, quelques 

études ont également démontré un nouveau rôle anti-inflammatoire du MFG-E8 

indépendamment de l’élimination des cellules apoptotiques, suggérant ainsi la propriété anti-

inflammatoire directe de cette molécule (voir section 3.2.3).  

 

Figure 3: Élimination des cellules apoptotiques par le macrophage médiée par MFG-E8.  
Adapté et réimprimé avec permission de J Clin Invest. 2007;117(7):1902-1913. 
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3.2.1 Promotion de la phagocytose : le rôle conventionnel de MFG-E8 dans la résolution 

de l’inflammation 

MFG-E8 a précédemment été décrit comme une glycoprotéine secrétée par les 

macrophages et les cellules dendritiques activés suivant leur recrutement aux sites d’insulte et 

a été associé à la résolution de l’inflammation médiée par la phagocytose des cellules 

apoptotiques.176,187,223-225 D’autres études ont démontrées la relation entre l’expression de 

MFG-E8 et les maladies auto-immunes, où l’auto-immunité chez les souris MFG-E8 

déficientes a été associée au « trafficking » altéré et à l’augmentation de la présentation 

croisée des antigènes de cellules apoptotiques.226,227 En effet, la clairance MFG-E8-dépendante 

des cellules apoptotiques est cruciale dans la prévention de la transition des cellules d’un stade 

apoptotique à celui de nécrose secondaire menant à la relâche du contenu intracellulaire 

cytotoxique et antigénique promouvant le microenvironnement inflammatoire.204-206,210,211,228-

234 La propriété anti-inflammatoire de MFG-E8 de par la création d’un pont entre le phagocyte 

et la cellule apoptotique menant à l’élimination de celle-ci est déjà bien explorée.176 La liaison 

entre le récepteur intégrine αvβ3/αvβ5 et la PS opsonisée par MFG-E8 porte à un changement 

conformationnel du récepteur intégrine menant au recrutement de p130-CrkII-DOCK180 et à 

l’activation de Rac1, résultant en une réorganisation du cytosquelette du macrophage 

permettant la formation du phagosome.223 L’importance de MFG-E8 dans l’élimination des 

cellules apoptotiques a ainsi été démontrée dans l’élimination des cellules épithéliales 

mammaires en involution,235 des lymphocytes B apoptotiques dans des modèles de maladie 

auto-immune,226 des photorécepteurs de l’oeil,178,236 des neutrophiles sénescents,237 des 

plaques β-amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer,210,211 des cellules du sang notamment les 

érythrocytes et les plaquettes,238,239 des fibres de collagène lors de fibrose pulmonaire,240 des 

neurones apoptotiques,188 des débris cellulaires et des cellules apoptotiques dans les vaisseaux 

athérosclérotiques206,233 ainsi que dans des conditions pathologiques inflammatoires telles que 

le sepsis et l’ischémie-réperfusion.190,209,231 Acteur crucial dans la promotion de la 

phagocytose, l’absence de MFG-E8 chez les souris MFG-E8 KO engendre leur susceptibilité 

au développement d’une pathologie auto-immune similaire au SLE de par l’infiltration de 

cellules B apoptotiques de la rate, au développement d’une glomérulonéphrite de par les 
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dépôts d’anticorps IgG circulants dans le rein, à l’augmentation sérique d’anticorps contre 

l’ADN et les protéines du Soi de même qu’à une splénomégalie âge-dépendante.226-228  

Médiant l’inflammation et l’insulte tissulaire dans plusieurs pathologies telles que 

l’arthrite rhumatoïde, la colite, l’ischémie-reperfusion, le sepsis, le SLE, l’insulte pulmonaire 

aiguë (ALI) et les brûlures sévères, le HMGB1 est relâché dans le milieu extracellulaire.66,70,77 

Tout comme MFG-E8, HMGB1 possède des propriétés chimioattractantes, favorisant 

l’accumulation des leucocytes.74 De par sa liaison à αvβ3, HMGB1 compétitionne MFG-E8 en 

diminuant le potentiel phagocytaire du macrophage. Supprimant l’interaction entre MFG-E8 et 

αvβ3, HMGB1 inhibe la phosphorylation de ERK et l’activation de Rac-1, permettant ainsi 

aux cellules apoptotiques de progresser en stade de nécrose secondaire, favorisant la relâche 

d’alarmines.241 HMGB1 n’a pas de séquence RGD et son mécanisme de liaison à l’intégrine 

αvβ3 demeure inconnu. Inversement, puisque MFG-E8 peut inhiber l’interaction entre 

HMGB1 et αvβ3, MFG-E8 favorise le potentiel phagocytaire du macrophage menant à une 

diminution de la nécrose secondaire et de sa relâche d’alarmines engendrées par HMGB1.241  

 

Figure 4: HMGB1 vs MFG-E8 : une résultante déterminante.  
Adapté de Am J Physiol Cell Physiol 299 : C1253-C1255, 2010 

3.2.2 Adhésion, prolifération, protection et réparation : un survol rapide de quelques-

unes des propriétés non conventionnelles de MFG-E8 

Depuis sa description, en dehors de la régulation de l’inflammation par la promotion de 

la phagocytose des cellules apoptotiques, plusieurs autres propriétés de MFG-E8 ont été 

documentées, illustrant la polyvalence fonctionnelle de cette protéine. Par exemple, MFG-E8 a 

été décrit comme un acteur crucial dans l’interaction ovule-spermatozoïde,242 l’implantation 

endométriale,243,244 la maintenance de l’épithélium épididymaire,245,246 la morphogénèse de la 
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glande mammaire,247 l’homéostasie des ostéoclastes,248,249 l’inactivation de rotavirus pendant 

la lactation,250,251 la formation et la sécrétion des exosomes par les cellules dendritiques187 

ainsi que la maintenance et la réparation de la barrière épithéliale intestinale en condition 

normale ainsi qu’en condition inflammatoire.189 Cette réparation intestinale est notamment 

expliquée par la promotion de la migration des entérocytes (cellules épithéliales intestinales) 

par le MFG-E8. On associe souvent, à tort, la présence de phosphatidylserine (PS) externalisée 

à la surface cellulaire à une manifestation du statut apoptotique de la cellule. En réalité, les 

cellules en migration externalisent transitoirement elles aussi la PS. Cette étude a démontré 

que la liaison à celle-ci par le MFG-E8 permet la réorientation du squelette d’actine, 

nécessaire au mouvement migratoire. De plus, parmi les études les plus récentes, on retrouve 

son implication lors d’insulte cérébrale après hémorragie subarachnoïdienne où 

l’administration de MFG-E8 diminue l’insulte tissulaire et améliore les fonctions 

neurologiques par la réduction du stress oxydatif.252 Une étude a tout récemment démontré le 

potentiel thérapeutique de MFG-E8 en condition d’ischémie cérébrale, où celui-ci favorise la 

prolifération et la migration des cellules souches neurales.253 MFG-E8 est aussi d’intérêt de 

par son potentiel de néovascularisation contrant l’ischémie et favorisant la réparation tissulaire 

cutanée. En effet, dans un modèle murin cutané d’ischémie/réperfusion, MFG-E8 favorise la 

prolifération des cellules endothéliales et inhibe l’infiltration de macrophages, spécialement de 

phénotype M1, et de la production de cytokines et chimiokines proinflammatoires, résultant en 

la protection contre la formation d’ulcères de pression et l’inflammation tissulaire cutanée.254  

3.2.3 Littérature émergente: un potentiel anti-inflammatoire direct pour MFG-E8 ?  

Dans les dernières années, quelques études ont démontré le rôle anti-inflammatoire de 

MFG-E8 indépendant de la phagocytose des cellules apoptotiques, suggérant le potentiel anti-

inflammatoire direct de cette protéine. L’implication de MFG-E8 dans l’atténuation de 

l’inflammation non reliée à l’élimination de cellules apoptotiques a pour la première fois été 

démontrée en 2009, dans un modèle murin d’inflammation intestinale, la colite 

expérimentale.203 Alors que l’expression de MFG-E8 est diminuée au cours de la période 

d’induction proportionnellement à la sévérité de l’atteinte, son expression est augmentée en 

période de réparation tissulaire. Lors de la réparation tissulaire intestinale (phase de guérison), 

les ligands de αvβ3 sont la vitronectine et la fibronectine alors qu’en période d’initiation de la 
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pathologie (phase d’induction), l’ostéopontine (OPN) est le ligand principal. En condition 

inflammatoire (LPS), le blocage du récepteur OPN résulte en la diminution de la production 

d’IL-1β et de TNFα par les macrophages. Ayant une plus grande affinité de liaison à 

l’intégrine αvβ3 en comparaison à l’OPN, MFG-E8 compétitionne avec succès pour 

l’inhibition de l’activation de NFκB αvβ3-dépendante engendrant la régulation NFκB-

dépendante subséquente des gènes pro-inflammatoires, suggérant le potentiel anti-

inflammatoire direct de MFG-E8. De plus, alors que les souris OPN KO présentent une 

diminution de la sévérité de la pathologie, les souris MFG-E8 KO présentent une insulte 

augmentée. Toujours dans un modèle de colite intestinale, une étude a proposé la propriété 

anti-apoptotique de MFG-E8.204 Utilisant un modèle in vitro sur cellules épithéliales 

intestinales, cette étude a démontré que le knockdown de MFG-E8 augmente le niveau 

d’apoptose, de la protéine proapoptotique BAX et diminue le niveau de la protéine anti-

apoptotique BCL-2. Par scratch assay, une diminution de la capacité de réparation ainsi 

qu’une diminution de l’expression de l’Intestinal Trefoid Factor 3 (ITF3), un facteur 

important dans la migration cellulaire, ont également été observées. L’ajout de MFG-E8 

recombinant diminuerait le niveau d’activation de la Caspase-3, le niveau d’expression de 

BAX et augmenterait le niveau de BCL-2. Par cette propriété anti-apoptotique, MFG-E8 

diminue le niveau de médiateurs relâchés par les cellules apoptotiques et les cellules 

apoptotiques secondaires pouvant favoriser une réponse inflammatoire. Cependant, il demeure 

difficile d’interpréter si la diminution d’apoptose et les observations relatées sont associées à 

un potentiel effet anti-apoptotique direct de MFG-E8 ou si cela est simplement dû à une 

diminution de la phagocytose. 

Lors de pneumonie, de sepsis ou d’ischémie-réperfusion, une insulte pulmonaire aiguë 

(ALI – Acute Lung Injury) peut se présenter. Menant à une réponse inflammatoire excessive, 

l’ALI favorise le recrutement de neutrophiles via leur récepteur CXCR2 et la relâche de MPO 

et de ROS. Ce dernier tue les pathogènes, mais si non contrôlé, ROS peut également rompre la 

barrière endothéliale et causer l’apoptose des cellules épithéliales, détruisant ainsi le tissu 

pulmonaire. Dans cette pathologie inflammatoire, la production de cytokine par les 

macrophages activés s’illustre principalement par IL-8 chez l’humain et MIP-2 chez la souris. 

Dans le poumon, MFG-E8 se localise dans l’interstitium alvéolaire ainsi que dans les 
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vaisseaux. Les cellules endothéliales ainsi que les cellules épithéliales l’expriment. Par un 

modèle d’ALI induit par l’administration de LPS dans la trachée, l’augmentation de 

l’expression de TNFα et de MIP-2, la congestion alvéolaire, l’infiltration neutrophilique 

(MPO), des dommages architecturaux, de l’apoptose ainsi que de l’expression de CXCR2 à la 

surface des neutrophiles ont été observées chez les souris MFG-E8 KO vs WT, suggérant le 

rôle anti-inflammatoire direct de MFG-E8.255 L’administration de MFG-E8 résout l’ensemble 

des processus en diminuant l’infiltration des neutrophiles, l’expression de CXCR2 et en 

favorisant l’expression de la G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2), permettant ainsi la 

translocation intracellulaire de CXCR2 et de ce fait sa désensibilisation. MFG-E8 atténue ainsi 

l’infiltration des neutrophiles par l’activation de GRK2, médiant l’internalisation de CXCR2, 

résultant en l’inhibition de la chimiotaxie médiée par MIP-2. Plus récemment, toujours au 

cours de l’inflammation pulmonaire, une étude a démontré le potentiel anti-inflammatoire 

direct du MFG-E8 dans un modèle d’asthme.213 Chez l’humain, des biopsies de patients 

asthmatiques démontrent une diminution de l’expression de MFG-E8. L’asthme allergique se 

définit par l’hypercontractilité des muscles lisses bronchiques (ASMs – Airway Smooth 

Muscles). De l’inflammation des voies respiratoires découle une relâche de cytokine menant à 

une augmentation de l’activité de RhoA (Ras homolog gene family member A), qui augmente 

la contraction des ASMs. Dans un modèle expérimental murin d’asthme, les souris MFG-E8 

KO développent une hyperactivité bronchique lors de traitement avec l’IL-13, l’IL-17A ou le 

TNFα. Chez ces souris, l’administration de recombinant MFG-E8 réduit l’induction de RhoA, 

la contraction des ASM ainsi que l’activation de NFκB et de l’inflammation induits par l’IL-

13.  

Outre l’inhibition des gènes pro-inflammatoires via la régulation de NFκB, le contrôle 

de la réponse inflammatoire par MFG-E8 a aussi été associé à la modulation d’autres voies de 

signalisation. En effet, dans un modèle murin de péritonite induite par LPS, l’administration 

de rmMFG-E8 induit la phosphorylation de STAT3 et augmente l’expression du Suppressor of 

Cytokine Signaling 3 (SOCS3) dans les macrophages et les cellules péritonéales, menant à 

l’inhibition de la production de TNFα induite par le LPS.256 Plus récemment, illustrant de 

nouveau son potentiel anti-inflammatoire direct, l’implication de MFG-E8 a également été 

démontrée dans la réduction du dommage tissulaire après ischémie cérébrale via la modulation 
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de l’activation de l’inflammasome dans les macrophages.257 L’ischémie cérébrale se 

caractérise par la présence importante de cellules apoptotiques et par des zones d’infarctus 

avec nécrose. Cette nécrose augmente la libération de l’ATP dans le milieu extracellulaire. 

L’ATP est un activateur bien connu de l’inflammasome via sa liaison au récepteur P2X7, 

résultant en la production d’IL-1β lequel est un médiateur pro-inflammatoire. Une étude 

utilisant un modèle murin d’ischémie cérébrale a démontré une augmentation de la production 

d’IL-1β, de TNFα, ainsi qu’une diminution de TGFβ et de la phagocytose des neurones 

apoptotiques dans le cerveau ischémique des souris MFG-E8 KO vs WT.257 Cependant, 

l’administration de rmMFG-E8 diminue la production d’IL-1β, mais augmente la production 

de TGFβ et de la phagocytose. La diminution de la production d’IL-1β a également été 

observée par une modélisation in vitro utilisant une coculture de cellules nécrotiques ou ATP 

et de macrophages dérivés de moelle osseuse de souris (BMDMs – Bone Marrow Derived 

Macrophages) traités avec LPS et rmMFG-E8. Ciblant l’implication de l’inflammasome, une 

diminution du niveau d’activation de la Caspase-1 a également été démontrée. Puisque la 

production d’IL-1β est dépendante du récepteur P2X7 sur les macrophages, ceci suggère une 

interaction potentielle entre l’intégrine αvβ3 et le récepteur P2X7. En effet, après stimulation 

LPS, une augmentation de l’expression du récepteur intégrine αvβ3 est observée ainsi qu’une 

augmentation de sa proximité avec le récepteur P2X7. Sur les cerveaux ischémiques de souris 

intégrine αvβ3 KO, l’administration de rmMFG-E8 ne réduit pas le dommage tissulaire et 

l’inflammation. Les mêmes résultats ont été obtenus sur les cerveaux ischémiques de souris 

P2X7 KO, confirmant le possible interaction entre les deux récepteurs. Cette étude a ainsi 

identifié le MFG-E8 comme régulateur négatif de la réponse inflammatoire et du dommage 

tissulaire résultant par la modulation de l’activation de l’inflammasome dans le macrophage. 
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Chapitre 4 : Introduction des travaux 

4.1 Hypothèse et objectifs de recherche 

Notre laboratoire s’intéresse à la contribution du microenvironnement inflammatoire 

comme source de MFG-E8 et à son impact sur le macrophage, cellule essentielle à la fois dans 

l’initiation de la réponse inflammatoire ainsi que dans la résolution de l’inflammation créée 

par celle-ci. Le macrophage pro-inflammatoire peut induire un dommage tissulaire en 

induisant l’apoptose des cellules de l’environnement inflammatoire. Ce milieu tissulaire 

module le phénotype du macrophage s’y retrouvant. Toutefois, la nature exacte des médiateurs 

présents dans l’environnement apoptotique de même que l’influence de ceux-ci sur le 

macrophage est inconnue. Nous avons émis l’hypothèse que le microenvironnement 

apoptotique tissulaire, via la relâche de MFG-E8, module le phénotype du macrophage, 

modifiant le microenvironnement, la réponse inflammatoire ainsi que le devenir de 

l’insulte tissulaire.  

Nous avons ainsi :	
  

1) Caractérisé le microenvironnement apoptotique en étudiant la cinétique de relâche du 

MFG-E8 par les cellules endothéliales apoptotiques et son rôle dans la modulation du  

phénotype du macrophage (Contribution scientifique, Chapitre 5) 

Afin de modéliser le microenvironnement apoptotique, des cellules endothéliales 

d’origine murine ou humaine ont été cultivées sans sérum pour créer un milieu conditionné par 

les cellules endothéliales apoptotiques. La validité de ce modèle fut confirmée par Ho/PI. Les 

cellules endothéliales et leur surnageant ont été analysées pour en évaluer la cinétique de 

sécrétion de MFG-E8 par Western Blot. De plus, dans le but d’évaluer le phénotype apoptose-

spécifique du macrophage, nous avons également créé des milieux où l’apoptose était inhibée 

par l’utilisation de DEVD, un inhibiteur de la Caspase-3 et des milieux où l’apoptose n’était 

pas inhibée (DMSO). L’évaluation phénotypique des macrophages a été évaluée par ELISA. 

La contribution spécifique de MFG-E8 a été étudiée par des méthodes de silencing et 

d’immunoprécipitation ainsi que par l’utilisation de souris MFG-E8 KO. La signalisation 

cellulaire induite par MFG-E8 a aussi été étudiée. 
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2) Étudié le rôle du MFG-E8 dans l’environnement inflammatoire rénal par un modèle 

d’obstruction rénale chronique, l’obstruction urétérale unilatérale (Contribution 

scientifique, Chapitre 6) 

Nous avons étudié l’importance du MFG-E8 dans le microenvironnement apoptotique 

dans l’insulte rénale et le phénotype des macrophages in vivo. Cet environnement peut 

modifier leurs fonctions, de la phase cytotoxique pro-inflammatoire à la phase de résolution de 

l’inflammation. Nous avons utilisé un modèle murin de maladie rénale chronique, 

l’obstruction urétérale unilatérale (UUO) (voir section 4.2). Afin de déterminer l’importance 

du MFG-E8 dans les dommages tissulaires et la fibrose, nous avons administré du MFG-E8, 

avant l’obstruction jusqu'à la fin de l’expérience, afin d’inhiber la programmation initiale pro-

inflammatoire des macrophages, phénotype connu de l’infiltrat dans l’obstruction urétérale. 

Ces expériences ont été réalisées sur des souris MFG-E8 KO et WT. Les reins des souris ont 

fait l’objet d’analyses histopathologiques (P.A.S. et Sirius Red) afin d’évaluer la modulation 

du dommage et de la fibrose par le MFG-E8. La mécanistique responsable de l’effet conféré 

par le MFG-E8 a été investiguée par Western Blot. De plus, le phénotype résultant des 

macrophages rénaux a été évalué par immunofluorescence.  

4.2 L’obstruction unilatérale urétérale (UUO), un modèle d’insulte rénale 

chronique 

Le modèle de l’UUO est largement utilisé afin de modéliser, dans un court temps, les 

maladies chroniques rénales liées par exemple chez l’adulte au diabète et à l’hypertension, et 

chez l’enfant à l’obstruction urinaire congénitale (voir encadré 8).258,259 En effet, sa rapidité et 

sa reproductibilité de même que l’absence d’utilisation de toxine exogène ainsi que la 

disponibilité du rein contre-latéral comme contrôle en font un modèle de choix, bien que 

certains questionnent la possibilité de changements cellulaires, métaboliques et fonctionnels 

du rein contre-latéral que pourrait entrainer l’hyperfiltration compensatoire par celui-ci.260-262 

L’obstruction urétérale résulte en des changements hémodynamiques rénaux suivis d’insulte 

tubulaire, de mort cellulaire par apoptose ou par nécrose et d’infiltration interstitielle de 

macrophages.263 La prolifération de fibroblastes interstitiels ainsi que la transformation des 

myofibroblastes mènent au dépôt excessif de matrice extracellulaire ainsi qu’à la fibrose 
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rénale illustrée par l’augmentation de l’expression de collagène et de fibronectine.264 La 

transition phénotypique des cellules tubulaires rénales résidentes,265 des cellules 

endothéliales266 ainsi que des péricytes267 a également démontré son implication dans ce 

processus. Chez la souris, suivant 14 jours d’obstruction urétérale, une perte de 20% du 

parenchyme rénal ainsi qu’une diminution de 65% des tubules proximaux peuvent être 

observées.264 Chez la souris, la cinétique de l’établissement de la pathologie et de la fibrose 

résultante varie en fonction de la souche.268 Un effet du genre a également été démontré.269 

Chez le rat, les mâles démontrent une insulte rénale augmentée.270 De plus, un effet de l’âge a 

également été rapporté. L’utilisation de l’opossum dans la recherche fœtale a démontré que 

l’obstruction rénale embryonique interfère avec la morphogénèse du rein et de l’uretère.271 

Chez le rat et la souris, seulement 10% des néphrons sont fonctionnels à la naissance, 

soulevant l’hypothèse que l’obstruction urétérale chez le nouveau-né pourrait aussi avoir des 

répercussions négatives sur la croissance et la maturation du rein.272 Cependant, puisque chez 

l’humain la néphrogénèse est complète avant la naissance, il est plus difficile d’extrapoler 

chez l’humain les résultats murins obtenus. Bien que le modèle de l’UUO soit largement 

utilisé, l’insulte agressive que représente l’UUO mène à se questionner quant à sa pertinence 

comme modélisation des maladies rénales humaines. En effet, les obstructions partielles, 

puisqu’elles étendent l’insulte sur plusieurs semaines, sont davantage représentatives de la 

réalité clinique et comptent parmi les modèles alternatifs de l’UUO (voir section 4.2.1). 

Quelques limitations du modèle de l’UUO sont également à considérer. Par exemple, 

l’absence d’urine du rein obstrué empêche l’évaluation de biomarqueurs reflétant une 

protéinurie. Ce modèle ne permet pas de toute façon l’étude fonctionnelle du rein de par la 

présence compensatoire du rein contre-latéral.   

4.2.1 Les modèles murins alternatifs de l’UUO 

Outre le modèle de l’UUO, quelques modèles alternatifs murins peuvent être utilisés 

pour modéliser les maladies chroniques rénales. Parmi ceux-ci figurent des modèles 

génétiques tels que le modèle de syndrome d’Alport (Col4α3 KO)273 où la délétion du gène 

qui code pour la chaine α3 du collagène 4 a permis la compréhension de plusieurs mécanismes 

régulant le processus fibrotique tels que les MMPs,274 le récepteur du collagène DDR1275 et le 

système rénine-angiotensine.276 La néphropathie induite par adriamycine est également un 
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modèle souvent utilisé et modélise plus particulièrement la Focal Segmental 

GlomeroloSclerosis (FSGS) et où le macrophage joue un rôle crucial dans le développement 

de la pathologie.277 D’autres modèles sont également utilisés tels que la néphrectomie partielle 

et la néphrotoxicité induite par l’acide folique.278,279 

 

Encadré 8: Les maladies chroniques rénales.  
Le rein joue un rôle crucial dans plusieurs fonctions physiologiques telles que le contrôle de la 
pression sanguine et l’homéostasie du sel et de l’eau. La dysfonction rénale touche environ 2% 
de la population et les pathologies cliniques reliées à celle-ci sont typiquement inflammatoires 
et classifiées comme étant aiguës ou chroniques.280 Les maladies chroniques rénales résultent 
notamment de l’hypertension, de complications reliées au diabète, de l’obésité et de l’auto-
immunité.281,282 Quelques composants clés ont été identifiés comme étant impliqués dans la 
progression de la pathologie incluant le système du complément, les TLRs, les DCs, les 
macrophages, les NKs et les cytokines inflammatoires. L’inflammation rénale favorisée par ces 
composants contribue au déséquilibre des fluides et des électrolytes, au développement du 
diabète et à l’hypertension. Les principales stratégies de traitements ciblent les cellules 
immunes et le contrôle de l’inflammation. Évidemment, le traitement des pathologies 
responsables de l’atteinte rénale telles que l’hypertension et le diabète, par le contrôle 
glycémique ou de la pression sanguine, est également d’intérêt.283,284  
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Abstract 

 Apoptotic endothelial cells are an important component of the “response to injury” 

process. Several atherosclerosis risk factors such as hyperglycemia and oxidized low-density 

lipoproteins, and immune injuries, such as antibodies and complement, induce endothelial cell 

apoptosis. While endothelial cell apoptosis is known to affect neighboring vascular wall cell 

biology, its consequences on macrophage reprogramming are ill defined. In this study, we 

report that apoptosis of human and mouse endothelial cells triggers the release of milk fat 

globule-epidermal growth factor 8 (MFG-E8) and reprograms macrophages into an anti-

inflammatory cells. We demonstrated that MFG-E8 is released by apoptotic endothelial cells 

in a caspase-3-dependent manner. When macrophages were exposed to conditioned media 

from serum-starved apoptotic endothelial cells, they adopt a high anti-inflammatory, low pro-

inflammatory cytokine/chemokine secreting phenotype that is lost if MFG-E8 is absent from 

the media. Macrophage treatment with recombinant MFG-E8 recapitulates the effect of 

conditioned media. Finally, we showed that MFG-E8-mediated reprogramming of 

macrophages occurs through increased phosphorylation of signal transducer and activator of 

transcription-3 (STAT-3). Taken together, our study suggests a key role of MFG-E8 release 

from apoptotic endothelial cells in macrophage reprogramming and demonstrates the 

importance of the apoptotic microenvironment in anti-inflammatory macrophage responses. 
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Introduction 

Apoptosis, an ubiquitous form of cell death, occurs during embryogenesis in normal 

tissues and during inflammation. It has been classically associated with a silent form of cell 

dismissal1. However, recent evidence suggests that apoptotic cells can modulate their 

microenvironment and neighboring cell biology. Apoptotic cells are known to release “eat-

me’’ and “find-me” signals aimed at coordinating the non-phlogistic recruitment of 

professional phagocytes to allow swift clearance of apoptotic cells and inhibition of neutrophil 

influx2-7. Mounting evidence indicates that the paracrine component of the apoptotic program 

is not limited to the regulation of leukocyte trafficking, but also prepares the cellular 

microenvironment for remodeling after apoptotic cell deletion. Apoptotic endothelial cells 

(EC) are a key component of the “response to injury” process. It is recognized that most 

atherosclerosis risk factors (such as hypertension8, hyperglycemia9 and oxidized low-density 

lipoproteins10) and antibody-complement-mediated immune injuries11 induce EC apoptosis, 

which can generate a local microenvironment that will affect cell survival12-15, activation16,17  

and differentiation13,18 of neighboring vascular wall cells. Apoptotic cells can modify their 

local environment through classical and non-classical secretion of various biological agents15. 

However, the reprogramming consequences of this apoptotic microenvironment on 

macrophages have not yet been fully characterized.  

Macrophages are essential for initiating both inflammation and the repair of injured 

tissues19. In inflammation, they respond destructively to the damage identified; they also 

promote resolution of inflammation and contribute to tissue repair20. Initiation of 

inflammation, tissue damage and fibrosis are promoted by macrophages through 

reprogramming induced by the local microenvironment11,20-23. Indeed, the macrophage 

phenotype is affected by various signaling cues that vary according to the inflammation phase 

when they are recruited20,23. The injury-inducing and repair-promoting role of macrophages 

has been well described: macrophage depletion during the fibrosis phase reduces scarring, but 

depletion during recovery inhibits matrix degradation24. Furthermore, there is evidence to 

suggest that macrophages have a crucial role in conditions where endothelial apoptosis is 

present25-28. 
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The local environment can affect macrophage phenotype and influence the nature of its 

inflammatory response. Phenotypes are dynamic; they can switch from pro-inflammatory to 

anti-inflammatory and vice versa29. Therefore, two macrophage phenotypes can be identified: 

pro-inflammatory (M1) and anti-inflammatory (M2). Pro-inflammatory M1 macrophages stem 

from classical and innate activation. They produce pro-inflammatory cytokines such as tumor 

necrosis factor, monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and macrophage inflammatory 

protein-2 (MIP-2). Anti-inflammatory, pro-repair M2 macrophages derive from alternative 

activation or reprogramming induced by the phagocytosis of apoptotic cells. This phenotype is 

characterized by the production of anti-inflammatory molecules such as interleukin-10 (IL-

10), transforming growth factor (TGF)-β1, and vascular endothelial growth factor (VEGF)30-32. 

However, considering phenotype as described is a simplistic view, as these macrophage 

phenotypes represent a continuum where transitional states are possible33.  

Our previous work, via a proteomic approach, suggested that milk fat globule-

epidermal growth factor 8 (MFG-E8) could be secreted by apoptotic EC15. It could be 

produced by various cell types and, essentially, by activated macrophages. MFG-E8 is crucial 

for the phagocytosis of apoptotic cells34 and in macrophage activation35,36. We have further 

investigated MFG-E8 release by apoptotic endothelial cells due to its importance in 

inflammation and especially in macrophage function.  

Here, we show MFG-E8 release by apoptotic EC. We propose that apoptotic EC may 

be the initial cellular source of MFG-E8, before its production by activated macrophages34. 

Our study suggests that apoptotic cell-conditioned media contributes to macrophage 

reprogramming into anti-inflammatory, pro-repair macrophages, via MFG-E8 release in a 

phagocytosis-independent manner. 
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Materials and methods 

Cell culture and generation of conditioned media 

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) (Clonetics, San Diego, CA, USA) were 

cultured as described elsewhere37 and used at passages 4-5. Serum-free media conditioned by 

apoptotic or caspase-inhibited EC, were obtained as described. Equal EC numbers (2.5 x 104 

cells/cm2) were preincubated for 2 h in normal medium containing either DMSO (vehicle) or 

DEVD-FMK (100µM) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for caspase-3 inhibition, 

washed and the culture medium was changed for serum-free RPMI medium (Wisent, St-

Bruno, Québec, Canada) and then EC were serum-starved for 4 h to obtain SSC-DMSO and 

SSC-DEVD respectively. To induce apoptosis in another way, EC were treated with MMC 

(0.01 mg/ml, Sigma, Oakville, Ontario, Canada) for 15 h. Conditioned media were collected 

and stored at -20˚C. Conditioned media were centrifuged at 50 kG to eliminate apoptotic 

bodies. Necrotic conditioned media were produced by submitting EC to 3 freeze-thaw cycles. 

Sequential centrifugation protocol was done with 30 mL of SSC with proteases inhibitors 

(PMSF, Pepstatine A 2mM, Leupeptine 2 mM), 10 mL of total SSC unfractioned was kept. 20 

mL of this total SSC was then centrifuged at 50 000g at 4˚C for 15 min, blebs pellets was then 

resuspend in 20 mL of SS supplemented of proteases inhibitors and 10 mL were kept aside. 

The residual 10 mL were then ultracentrifuged at 200 000g at 4˚C for 18 h. Supernatants were 

kept and small membrane vesicle pellets were resuspended in 10 mL of SS supplemented with 

proteases inhibitors.   

 

Murine endothelial cell (MEC) isolation 

Thoracic aortae were removed surgically from anaesthetized mice, the endothelial side was 

placed on Matrigel (BD Bioscience, Mississauga, Ontario, Canada) for approximately a week, 

or until endothelial spreading was sufficient, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) low glucose (Gibco, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with fetal bovine 

serum (FBS)(Wisent, St-Bruno, Québec, Canada), calf serum (Gibco, Burlington, Ontario, 

Canada), endothelial cell growth supplement (VWR, Radnor, Pennsylvania, USA), heparine 

(Sigma, Oakville, Ontario, Canada), fugizon (Gibco, Burlington, Ontario, Canada) and 

penicillin/streptomycin (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada). When the desired confluence 
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was reached, MEC were harvested after dispase treatment and seeded on plastic flasks (BD 

Bioscience, Mississauga, Ontario, Canada). Cultured MEC were expanded between passages 4 

and 6 and tested experimentally. 

 

Isolation of blood monocyte-derived macrophages and Preparation of Bone Marrow-Derived 

Macrophages  

Peripheral monocytes were isolated from healthy donors by Ficoll gradient (Wisent, St-Bruno) 

followed by CD14+ immunomagnetic selection (Stem Cell, Vancouver). Both 

CD14++/CD16- and CD14low/CD16+ monocyte populations were collected. HMDM were 

matured in Iscove DMEM (Gibco, Burlington, Ontario, Canada) with penicillin/streptomycin 

(Wisent, St-Bruno, Québec, Canada), glutamine (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) and 10% 

decomplemented autologous human serum for 5-7 days before being exposed to experimental 

media for 24h. Informed written consent was obtained from healthy donors according to the 

hospital ethics committee (comité d’éthique de la recherche du CHUM). The data were not 

shown. Bone marrow-derived macrophages (BMDM) were prepared from C57BL/6 mice. 

Bone marrow was isolated from femurs by standard sterile techniques and matured for 7 days 

in culture plastic in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Wisent, St-Bruno, 

Québec, Canada) with 10% FBS (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada), penicillin/streptomycin 

(100 µg/ml) (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada), and 20% L929 cell-conditioned medium as 

a source of macrophage-colony stimulating factor. BMDM were more than 96% positive for 

the macrophage marker F4/80 by flow cytometry. 

 

Immunoblotting and reagents 

In all experiments, equal volumes of all conditioned media were concentrated by 

centrifugation in a 10-kD vivaspin concentrator, according to the manufacturer’s 

specifications (Sigma, Oakville, Ontario, Canada) as described previously37 or by a 

trichloroacetic acid (TCA) precipitation protocol of supernatants 9:1, washed with cold 

acetone and solubilization in sample buffer15. A fixed volume in all conditions was loaded 

onto gel. Proteins were separated by SDS-PAGE electrophoresis and transferred to 

nitrocellulose membranes. Western blotting was performed37 and the membranes probed with 

anti-human MFG-E8 and anti-mouse MFG-E8 antibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN, 
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USA and Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, respectively). Ponceau red 

staining of membranes served as protein-loading control. Proteins were extracted from cell 

pellets with protease or phosphatase inhibitor cocktail separated by electrophoresis, transferred 

to nitrocellulose or PVDF membranes, and probed. The membranes were probed with anti-

active caspase-3 (Cell Signaling Technology, Pickering, Ontario, Canada), anti-beta actin 

(Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-phospho STAT3 and STAT3 total antibodies (Cell 

Signaling Technology, Pickering, Ontario, Canada).  

 

Fluorescence microscopy for quantification of cells with chromatin condensation and cell 

membrane permeabilization. 

For fluorescence microscopy, unfixed/unpermeabilized adherent EC were stained with 

Hoechst 33342 (2’-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.5’-bi-1H-benzimidazole) 

(HO) and PI. They were grown to confluence in 24-well culture plates (BD Bioscience, 

Mississauga, Ontario, Canada). HO (1 µg/ml) was added to a final concentration of 5 µg/ml 

immediately before fluorescence microscopy analysis (excitation filter I=360-425 nm). 

Apoptotic cells show increased HO fluorescence in the absence of PI positivity. Secondary 

and primary necrotic cells present PI positivity.  

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Human IL-6, -8, active TGF-β1, MCP-1 protein levels, as well as murine IL-10, MCP-1, 

macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF) 

were measured by ELISA) according to the supplier’s protocol (BD Bioscience, Mississauga, 

Ontario, Canada and R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).  

 

MFG-E8 immunoprecipitation from MEC and HUVEC SSC. 

SSC were incubated with specific antibodies against MFG-E8 or control antibody for 6 h. 

Protein A/G linked beads were incubated overnight at 4˚C under agitation. SSC were then 

centrifuged and immunoblotted for MFG-E8 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA). 
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Recombinant murine MFG-E8. 

BMDM matured for 7 days were stimulated with rmMFG-E8 (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA) 1 ng/mL in serum-free media (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) for 48 h. PBS 

added to serum-free media (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) served as negative control. 

Cytokines/chemokines from the supernatants were evaluated by ELISA.  

 

Experimental animals and induction of experimental peritonitis 

C57BL/6 and BALB/c mice were bought from Charles River (Canada). We acquired the 

MFG-E8 KO mice on the C57BL/6 background were generously donated to us by Professor S. 

Nagata. Caspase-3 KO mice were obtained from Jackson Laboratory.  Mice were housed in 

CRCHUM animal facilities. They were injected intraperitoneally (IP) with 0.5mL of 

conditioned media or rmMFG-E8 (0.6µg) for 3h and then injected with 3% Brewer’s 

thioglycollate (BTG) (Difco) and underwent peritoneal lavage with 5mL of phosphate 

buffered saline (PBS) (Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) at 2h thereafter. Peritoneal lavage 

fluid was centrifuged and stored at -80˚C until analyzed for cytokine/chemokine production by 

ELISA. Macrophages were immunomagnetically-isolated with magnetic beads (Miltenyi 

Biotech, Auburn, CA, USA) after the peritoneal lavages and kept for immunoblotting. 

Performed animal experiments were approved by our institutional Animal Care Committee 

(Comité institutionnel de protection des animaux, CRCHUM). 

 

Statistical analysis 

The results are expressed as mean ± SD were analyzed by Student's T-test (with Bonferroni 

correction when appropriate) or ANOVA, as appropriate. p < 0.05 was deemed to be 

significant for all tests. 
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Results  

Apoptotic endothelial cell-conditioned medium contains MFG-E8 and could program 

macrophages 

We first assessed whether apoptotic EC could release MFG-E8. Apoptosis was induced 

in vitro by serum starvation (SS) for 4 h as reported previously12,13,15,37,38. This model is 

relevant to situations where EC apoptosis is found: chronic transplant vasculopathy and 

ischemia-reperfusion11,39. In our study, serum-starved human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC) (Figure 1a), evaluated with Hoechst 33342 (HO) and propidium iodide (PI) 

staining, showed a progressive time-dependent increase of chromatin condensation in the 

absence of cell membrane permeabilization, indicative of apoptosis, as described 

elsewhere12,13,15,37,38. Necrosis, indicated by cell membrane permeabilization (inclusion of PI), 

was not significantly induced by SS. Chromatin condensation was present after 2 h of SS 

(Figure 1a), concomitantly to caspase-3 activation (Figure 1b, lower left panel). HUVEC and 

murine EC (MEC) apoptosis was associated with MFG-E8 release in the serum starved-

conditioned media (SSC) (Figure 1b, upper panels), whereas the intracellular MFG-E8 content 

declined in EC, whilst simultaneously exhibiting heightened expression of active caspase-3 

fragments (Figure 1b, lower panels). No significant differences were found in MFG-E8 release 

between BALB/c and C57BL/6 serum-starved EC (data not shown). We used mitomycin C 

(MMC) as another pro-apoptotic stimulus15,37. MMC treatment of EC augmented the 

percentage of cells with chromatin condensation and promoted MFG-E8 release (Figure 1c). 

Furthermore, MFG-E8 was absent from media conditioned by necrotic EC suggesting that this 

protein is not released passively as a consequence of cell membrane permeabilization (Figure 

1d). Since MFG-E8 can be secreted as a soluble or as a small membrane vesicle protein (like 

exosomes), we then investigated which form serum-starved EC released MFG-E8. Equal 

volumes of total unfractionated SSC were centrifuged at 50 000g to remove apoptotic bodies 

and apoptotic cells. Supernatants and bleb pellets were collected. Obtained supernatants were 

then ultracentrifuged at 200 000g to sediment small membrane vesicles, the resulting 

supernatants and vesicle pellets were harvested. MFG-E8 levels were detected in total 

unfractionated SSC, in supernatants from the centrifugation at 50 000g and in supernatants 
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from the 200 000g ultracentrifugation (Figure 1f). The small membrane vesicle fraction 

contained MFG-E8, but at lower levels than in the supernatants. MFG-E8 was absent in the 

apoptotic blebs fraction (Figure 1f). These results suggest that MFG-E8 is mostly released by 

apoptotic EC as a soluble molecule rather than associated to small membrane vesicles. 
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Figure 1: Apoptotic EC-conditioned media contain MFG-E8 and reprogram macrophages. 
A Percentage of cells with increased chromatin condensation and cell membrane permeabilization (as evaluated with HO and 
PI staining) in HUVEC exposed to normal medium with growth factors without serum (normal serum-starved, NSS) or serum 
starvation (SS) for 1 h to 4 h (*p<0.001 versus Normal, n=3). Example of HO/PI staining on serum starved HUVEC for 4h 
showing chromatin condensation, right panel. B MEC and HUVEC were serum-starved for 1 h to 4 h. Supernatants (upper 
panels) and cells (lower panels) were harvested. Immunoblotting of MEC protein extracts showed that MFG-E8 levels 
decreased over time in parallel with increased active caspase-3 levels (lower left panel). HUVEC also exhibited reduced 
intracellular MFG-E8 levels over time (lower right panel). MFG-E8 levels increased over time in serum-starved conditioned 
medium (SSC) from EC (upper panels). β-Actin and Ponceau red staining were loading controls. Representative of 3 
experiments. C Percentage of cells with increased chromatin condensation and cell membrane permeabilization (as evaluated 
with HO and PI staining) in HUVEC exposed to MMC 0.01 mg/mL or vehicle in normal medium and serum starvation (as 
positive control) for 15 h (left panel), *p<0.0001 versus vehicle, n=3. Immunoblot for hMFG-E8 in supernatant of EC treated 
with MMC (right panel). Ponceau red staining is shown as loading control. Representative of 2 experiments. D Immunoblot 
for hMFG-E8 in supernatant of HUVEC conditioned by necrotic EC (3 freeze-thaw cycles) and serum starvation as positive 
control. Ponceau red staining included as loading control. Representative of 2 experiments. E MEC were serum-starved for 4 
h, the SSC were harvested, centrifuged to remove apoptotic cells. Murine macrophages were exposed to SSC or serum 
starvation (SS) for 24 h.  ELISA were performed for TGF-β1, VEGF, IL-10, (left panel) MCP-1 and MIP-2 (right panel), 
*p<0.05, representative of n=14, 12, 4, 7 and 9 separate experiments respectively. F Immunoblot for mMFG-E8 from total 
medium conditioned by apoptotic EC (Total SSC), supernatant after removal of apoptotic blebs by centrifugation at 50 000g 
(SSC without (W/O) blebs) and apoptotic blebs (Blebs) purified from total SSC by centrifugation, supernatant obtained from 
the supernatant after 50 000g and 200 000g centrifugation (SSC W/O exo.) and exosome-like nanovesicle fraction pelleted 
after the 200 000g centrifugation (Exo.). Proteins from equal initial volumes were precipitated by TCA. Ponceau red staining 
is shown as loading control of samples. Representative of 2 experiments.  
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To evaluate the phenotypic consequences of SSC on macrophage reprogramming, 

murine bone marrow-derived macrophages (BMDM) were stimulated with SSC for 24 h. 

Experiments performed with BMDM from C57BL/6 and BALB/c mice showed no differences 

in cytokine production between strains (data not shown). They produced more TGF-β1, VEGF 

and IL-10 in response to SSC from apoptotic EC than control serum-starved macrophages 

(Figure 1e, left panel, values in Table 1). Furthermore, the production of pro-inflammatory 

chemokines MCP-1 and MIP-2 was significantly lower with SSC than with SS exposure 

(Figure 1e, right panel, values in Table 1). Similar results were obtained with human 

monocytes-derived macrophages (HMDM). TGF-β production by HMDM was increased 2.5 

times in response to SSC from apoptotic EC compared to serum starvation alone whereas 

production of pro-inflammatory cytokine IL-8, MCP-1 and IL-6 were 90%, 93% and 97% 

reduced respectively with SSC exposure compared to SS (p<0.001, n=3). Therefore, 

macrophages exposed to conditioned media from serum-starved apoptotic endothelial cells, 

adopt a high anti-inflammatory, low pro-inflammatory cytokine/chemokine secreting 

phenotype. 

Caspase-3 activation is necessary for MFG-E8 release and subsequent macrophage 

programming 

Employing pre-treatment with an irreversible caspase-3 specific inhibitor, DEVD 

(SSC-DEVD), to inhibit EC apoptosis before SS, we investigated whether MFG-E8 liberation 

was dependent on caspase-3 activation. As illustrated in Figure 2a (left panel), MFG-E8 

release from serum-starved MEC was greatly reduced after caspase-3 inhibition using DEVD 

compared to control (dimethylsulfoxide (DMSO)) pre-treated serum-starved MEC (SSC-

DMSO). As expected, intracellular MFG-E8 levels were higher in DEVD than in DMSO-

treated MEC (Figure 2a right panel). Furthermore, serum starvation of MEC from caspase-3 

knockout (KO) mice was associated with the absence of MFG-E8 release in comparison to 

MEC from wild type (WT) mice (Figure 2b). Moreover, MEC apoptosis plays a role in 

macrophage reprogramming as the anti-inflammatory phenotype of macrophages was 

inhibited when exposed to serum-starved MEC treated with the caspase-3 inhibitor. As 

depicted in Figure 2c (left panel), the production of TGF-β1, VEGF and IL-10 was 

significantly decreased in BMDM subjected to SSC-DEVD compared to SSC-DMSO (Figure 
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2c, left panel, values in Table 2). However, we observed increased MCP-1 and MIP-2 

production by SSC-DEVD-treated BMDM versus the control (Figure 2c, right panel, values in 

Table 2). Similar results were obtained with HMDM. IL-8, MCP-1 and IL-6 production were 

1.5, 2 and 10 times increased respectively in response to SSC-DEVD compared to SSC-

DMSO (p<0.001, n=3). These results suggest that caspase-3-dependent MFG-E8 production 

from apoptotic EC programs macrophages into an anti-inflammatory phenotype. 

 

Figure 2: Caspase-3 activation is necessary for MFG-E8 release and subsequent macrophage reprogramming. 
MEC were pre-treated with an irreversible caspase-3 inhibitor, DEVD-FMK (SSC-DEVD, 100µM) to prevent apoptosis, and 
then serum-starved for 4 h. Control MEC were pre-treated with vehicle (DMSO) for 2 h, washed and serum-starved for 4 h A 
Murine MFG-E8 was immunoblotted in SSC and cell extracts. DEVD-FMK-treated murine EC released less MFG-E8 
compared to the vehicle (DMSO) (left panel), whereas their intra-cellular content remained higher than DMSO-treated EC 
(right panel). Ponceau red and β-Actin were loading controls. Representative of 3 experiments. B Immunoblot for murine 
MFG-E8 of SSC from caspase-3 KO EC compared to EC from WT mice. Representative of 2 experiments. C  Murine 
macrophages produced more TGF-β1, VEGF, IL-10 (left panel) and less pro-inflammatory chemokines MCP-1 and MIP-2 
(right panel) when exposed to media where apoptosis was not inhibited. *p<0.05, representative of n=11, 9, 3, 5 and 8 
separate experiments respectively. 
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MFG-E8 plays an important and sufficient role in macrophage programming 

To clearly establish that macrophage programming in response to apoptotic MEC is 

dependent on MFG-E8 release from apoptotic MEC, we immunoprecipitated MFG-E8 from 

apoptotic MEC-conditioned media. Figure 3 demonstrates that the absence of MFG-E8 

significantly inhibited macrophage reprogramming by apoptotic EC. Indeed, MFG-E8-

immunodepleted SSC (Figure 3, upper panel) attenuated the production of the anti-

inflammatory cytokines TGF-β1, VEGF and IL-10 (Figure 3, lower left panel, values in Table 

3) and increased the production of the pro-inflammatory chemokine MCP-1 and MIP-2 

(Figure 3, lower right panel, values in Table 3) compared to control.  

 

Figure 3: MFG-E8 immunoprecipitation from SSC alters macrophage reprogramming. 
Serum-Starved Conditioned medium (SSC) from MEC were treated with an anti-MFG-E8 antibody (or isotype control) to 
deplete the MFG-E8 content. A Immunoblotting of MFG-E8 protein in SSC is shown for MEC (top panel). BMDM treated 
with SSC depleted of MFG-E8 produced less TGF-β1, VEGF, IL-10 (lower left panel), and more MCP-1 and MIP-2 (lower 
right panel). *p<0.05, representative of n=2, 2, 3, 5 and 3 separate experiments respectively. 
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To further highlight the importance of EC-derived MFG-E8 in macrophage 

programming, we studied MEC derived from MFG-E8 KO mice. Immunoblotting for MFG-

E8 content in supernatants and cell extracts from serum-starved KO and WT EC confirmed the 

absence of MFG-E8 in the KO (Figure 4a, upper panels). In addition, immunoblotting 

revealed similar active caspase-3 levels in both KO and WT MEC (Figure 4a, upper right 

panel). SSC from MFG-E8 KO mice attenuated the production of anti-inflammatory cytokines 

TGF-β1 and IL-10 and increased the pro-inflammatory chemokines, MCP-1 and MIP-2, 

compared to SSC from MFG-E8 WT mice (Figure 4b, values in Table 4). SSC MFG-E8 KO-

induced cytokine/chemokine production by macrophages was similar to that observed with the 

SS control (Figure 4b, values in Table 4). This suggests that the absence of MFG-E8 

significantly altered macrophage programming by inducing comparable cytokine/chemokine 

production as seen in SS-stimulated macrophages. 

To demonstrate the essential role of MFG-E8 in reprogramming macrophage 

phenotype, we performed studies with recombinant murine (rm)MFG-E8 at the same 

concentration as found in SSC, 1ng/ml (data not reported). Macrophages were stimulated with 

rmMFG-E8 (1ng/mL), phosphate buffered saline (PBS) (vehicle for rmMFG-E8), SS or SSC 

for 48 h and the supernatants were harvested. Stimulation of macrophages with rmMFG-E8 

increased production of the anti-inflammatory cytokines TGF-β1, VEGF and IL-10 and 

decreased the production of pro-inflammatory chemokines MCP-1 and MIP-2 compared to 

control PBS-treated macrophages (Figure 5, values in Table 5). Chemokine/cytokine 

production by macrophages treated with rmMFG-E8 was similar to that seen with SSC-treated 

macrophages. Similar results were obtained with HMDM. TGF-β production by HMDM was 

increased by 46% in response to rhMFG-E8, whereas production of pro-inflammatory 

cytokines IL-8 and MCP-1 were reduced by 73% and 70% respectively with rhMFG-E8 

treatment compared to control PBS-treated macrophages (p<0.001, n=2). Taken together, 

these results demonstrated the importance of MFG-E8 in the induction of an anti-

inflammatory macrophage phenotype. 
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Figure 4: SSC from MFG-E8 KO mice do not reprogram macrophages into anti-inflammatory macrophages.  
A MFG-E8 KO or WT MEC were serum-starved for 4 h. Supernatants and cell extracts were immunoblotted for mMFG-E8 
confirming KO status. Caspase-3 activation was similar between the 2 groups. B Murine macrophages were stimulated with 
Serum-Starved Conditioned medium (SSC) from MFG-E8 KO or WT EC. Supernatant were analyzed by ELISA. The results 
indicate that MFG-E8 in SSC is necessary to induce an anti-inflammatory macrophage phenotype. *p<0.05,  representative of 
n=5 separate experiments. 
 
 

Figure 5: Recombinant murine MFG-E8 recapitulates SSC-induced macrophage reprogramming. 
Murine macrophages were stimulated with rmMFG-E8 (1 ng/mL) resuspended in RPMI (SS), vehicle (PBS), SS or SSC for 
48 h and supernatant were harvested. rmMFG-E8 induced an anti-inflammatory macrophage phenotype with an increased 
production of TGF-β1, VEGF and IL-10 and reduced MCP-1 and MIP-2 compared to the vehicle control (PBS resuspended in 
SS). *p<0.05 vs respective controls, mean ± SD, representative of n=3 separate experiments. 
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Apoptotic endothelial cell-conditioned media activated the signal transducer and activator of 

transcription-3 (STAT-3) pathway in macrophages 

STAT family of transcription factors are involved in reprogramming of macrophages. 

STAT-1 activation is classically associated with the pro-inflammatory cytotoxic macrophage 

phenotype, whereas STAT-3 activation characterizes the pro-repair macrophages20. We, 

therefore, studied STAT-3 activation in macrophage reprogramming by apoptosis-conditioned 

media. Phosphorylated STAT-3 levels were higher after SSC stimulation compared to SS in 

BMDM (Figure 6a). We tested an experimental peritonitis model to assess the in vivo 

reprogramming of macrophages by SSC. Pre-conditioning of peritoneal leukocytes with SSC-

DMSO for 3 h increased STAT-3 phosphorylation in the cellular extracts 2 h after the 

induction of Brewer thioglycollate (BTG) peritonitis in mice compared to SSC-DEVD (Figure 

6b, left panel). This, in turn, resulted in increased production of TGF-β1 and IL-10 (Figure 6b, 

right panel, see Table 6 for values). In additional studies, we determined the role of rmMFG-

E8 (0.6µg) in resident peritoneal macrophage pre-conditioning in STAT-3 activation. The 

administration of rmMFG-E8 increased the levels of STAT-3 phosphorylation in 

immunomagnetically-isolated peritoneal macrophages compared to PBS and unmanipulated 

control, prior to BTG injection. This STAT-3 activation persisted and increased further after 

BTG-induced peritonitis in isolated peritoneal macrophages compared to both controls (Figure 

6c), indicating that MFG-E8 activated the STAT-3 pathway. Altogether, these results suggest 

that STAT-3 activation is present in the observed anti-inflammatory reprogramming of 

macrophages. 
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Figure 6: STAT-3 activation in macrophage reprogramming by apoptosis-conditioned media. 
A BMDM were stimulated with Serum-Starved Conditioned medium (SSC) or serum starvation (SS) for 30 minutes to 1 h. 
Total protein extracts were harvested and immunoblotted for phospho-STAT-3, STAT-3 and β-actin as loading control. 
Phosphorylated STAT-3 levels are higher after SSC stimulation compared to SS. Representative of 4 experiments. B C57BL/6 
mice were pre-conditioned with SSC-DEVD or SSC-DMSO intraperitoneally for 3 h. Experimental peritonitis was induced 
with thioglycollate for 2 h and followed by peritoneal lavage to harvest peritoneal cellular exudates and supernatants. Protein 
extracts from the cellular exudates showed increased STAT-3 phosphorylation in mice pre-conditioned with SSC-DMSO 
compared to SSC-DEVD (b, left panel). ELISA of the supernatants revealed that SSC-DMSO pre-treatment increased TGF-β1 
and IL-10 production compared to SSC-DEVD (b, right panel). *p<0.05, representative of n=3 separate experiments. C MFG-
E8 pre-conditioning increased STAT-3 phosphorylation compared to PBS pre-conditioned or control immunomagnetically-
isolated peritoneal macrophages prior to Brewer thioglycollate (BTG) administration (W/O BTG). STAT-3 activation 
persisted and increased further 2 h following the induction of BTG peritonitis (BTG) in pre-conditioned macrophages. Total 
STAT-3 levels are depicted. β-Actin were loading controls. Representative of 2 experiments. 
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Discussion 

Apoptotic cells release various elements that modify their microenvironment. This 

includes numerous chemokines or chemokine-like compounds, such as 

lysophosphatidylcholine3, fractalkine40 and nucleotides41. Existing evidence indicates that 

apoptotic EC induces resistance to apoptosis and contributes to changes in the phenotype of 

neighboring vascular wall cells12,13. EC apoptosis, through cathepsin L release, degrades 

perlecan and generates the pro-fibrotic fragment LG337. Recently, other reports have 

suggested that the apoptotic milieu could also promote survival14 and increase the 

phagocytosis of apoptotic cells by macrophages42.  

Apoptotic cells could activate classical and non-classical secretion pathways involving 

the exosomal release of proteins. Using proteomic analysis of media conditioned by apoptotic 

cells, we have previously suggested that MFG-E8 could be secreted, perhaps from the 

exosomal compartment15. However, this observation warranted further evaluation as presented 

here. Dendritic cells can secrete MFG-E8 through the release of exosomes43. Macrophages 

produce MFG-E8 upon activation whereas resident macrophages do not34. 

Our data highlights caspase-3-dependent MFG-E8 release by apoptotic EC as the 

primary source of an important protein introducing a novel mechanism of macrophage 

programming by the microenvironment. This apoptosis-conditioned microenvironment 

induces a phenotypic switch in macrophages, promoting anti-inflammatory and pro-repair 

macrophages, independent of apoptotic cell phagocytosis-induced reprogramming of 

macrophages. It suggests that, in addition to the anti-inflammatory function of apoptotic cells 

per se through their engulfment by macrophages and subsequent reprograming30,31, the 

apoptotic microenvironment could similarly reprogram the neighboring resident and recruited 

macrophages as a consequence of MFG-E8 secretion. Considering the pro-inflammatory 

mediators that can be produced by apoptotic EC, such as extra-cellular matrix fragments37, a 

local dampening molecule could be essential to attenuate the local inflammatory response due 

to tissue injury. Apoptotic cells could constitute the initial source of MFG-E8 in the early 

inflammatory response, before production by activated macrophages34. The new role we are 

postulating for MFG-E8 could be important to maintain local tissue homeostasis by cellular 
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death itself, to promote the pro-repair programming of macrophages and ensure the early 

presence of a potent apoptotic cell-opsonizing molecule34. This would endow MFG-E8 with 

another potentially crucial function. Indeed, MFG-E8 is critical for apoptotic cell 

phagocytosis34 and in macrophage biology35,36. During apoptotic cell engulfment, MFG-E8 

opsonizes phosphatidylserine, allowing its recognition by macrophages through αvβ3 and αvβ5 

integrins34. This process seems to occur in activated macrophages through a granulocyte-

macrophage-colony-stimulating-factor induced mechanism of MFG-E8 expression35. In 

response to bacterial lipopolysaccharides (LPS) stimulation, MFG-E8 has been shown to 

reduce macrophage activation by modulating integrin signaling36. Data from an ischemia-

reperfusion injury model indicates that MFG-E8 administration protects mice by promoting 

apoptotic cell engulfment44. MFG-E8 may bind lung collagen to facilitate its clearance in 

pulmonary fibrosis45. The role of MFG-E8 in inflammation extends beyond phagocytosis. 

Effectively, local release of TGF-β1 and CCL22 through MFG-E8 expression may foster the 

recruitment and maintenance of FoxP3+ Tregs, promoting allograft tolerance35. MFG-E8 can 

modify macrophage behavior by increasing IL-10 production36. Significantly, most of these 

studies have implicated macrophages as the main source of MFG-E8 production and studied 

its role as an inhibitor of LPS stimulation. We suggest here that apoptotic cell-conditioned 

media and MFG-E8 reprogram macrophages through increased STAT-3 phosphorylation. 

However, the signaling pathways involved in STAT-3 activation by MFG-E8 during SS are 

still unknown. After LPS treatment, MFG-E8 could induce STAT-3 and suppressor of 

cytokine signaling-3 (SOCS3) activation to attenuate the pro-inflammatory stimulation of 

macrophages46. STAT-3 has recently been implicated in MFG-E8 stimulation of cancer stem 

cells produced by tumor-associated macrophages47.  

In clinical situations, such as transplant vasculopathy and highly proliferative cancers, 

where EC apoptosis is important, the constant presence of apoptotic EC could promote an 

unregulated repair response by macrophages with the constant production of pro-fibrotic and 

immunosuppressive mediators. This could lead to tissue fibrosis and/or impaired immune 

response. Therefore, better understanding of MFG-E8’s role in macrophage reprogramming 

and associated signaling pathway activated by the apoptotic cell microenvironment, is central 

to the development of new therapeutic approaches in transplantation and cancer biology. 
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Tables 
Table 1. Phenotypic analysis of murine bone-marrow-derived macrophages exposed to SSC vs SS 
	
   TGF-­‐β	
   VEGF	
   IL-­‐10	
   MIP-­‐2	
   MCP-­‐1	
  

SSC	
   703.2±27.65	
   675.74±8.95	
  	
   307.15±39.07	
   121.72±14.77	
   474.20±14.77	
  

SS	
   64.29±10.99	
   101.25±4.69	
   49.23±5.83	
   1332.96±148.46	
   1589.45±160.07	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; SSC: apoptotic serum-starved conditioned medium; SS: serum-starved medium; TGF: 
transforming growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; IL: interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; MCP: 
monocyte chemotactic protein. 
Table 2. Caspase-3 dependent production of MFG-E8 in EC reprograms bone-marrow-derived 
macrophages 
	
   TGF-­‐β	
   VEGF	
   IL-­‐10	
   MIP-­‐2	
   MCP-­‐1	
  

SSC-­‐DEVD	
   151.28±4.17	
   111.49±7.89	
   61.64±2.69	
   417.33±42.48	
   966.94±67.87	
  

SSC-­‐DMSO	
   499.45±13.11	
   160.06±8.60	
   203.25±24.90	
   61.61±5.86	
   431.43±37.06	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; SSC: apoptotic serum-starved conditioned medium; TGF: transforming growth factor; 
VEGF: vascular endothelial growth factor; IL: interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; MCP: monocyte chemotactic protein. 
Table 3. Immunoprecipitation of MFG-E8 in SSC reduces the anti-inflammatory 
reprogramming of macrophages by SSC 
	
   TGF-­‐β	
   VEGF	
   IL-­‐10	
   MIP-­‐2	
   MCP-­‐1	
  

SSC	
  IPMFGE8	
   2401.33±34.79	
   202.78±13.12	
   131.91±10.40	
   3021.53±38.68	
   1743.41±41.15	
  

SSC	
  IPctl	
   2849.18±60.47	
   385.23±43.70	
   558.26±25.46	
   2757.97±23.73	
   887.54±38.36	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; SSC: apoptotic serum-starved conditioned medium; TGF: transforming growth factor; 
VEGF: vascular endothelial growth factor; IL: interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; MCP: monocyte chemotactic protein. 
Table 4. SSC from MFG-E8 KO mice reduces the anti-inflammatory reprogramming of 
macrophages 
	
   TGF-­‐β	
   IL-­‐10	
   MIP-­‐2	
   MCP-­‐1	
  

SSC	
  MFG-­‐E8	
  KO	
   136.56±11.06	
   140.11±8.61	
   622.70±62.00	
   972.82±58.59	
  

SSC	
  MFG-­‐E8	
  WT	
   676.93±49.23	
   218.72±27.32	
   209.42±19.16	
   203.65±33.51	
  

SS	
   80.80±12.49	
   124.01±12.90	
   635.39±97.45	
   863.23±145.10	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; SSC: apoptotic serum-starved conditioned medium; TGF: transforming growth factor; IL: 
interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; MCP: monocyte chemotactic protein. 
Table 5. rmMFG-E8 reproduces the anti-inflammatory macrophage phenotype 

	
   TGF-­‐	
  β	
   VEGF	
   IL-­‐10	
   MIP-­‐2	
   MCP-­‐1	
  

SS+	
  rmMFG-­‐E8	
   373.16±10.02	
   470.82±53.29	
   61.14±3.69	
   32.65±3.02	
   154.69±10.61	
  

SS+	
  PBS	
   209.27±18.04	
   107.35±34.55	
   21.94±0.70	
   145.13±2.75	
   483.50±27.13	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; TGF: transforming growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; IL: 
interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; MCP: monocyte chemotactic protein. 
Table 6. Apoptosis-conditioned media in vivo pre-conditioning reprograms peritoneal 
macrophages 
	
   TGF-­‐	
  β	
   IL-­‐10	
  

SSC-­‐DEVD	
   116.54±1.21	
   401.88±108.47	
  

SSC-­‐DMSO	
   237.55±17.64	
   760.50±184.76	
  
Data are presented as value mean ± SD in pg/mL; SSC: apoptotic serum-starved conditioned medium; TGF: transforming growth factor; IL: 
interleukin.
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Abstract  

Mediators released by apoptotic renal resident cells play a crucial role in the 

modification of the inflammatory microenvironment. We have demonstrated that milk fat 

globule-epidermal growth factor 8 (MFG-E8) is released by apoptotic cells, resulting in 

reduced pro-inflammatory cytokine production by macrophages. The present study was 

designed to study the role of MFG-E8 on the modulation of tissue damage and macrophage 

phenotype in a renal inflammatory model, unilateral ureteral obstruction (UUO). C57BL/6 

WT or MFG-E8 KO mice underwent ureteral ligation for 3, 7 and 14 days to evaluate renal 

injury. MFG-E8 (30µg/kg) or vehicle was also administered intra-peritoneally. MFG-E8 

administration reduced kidney damage and fibrosis compared to the control, whereas its 

absence in MFG-E8 KO mice was associated with more severe disease. Moreover, MFG-E8 

administration was associated with decreased inflammasome activation in the kidney. 

Furthermore, adoptive transfer of MFG-E8-stimulated macrophages reduced the activation of 

inflammasome and tissue damage. In all cases, both the systemic administration of MFG-E8 

and MFG-E8-treated macrophages promoted the accumulation of anti-inflammatory CD206 

positive macrophages. We propose that the protective role of MFG-E8 is mediated through 

anti-inflammatory macrophage reprogramming that results in decreased inflammasome 

activation, preventing severe tissue damage. These data provide valuable insight for 

identifying MFG-E8 as a novel target in the modulation of inflammatory diseases. 
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Introduction  

Inflammation is a response to tissue injury. It is characterized by the rapid influx of 

leukocytes to remove the offending mediators present in the inflammatory environment. 

However, this leads to cell death. Cellular injury and death release endogenous mediators 

such as danger-associated molecular patterns (DAMPs) that can amplify an inflammatory 

response through NOD-like receptors (NLRs) activation, involved in host innate immune 

responses to microbial and non-microbial stimuli.1 Upon activation, the NLRP3 proteins 

oligomerize and recruit the adaptor protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase recruitment domain), and the protease caspase-1 to form a protein 

complex called the “inflammasome” leading the release of mature pro-inflammatory IL-1β 

and IL-18 cytokine.2 Increased expression of NLRP3 has been observed in acute and chronic 

diseases.3 It also has been suggested to be important in unilateral ureteral obstruction 

(UUO).4,5 During UUO, the entire nephron is subjected to increased hydrostatic pressure 

gradients, oxidative stress and increased vascular permeability.6,7 This leads to interstitial 

inflammatory cell infiltration,8 essentially by monocytes,9-11 but also by lymphocytes12 and 

dendritic cells.13 Studies have shown that infiltrating macrophages play a crucial role in the 

production of pro-apoptotic stimuli such as TNF and NO (through inducible Nitric Oxide 

Synthetase, iNOS), leading to tubular atrophy.9,10,14-16  

The UUO model has been widely used to study mechanisms leading to interstitial 

fibrosis.17,18 Renal fibrosis is the hallmark of progressive chronic renal diseases. Fibrosis 

results from parenchymal cell death and excessive matrix deposition. Through a process of 

phenotypic transition and remodeling, various cell types19-23 convert into myofibroblasts 

promoting extracellular matrix accumulation and collagen synthesis, ultimately leading to 

kidney dysfunction.24 Moreover, the UUO model is characterized by constant apoptosis of 

renal resident cells (initially in the epithelium and then in the endothelium), where released 

mediators contribute to the modification of the renal microenvironment.25,26  

We published that apoptosis of endothelial cells triggers in a caspase-3 dependent 

manner the release of milk fat globule epidermal growth factor-8 (MFG-E8), which was 

found to play a crucial role in the control of the inflammatory response by reprogramming 
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macrophage into anti-inflammatory phagocytes.27 We also found that apoptotic epithelial 

cells, similarly to apoptotic endothelial cells, release MFG-E8. MFG-E8 is a glycoprotein 

secreted by activated macrophages and dendritic cells and has been associated with 

resolution of inflammation through apoptotic cell phagocytosis28-32 and its absence to 

autoimmunity.33,34 However, some recent reports have attributed a direct anti-inflammatory 

role to MFG-E8 in various animal models of inflammation, extending its importance beyond 

phagocytosis of apoptotic cells.35-41  

Here we show, using an experimental mouse model of UUO, that MFG-E8 confers 

strong protection against kidney obstruction by reducing renal injury and extracellular matrix 

deposition. Moreover, adoptive transfer of MFG-E8-stimulated macrophages prior to UUO 

attenuates renal damage, highlighting the importance of macrophage programming by MFG-

E8. Our results suggest a protective role for MFG-E8-reprogrammed macrophages leading to 

reduced inflammasome activation and renal injury.  
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Materials and methods 

Experimental animals and surgical procedures: 

Male mice of the C57BL/6J strain were bought from Jackson Laboratory (Bay Harbor, ME) 

and MFG-E8 KO mice (on the C57BL/6J background) were generously donated to us by 

Professor S. Nagata. Animals were housed in the CRCHUM animal facility. Twelve-week-

old mice were subjected to complete UUO42 for 3, 7 and 14 days. Surgeries were performed 

according to the animal protocol approved by our institutional Animal Care Committee 

(Comité institutionnel de protection des animaux, CRCHUM). 

Recombinant murine MFG-E8: 

Mice were subjected to rmMFG-E8 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) intraperitoneal 

administration 30ug/kg (100µL), 1 day prior to UUO surgery and every 3 days thereafter. 

PBS administration served as a negative control.  

Tissue collection, processing and staining: 

Kidneys were removed 3, 7 or 14 days after surgery and fixed by immersion in 10% 

phosphate-buffered formalin. Formalin-fixed kidneys were dehydrated, embedded in 

paraffin, and sagittally sectioned at 4µm. To delineate general morphology and identify 

structural damage such as necrotic lesion, sagittal sections of kidneys were stained with 

Periodic acid-Schiff (PAS) staining. A renal pathologist, blinded to the experimental 

conditions, identified morphological damage. Picrosirius Red staining was used to identify 

collagen deposition. This staining was chosen for assessing fibrosis severity through its 

capacity to identify fibrillar collagen (types I and III) as well as tubular basal membrane 

collagen (type IV).43 The relative content of collagen fibers was assessed by two blinded 

observers using an independent scoring index. Interobserver agreements have been assessed 

using Kappa statistic as a measure of concordance and coefficients have showed to be higher 

than 0,7. Picrosirius Red staining was evaluated using polarized light microscopy. PKH26 

Red Fluorescent Cell Linker kit (Sigma-aldrich, St-Louis, MO, USA) was used to label 

BMDMs before transfer in mice. Labeling was done following product recommendations 

and performed on frozen tissue in O.C.T. CD206 immunofluorescence was performed using 

citrate antigen retrieval method followed by primary antibody anti-CD206 (Abcam, 

Cambridge, MA, USA) and secondary anti-rabbit A.Fluor 647 and Dapi staining. Imaging 
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was done using fluorescence microscopy (Axio observer.Z1, Zeiss). Image acquisitions were 

done using 10 fields (5 cortex, 5 medulla, 2 poles and 3 radials per area) on median sagittal 

section of each kidney (AxioVision 4.8.2 software). Image analysis was done using ImageJ 

and Fidji software.  

Preparation of Bone Marrow-Derived Macrophages (BMDMs): 

Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were prepared from C57BL/6J WT and 

C57BL/6J MFG-E8 KO mice. Bone marrow was isolated from femurs by standard sterile 

techniques and matured for 7 days ex vivo in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

(Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada) with 5% FBS (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada), 

penicillin/streptomycin (100 µg/ml) (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada), and 5% L929 cell-

conditioned medium as a source of macrophage-colony stimulating factor as previously 

described.27 BMDMs were above 96% positive for the macrophage marker F4/80 by flow 

cytometry.27 BMDMs matured for 7 days and were then stimulated with rmMFG-E8 (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA) in serum-free media (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada) 

for 24 h. PBS added to serum-free media (Wisent, St-Bruno, Quebec, Canada) served as a 

negative control. BMDMs were washed from their stimulation media before being 

administrated (ip) in mice at 1x106 cells/injection.  

Immunoblotting and reagents: 

Proteins were extracted from kidneys with a protease and phosphatase inhibitor cocktail 

separated by SDS-PAGE electrophoresis, transferred to nitrocellulose membranes, and 

probed as previously described.27 The antibodies used were: anti-NLRP3 (Adipogen, 

Liestral, Switzerland), anti-ASC (N-15) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

anti-active Caspase-1 (BioVision, Milpitas, CA, USA), anti-IL1β (Rockland, Gilbertsville, 

PA, USA) and anti-IL18 (M-19) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). For 

immunoblots, equivalents amounts of total proteins extracts were loaded for each samples. 

Densitometric analysis was performed using Ponceau Red staining, which has been done 

systematically on each membrane before antibody incubation. Ponceau Red staining was 

used as protein-loading control, because of variations in levels of housekeeping proteins (e.g. 

actin, tubulin) induced by experimental conditions rather than protein concentration. Only 

one Ponceau Red from each specific experience is illustrated per figure. The protein 

expression for each sample has been reported on its corresponding Ponceau Red staining for 
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densitometric analysis using ImageJ. The values for each experimental group (MFG-E8-

treated group and BMDMs MFG-E8-treated group) were compared to the results obtained in 

the control group. In each graph, the control was either the PBS group or the BMDMs PBS-

treated group; their values were set to 100%.  

Statistical analysis: 

The results, expressed as mean ± SD, were analyzed by Student's T-test with extreme 

studentized deviate (Grubb’s test) correction when appropriate. Statistical significance was 

defined as *p<0.05 and **p<0.01.   
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Results   

MFG-E8 confers protection against kidney damage in UUO  

C57BL/6 WT mice and MFG-E8 KO mice underwent left ureteral ligation for 3, 7 

and 14 days. A pathologist blinded to the experimental conditions evaluated levels of renal 

injury using an arbitrary scale of damage, with regards to the relevant pathologic features in 

the different compartments (i.e. tubules, interstitium and blood vessels) of the kidney. Low 

renal damage refers to small dilatation in the proximal tubular compartment with some 

infiltrating inflammatory cells. Moderate damage refers to increased interstitial cellular 

infiltrates, significant tubular dilatation with flattened epithelial cells, regional edema and 

tubular atrophy or presence of alteration of tubules where apical microvilli loss can be 

observed in proximal tubules due to degeneration of tubular epithelium. Severe renal damage 

is defined by the additional presence of tubular necrosis area, as observed in UUO.7,17 Renal 

morphopathological alterations found using histochemical Periodic Acid Schiff (PAS) 

staining showed that kidney injury was significantly increased in MFG-E8 KO mice 

compared to WT mice for all the time points evaluated (Fig 1A, upper left panel). Severe 

damage has been only observed in MFG-E8 KO mice (Fig 1A, upper right panel), suggesting 

a protective role for intrinsic MFG-E8 (in WT phenotype) in the UUO model. We also found 

that intraperitoneal recombinant murine (rm)MFG-E8 administration, prior to ureteral 

ligation and every 3 days thereafter, reduced renal damage compared to PBS administration 

for both MFG-E8 KO and WT mice (Fig 1B-C).  

Production of collagen is an essential step following kidney injury. However, this process 

becomes maladaptive when uncontrolled and can potentially lead to a fibrotic response 

associated with loss of nephron integrity. We used Sirius Red staining to assess fibrosis 

severity as a marker of collagen deposition in UUO. In contralateral kidneys, collagen is 

largely restricted to arteriole walls (Fig 2A, lower left panel), whereas in the obstructed 

kidneys (Fig 2A, right panels), scattered accumulations of collagen are seen in the medulla as 

well as in the cortex, and more abundantly in kidneys from MFG-E8 KO mice (Fig 2A, 

upper right panel). Two blinded independent observers evaluated levels of Sirius Red 

staining using an arbitrary scale of expression. Medulla restricted staining from low to strong  
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Figure 1: Evaluation of damage in kidneys after 3, 7 and 14 days of UUO. (a) Upper left panel: kidney damage, using 
PAS staining, in MFG-E8 KO mice is increased compared to WT mice. Damage fold increases in MFG-E8 KO mice 
relative to WT mice are 1.81 (Day 3), 1.88 (Day 7) and 1.40 (Day 14). Upper right panel: representative picture from MFG-
E8 KO mice with severe damage. Red box represents an area with tubular necrosis, whereas orange box surrounds a vessel 
with inflammatory cells infiltrate. Lower right panel: representative picture from WT mice with no necrotic area and less 
extensive damage. Lower left panel: representative picture of contralateral kidney without damage. Magnification 4X, 10X. 
(b) Damage evaluation in MFG-E8 KO mice: decreased damage in rmMFG-E8-treated mice compared to PBS-treated mice. 
Damage fold decreases in rmMFG-E8 administrated mice relative to PBS administrated mice are 2.19 (Day 3), 2.03 (Day 7) 
and 1.26 (Day 14). (c) Damage evaluation in WT mice: decreased damage in rmMFG-E8-treated mice compared to PBS-
treated mice. Damage fold decreases in rmMFG-E8 administrated mice relative to PBS administrated mice are 1.16 (Day 3), 
1.53 (Day 7) and 1.50 (Day 14). Results are expressed in scoring + as explained in the text. Average of 2 (c-d) or 3 (a) 
independent experiments. n≥8 mice per group, per time point. Values are mean ± SD. *p<0,05 or **p<0,01 vs. control mice.  
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Figure 2: Expression of collagen in kidneys after 3, 7 and 14 days of UUO. (a) Upper left panel: renal collagen 
expression, detected with Sirius Red staining, in MFG-E8 KO mice is increased compared to WT mice. Collagen expression 
fold increases in MFG-E8 KO mice relative to WT mice are 1.55 (Day 3), 1.60 (Day 7) and 1.43 (Day 14). Upper right 
panel is a representative picture from MFG-E8 KO mice with stronger Sirius Red staining compared to lower right panel, a 
representative picture from WT mice. Lower left panel showed a representative picture of contralateral kidney without 
collagen expression. Magnification 4X. (b) Collagen expression in MFG-E8 KO mice: decreased fibrosis in rmMFG-E8-
treated mice compared to PBS-treated mice. Collagen expression fold decreases in rmMFG-E8 administrated mice relative 
to PBS administrated mice are 1.38 (Day 3), 1.95 (Day 7) and 1.24 (Day 14). (c) Collagen expression in WT mice: 
decreased fibrosis in rmMFG-E8-treated mice compared to PBS-treated mice. Collagen expression fold decreases in 
rmMFG-E8 administrated mice relative to PBS administrated mice are 1.25 (Day 3), 1.61 (Day 7) and 1.93 (Day 14). 
Results are expressed in scoring + as explained in the text. Average of 2 (c-d) or 3 (a) independent experiments. n≥8 mice 
per group, per time point. Values are mean ± SD. *p<0,05 or **p<0,01 vs. control mice. Cohen’s Kappa coefficients>0,7.  
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is identified as 0,5+ to 1,5+. Addition of a positive staining in the cortex to a strong staining 

in the medulla is identified as 2+ to 3+. A significant time-dependent increased in the 

expression of collagen was observed in MFG-E8 KO compared to WT mice for all the 

evaluated time points (Fig 2A, upper left panel). Here also, intraperitoneal rmMFG-E8 

administration was successful in preventing the increased collagen deposition found in the 

PBS-treated WT mice (Fig 2C). These protective effects with rmMFG-E8 were observed to a 

lesser extent in MFG-E8 KO mice (Fig 2B). Taken together, these results indicate that MFG-

E8, endogenous and/or exogenous, confers a strong protection against renal injury and 

fibrosis in UUO. 

 

 

 

Figure 3: Inflammasome component expression in MFG-E8 KO mice. Mice subjected to UUO for 7 days were either 
treated with rmMFG-E8 or PBS. Left panel: NLRP3, ASC, Casp1 p20, IL-18 and IL-1β protein expression was decreased in 
rmMFG-E8-treated mice compared to PBS-treated mice in total kidney using western blot. Ponceau Red represents the 
loading control. Right panel: Densitometric analyses were performed using the corresponding Ponceau Red and were 
significant for all inflammasome components. Mice treated with PBS are the control condition set at 100%. n=4 mice per 
group, W.B. performed in duplicate. Representative of 2 independent experiments. Values are mean ± SD. **p<0,01 vs. 
control mice.  
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MFG-E8 protection in UUO is mediated through inflammasome modulation 

In order to explore the molecular mechanisms behind the protective effect of MFG-E8, we 

examined the role of MFG-E8 in the regulation of innate immune responses, specifically on 

inflammasome activation, by performing immunoblotting analyses using total kidney protein 

extracts. We decided to only use MFG-E8 KO mice at day 7 following UUO here, since the 

protective effects observed with rmMFG-E8 were greater than in WT mice. PAS staining 

was used to compare and confirm disease severity. Compared to PBS-treated mice, rmMFG-

E8-treated mice showed reduced NLRP3 and ASC expression, decreased caspase-1 

activation and decreased maturation of IL-18 and, to a lesser extent, IL-1β (Fig 3, left panel). 

Densitometric analyses were significant for all the components of the inflammasome (Fig 3, 

right panel). Our data suggest that MFG-E8 contributes to the attenuation of kidney injury 

through downregulation of NLRP3-dependent inflammasome activation and pro-

inflammatory cytokine production. 
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Figure 4: Inflammasome component expression in MFG-E8 KO mice after adoptive transfer of MFG-E8 KO 
BMDMs. Mice subjected to UUO for 7 days were adoptively transferred with either rmMFG-E8-treated BMDMs or PBS-
treated BMDMs from MFG-E8 KO mice. (a) Left panel: NLRP3, ASC, Casp1 p20, IL-18 and IL-1β protein expression was 
decreased in rmMFG-E8-treated BMDMs mice compared to PBS-treated BMDMs mice in total kidney using western blot. 
Ponceau Red represents the loading control. Right panel: Densitometric analyses were performed using the corresponding 
Ponceau Red and were significant for all components. Mice adoptively transferred with PBS-treated BMDMs are the 
control condition set at 100%. n=3 mice per group, W.B. performed in duplicate. Values are mean ± SD. *p<0,05 or 
**p<0,01 vs. control mice. (b) PKH26 phagocytic cell labeling. Labeled macrophages were found between tubules 
(identified with asterisks) of obstructed kidney. (c) Kidney injury significant increase in PBS-treated BMDMs administered 
mice compared to MFG-E8-treated BMDMs administered mice. (d) Representative picture of kidney damage using PAS 
staining showing extended damage in adoptively transferred PBS-treated BMDMs than rmMFG-E8-treated BMDMs from 
MFG-E8 KO mice. 
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MFG-E8-dependent programming of macrophages reduces damage and inflammasome 

activation in obstructed kidneys 

Since MFG-E8 attenuates pro-inflammatory phenotype and promotes anti-

inflammatory phenotype of macrophages27 and that these cells are key players in renal 

injury, we investigated whether MFG-E8 macrophage reprogramming could confer the same 

renal protection. In order to do so, we performed adoptive transfer of MFG-E8-or PBS-

treated macrophages in our UUO model. MFG-E8- or PBS-treated bone marrow-derived 

macrophages (BMDMs) from MFG-E8 KO mice were administrated intraperitoneally prior 

to ureteral ligation and every 3 days thereafter in MFG-E8 KO mice. Recombinant MFG-E8-

treatment of macrophages recapitulated macrophage reprogramming by the MFG-E8 

released by apoptotic cells present in the renal microenvironment. MFG-E8- and PBS-treated 

BMDMs from KO mice showed the same level of inflammasome activation prior to transfer, 

suggesting that MFG-E8 does not directly modulate NLRP3 activation in macrophages 

during ex vivo treatment (data not shown). Administrated cell localization to the obstructed 

kidney was confirmed using PKH26 phagocytic cell labeling (Fig 4B). Tracking of labeled 

macrophages showed positive cells staining between tubules (asterisks in Fig 4B) in the 

obstructed kidney, but not in contralateral kidney. Again, PAS staining has been used to 

compare and confirm disease severity among the studied groups (Fig 4D). Kidney injury was 

significantly increased in PBS-treated BMDMs recipient mice compared to MFG-E8-treated 

BMDMs recipient mice (Fig 4C). Compared to administration of PBS-treated BMDMs, 

administration of rmMFG-E8-treated BMDMs in MFG-E8 KO mice reduced NLRP3 and 

ASC expression, decreased caspase-1 activation and maturation of IL-18 and IL-1β in the 

obstructed kidney (Fig 4A, left panel). Densitometric analyses were significant for all 

components of the inflammasome (Fig 4A, right panel). To evaluate the additional 

contribution of MFG-E8 from macrophages, we then proceeded to adoptive transfer of MFG-

E8- or PBS-treated WT BMDMs. For all inflammasome components, same trends of 

inhibition were observed (Fig 5) but interestingly, to a lesser extent than the level of 

inhibition obtained using MFG-E8 KO BMDMs (Fig 4). Densitometric analyses were only 

significant for IL-1β (Fig 5, right panel). It is also correlated with similar reduced level in 

kidney damage (PAS staining). This suggests that MFG-E8 produced by activated 
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macrophages (WT BMDMs) per se generates an anti-inflammatory microenvironment that 

attenuates the activation of the tissular inflammasome. Thus, to investigate whether 

endogenous MFG-E8 production from macrophages is sufficient to inhibit inflammasome 

activation and renal damage in UUO, untreated BMDMs from MFG-E8 KO and WT mice 

were adoptively transferred into obstructed MFG-E8 KO mice. Administration of WT 

BMDMs showed reduced NLRP3 and ASC expression, decreased caspase-1 activation and 

maturation of IL-18 and IL-1β compared to KO BMDMs (Fig 6, left panel). It was also 

correlated with a decrease in kidney damage (Fig 6B). Densitometric analyses were 

significant for all components of the inflammasome (Fig 6, right panel). These results 

suggest that MFG-E8-mediated anti-inflammatory programming of macrophages prevents 

kidney damage by decreasing inflammasome activation in UUO.  

 

 
 
Figure 5: Inflammasome component expression in MFG-E8 KO mice after adoptive transfer of WT BMDMs. Mice 
subjected to UUO for 7 days were adoptively transferred with either rmMFG-E8-treated BMDMs or PBS-treated BMDMs 
from WT mice. Left panel: Trends for reduction in NLRP3, ASC, Casp1 p20, IL-18 and IL-1β protein expression in 
rmMFG-E8-treated BMDMs mice compared to PBS-treated BMDMs mice in total kidney using western blot. Ponceau Red 
represents the loading control. Right panel: Densitometric analyses were performed using the corresponding Ponceau Red 
demonstrating a significant decrease for IL-1β protein level in rmMFG-E8-treated BMDMs administered mice. Mice 
adoptively transferred with PBS-treated BMDMs are the control condition set at 100%. n=3 mice per group, W.B. 
performed in duplicate. Values are mean ± SD. *p<0,05 vs. control mice. 
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Figure 6: Inflammasome component expression in MFG-E8 KO mice after adoptive transfer of MFG-E8 KO and 
WT BMDMs. Mice subjected to UUO for 7 days were adoptively transferred with either MFG-E8 KO or WT BMDMs. 
Left panel: Strong indication of increased NLRP3, ASC, Casp1 p20, IL-18 and IL-1β protein expression in MFG-E8 KO 
BMDMs-treated mice compared to WT BMDMs-treated mice in total kidney using western blot. Ponceau Red represents 
the loading control. Right panel: Densitometric analyses were performed using the corresponding Ponceau Red and were 
significant for all components. Mice adoptively transferred with WT BMDMs are the control condition set at 100%. n=3 
mice per group, performed in duplicate. Values are mean ± SD. *p<0,05 or **p<0,01 vs. control mice. (b) Representative 
picture of kidney damage using PAS staining showing extended damage in adoptively transferred MFG-E8 KO BMDMs 
than WT BMDMs from MFG-E8 KO mice.  
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Figure 7: CD206 expression in the obstructed kidney of MFG-E8 KO mice. (a) In vitro MFG-E8 treatment of BMDMs 
increased CD206 expression in macrophages. Left panel: Increased CD206 expression in MFG-E8-treated mice compared 
to PBS-treated mice. Significant results obtained for medulla area. Right panel: Example of CD206 positive staining in an 
obstructed kidney of MFG-E8-treated mice. (b) Mice subjected to UUO for 7 days were adoptively transferred with MFG-
E8 KO BMDMs either MFG-E8-treated or PBS-treated. Increased CD206 expression in MFG-E8-treated BMDMs 
administrated mice compared to PBS-treated BMDMs administrated mice. Significant results obtained for medulla area. 
n=3 mice per group. Values are mean ± SD. *p<0,05 vs. control mice.  
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MFG-E8 promotes CD206 anti-inflammatory macrophage phenotype in obstructed kidneys 

We previously showed MFG-E8 promotes an anti-inflammatory macrophage phenotype27 

and confirmed that in vitro MFG-E8 treatment of BMDMs increased CD206 expression in 

macrophages, a M2 anti-inflammatory macrophage marker (data not shown). We then went 

on to investigate if the protective effect conferred by MFG-E8 in our UUO model occurs 

through the promotion of anti-inflammatory macrophage reprogramming. Obstructed 

kidneys from rmMFG-E8-treated and PBS-treated MFG-E8 KO mice were stained with 

CD206 (Fig 7A, right panel). Compared to PBS-treated mice, rmMFG-E8-treated mice had 

more CD206+ cells, as assessed by surface evaluation. Specifically, significant differences 

have been observed between medullas whereas no significant difference has been observed 

between cortices (Fig 7A, left panel). Moreover, administration of MFG-E8-treated BMDMs 

compared to PBS-treated BMDMs also induced an increase in CD206+ staining. Here again, 

significant difference was only obtained between medullas (Fig 7B). Altogether, these results 

suggest that MFG-E8 induces a microenvironment promoting the anti-inflammatory 

programming of macrophages that attenuates renal injury. 
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Discussion  

We published that MFG-E8 stimulation induced an anti-inflammatory macrophage 

phenotype.27 Here, we have identified MFG-E8 as a promoter of anti-inflammatory 

reprogramming of macrophages that attenuates tissue injury. We showed that both 

administration of exogenous MFG-E8 and the presence of endogenous MFG-E8 reduced 

renal injury in association with a reduction of inflammasome activation. Increased anti-

inflammatory CD206+ phagocytes were found with MFG-E8 administration in MFG-E8 KO 

mice. Furthermore, adoptive transfer of MFG-E8-treated macrophages was able to 

recapitulate all the findings; reduced injury, attenuated inflammasome activation and 

increased numbers of CD206+ phagocytes. 

Our findings suggested that local MFG-E8 plays an important role in modulation of 

the renal injury and macrophage reprogramming. Inflammatory microenvironments play a 

crucial role in the modulation of cells phenotype and final outcome depends on a fine-tuning 

balance of pro- and anti- inflammatory mediators conditioning these microenvironments. 

These microenvironmental signals have reprogramming consequences on macrophages, 

either pro-inflammatory or anti-inflammatory. In order to reduce renal injury, understanding 

the local cues that are responsible of attenuating the tissue damaging cells is crucial to 

prevent renal fibrosis. Current studies have delineated the macrophage phenotype spectrum 

from its role in the promotion of kidney injury (called macrophage M1) to resolution and 

renal repair (called macrophage M2).44-49 The involvement of mononuclear inflammatory 

cells in damaged renal interstitium is a universal finding in failing kidneys, correlating 

inversely with renal function.9,50-52 Monocytes and macrophages are known to play a crucial 

role in the early phases of inflammation in the kidney, where they promote tubular apoptosis 

and renal fibrosis development.9,49 However, macrophages play an important role in both 

phases of the inflammatory process, i.e. initiation and resolution.53 As literature linking 

macrophage activation to inflammatory kidney diseases emerged, regulatory proteins 

controlling macrophage activation have become lately of high interest. Colony-stimulating 

factor-1 (CSF-1) has been described to influence macrophages toward a reparative state, 

leading to renal repair with interstitial fibrosis attenuation and functional recovery.54 Its 



 

 82 

signaling inhibition has shown blocked macrophages proliferation, decreased M2 

polarization and inhibited recovery in acute kidney injury (AKI).55 GM-CSF has been 

recently reported to be released by tubular epithelial cells to play an important role in M2 

macrophage reprogramming and tissue repair after ischemic injury, similarly to what was 

found with netrin-1.56,57 Mesenchymal stem cells have been shown to induce M2 

macrophages protecting mice from AKI renal.58 These observations highlight the role of 

renal microenvironment and MFG-E8 in the modulation of macrophage phenotypes acting as 

analarmin, opposing the alarmins present in the renal environment. 

MFG-E8 appears to be beneficial in UUO. However, the exact role of MFG-E8 in 

other kidney diseases is unclear. A recent study identified that up-regulation of MFG-E8 in 

diabetic kidney may aggravate diabetic renal injury, whereas MFG-E8 silencing using 

shRNA accentuated renal damage in kidneys of db/db mice, a model of type 2 diabetes.59 

However, in a renal ischemia-reperfusion (I/R) model, treatment with rmMFG-E8 after I/R 

injury attenuated renal tubular injury and renal edema.60 MFG-E8 protective effect, in this 

case, appeared to be mediated through the enhancement of apoptotic cell clearance and 

improvement of capillary functions in the kidneys. Moreover, MFG-E8 attenuated intestinal 

inflammation in a murine experimental colitis model by modulating osteopontin-dependent 

αvβ3 integrin (MFG-E8 receptor on macrophages) signaling, leading to reduced IL-1β and 

TNF-α cytokine production.36 MFG-E8 also attenuated neutrophil recruitment and 

infiltration.37 This highlights the complex role of MFG-E8 in renal diseases and confirms its 

importance as a modulator of inflammatory signaling.  

We found that reduced tissue injury was associated with an attenuated NLRP3 

inflammasome activation. It was previously published that MFG-E8 can inhibit macrophage 

inflammasome activation and tissular cytokine levels in a cerebral inflammation model, 

however total inflammasome levels were not looked at.38 The NLRP3 inflammasome has 

been implicated in the pathogenesis of various non-microbial diseases and recent data now 

suggest its involvement in kidney diseases.2 Additionally, a positive correlation between 

increased creatinine level and NLRP3 expression has been reported in renal patients, 

suggesting its importance in clinical nephrology.3 Inflammasome has a complex and 

important role in inflammation and tissue repair. Its activation has benefits for control of 
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infections, but it can also drive fibrosis if unregulated.61-66 There are evidences that both IL-

1β and IL-18, end-products of inflammasome activation, are potent pro-fibrogenic 

cytokines.67-75 In the kidney, the cell type-specific expression of NLRP3 inflammasome 

components has not been fully characterized. Interstitial fibrosis in UUO depends on NLRP3 

expression in immune and non-immune cells.3 A recent report also suggests that non-

immune renal parenchymal cells do not release IL-1β76, whereas tubular epithelial cells 

release IL-18.77 In a UUO model, IL-18 neutralization prevents renal injury and fibrosis in 

mice.78 Interestingly, depletion of macrophages did not alter IL-18 cytokine level in kidney 

after UUO, suggesting that IL-18 release is macrophage-independent.79 In our work, using 

MFG-E8, we have shown decreased IL-1β and IL-18 levels, suggesting reduction of both 

immune and non-immune inflammasome activation. These observations were associated 

with an increased presence of an anti-inflammatory CD206+ phagocytes. 

Therefore, we propose that the protective role of MFG-E8 on renal inflammasome 

signaling occurs through the generation of a favorable microenvironment, consequence to the 

anti-inflammatory macrophage reprogramming. A greater understanding of the physiological 

and cellular effects of MFG-E8 on inflammatory response as seen in renal injuries could lead 

to new therapeutic approaches preventing progressive renal fibrosis and promoting adequate 

renal repair.  
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Chapitre 7 : Discussion 

7.1 Sommaire et originalité de la contribution scientifique 

7.1.1 Le microenvironnement endothélial apoptotique et le MFG-E8 dans le devenir du 

macrophage : une étude in vitro 

Dans le premier article présenté, nous avons caractérisé le microenvironnement 

apoptotique et son rôle dans la modulation du phénotype du macrophage. Cet article 

constitue la première description de la relâche Caspase-3-dépendante de MFG-E8 par les 

cellules endothéliales. De plus, il rapporte pour la première fois qu’un type cellulaire 

autre que les monocytes/macrophages/cellules dendritiques (DCs) peut être source de 

MFG-E8. Les cellules endothéliales apoptotiques relâchent le MFG-E8 de façon Caspase-3 

dépendante. La stimulation des macrophages par l’environnement conditionné par les cellules 

endothéliales apoptotiques mène à l’adoption d’un profil macrophagien davantage anti-

inflammatoire et moindrement pro-inflammatoire. Ce phénotype est réduit par l’inhibition de 

la Caspase-3 et il dépend de la présence de MFG-E8. De plus, le potentiel du MFG-E8 à la 

reprogrammation du macrophage pro-inflammatoire a été démontré via un modèle 

expérimental de péritonite (review de ce modèle inflammatoire, voir annexe 1). Ce 

changement phénotypique médié par MFG-E8 implique une signalisation STAT3. Ces 

résultats démontrent pour la première fois qu’MFG-E8 induit un phénotype anti-

inflammatoire chez le macrophage indépendamment de la phagocytose. L’insulte 

tissulaire peut induire la mort cellulaire telle que l’apoptose. Cette apoptose des cellules 

endothéliales peut être provoquée par les facteurs de risques de l’athérosclérose tels que 

l’hypertension et l’hyperglycémie. Elle peut également avoir lieu lors de pathologies 

ischémiques ou à réponse immune (ex. activation du complément) telles que la vasculopathie 

du transplant ou les cancers hautement prolifératifs.  

7.1.1.1 Limitations de cette étude et perspectives court terme  

Alors que cet article démontre l’importance in vitro de l’environnement endothélial 

apoptotique et du MFG-E8 dans le devenir macrophagien, la contribution in vivo de cet 
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environnement et du MFG-E8 n’a pas été évaluée. Ce manque de corrélation in vivo est 

assurément la limitation majeure de cet article. Ainsi, nous travaillons actuellement à 

l’optimisation d’un modèle de vasculopathie chronique du transplant (VCT), un modèle où 

l’apoptose des cellules endothéliales joue un rôle crucial. La VCT, se caractérisant par une 

prolifération myointimale oblitérative, est une cause importante de la dysfonction de 

l’allogreffe caractérisée par une fibrose interstitielle et l’atrophie tubulaire.285-288 Elle est aussi 

une cause majeure de dysfonction chronique en transplantation cardiaque. La VCT se 

caractérise également par la présence, mais plus particulièrement par la persistance de 

l’apoptose endothéliale, dont nous avons associé à cette dernière la relâche de MFG-E8.289-291 

Pour évaluer comment l’environnement endothélial apoptotique, par la relâche de MFG-E8, 

peut moduler l’apparition de la VCT, nous avons déjà procédé à des transplantations aortiques 

complètement non apparentées. Des aortes de souris C57BL/6 MFG-E8 KO vs WT ont été 

transplantées dans des souris Balb/C. Nos résultats préliminaires suggèrent que l’absence de 

MFG-E8 dans l’aorte transplantée favorise la VCT. En effet, par immunohistochimie, nous 

pouvons observer que la prolifération myointimale est davantage présente chez les souris 

transplantées avec l’aorte provenant de souris MFG-E8 KO (résultats non publiés, voir figure 

5). De plus, l’analyse des leucocytes du sang périphérique démontre une diminution du 

phénotype monocytaire pro-inflammatoire classique de même qu’une diminution de 

l’activation des cellules T CD8+ chez les souris transplantées avec l’aorte provenant de souris 

WT, suggérant que la présence locale de MFG-E8 est suffisante pour moduler la réponse 

inflammatoire systémique (résultats non publiés, voir annexe 2A).  

Considérant les résultats in vitro publiés reflétant le potentiel d’atténuation du 

phénotype pro-inflammatoire des macrophages par le MFG-E8, ces résultats in vivo suggèrent 

qu’il pourrait être possible que l’absence de MFG-E8 de l’environnement endothélial 

apoptotique de la VCT favorise l’augmentation du phénotype pro-inflammatoire des 

macrophages recrutés au site de l’allogreffe. Ce phénotype pro-inflammatoire serait à long 

terme délétère par la promotion du dommage tissulaire, menant ultimement à la prolifération 

myointimale. Ainsi, afin de confirmer ces hypothèses, plusieurs éléments peuvent être 

investigués. Plus spécifiquement, nous pouvons : 
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Figure 5: MFG-E8 dans l’environnement endothélial apoptotique. 
Des aortes de souris MFG-E8 KO vs WT ont été transplantées dans des souris Balb/C. Les aortes ont été récoltées 9 
semaines après transplantation. Le développement de la VCT a été évalué par coloration H&E. L’analyse 
histopathologique suggère une augmentation du ratio neointima/media chez les souris transplantées avec aortes 
provenant de souris MFG-E8 KO, suggérant le rôle protecteur du MFG-E8 dans le microenvironnement endothélial 
apoptotique de la VCT.  

 

Objectif 1 : Évaluer l’implication locale du MFG-E8 dans la programmation/ 

reprogrammation in vivo du macrophage dans l’environnement tissulaire du transplant 

aortique. 

L’analyse de biopsies d’allogreffe rénale de patients transplantés a démontré qu’à un 

an post-transplantation, la majorité des macrophages infiltrants présentent des marqueurs de 

macrophage M2, tels que CD68 et CD204, et que cet infiltrat corrèle fortement avec le 

développement subséquent de la fibrose rénale pathologique.292 La perte de greffon semble 

ainsi être associée à la présence de macrophages anti-inflammatoires et nous avons démontré 

que le MFG-E8 favorise ce phénotype anti-inflammatoire. Cependant, le rôle du phénotype 

lors des phases distinctes de la pathologie du rejet doit être pris en considération. Ainsi, bien 

que le phénotype anti-inflammatoire n’est pas souhaitable en phase tardive de par le potentiel 

pro-fibrotique du phénotype, ce phénotype anti-inflammatoire pourrait être favorable en phase 

péritransplantation. À ce moment, la programmation/reprogrammation du macrophage pro-

inflammatoire en macrophage anti-inflammatoire favoriserait l’atténuation d’une 

inflammation persistante promouvant la destruction tissulaire. Cette contribution phénotypique 

distincte des monocytes/macrophages d’un environnement tissulaire avec MFG-E8 ou sans 

MFG-E8 de même que l’association de celui-ci avec le devenir du greffon pourrait être 

investiguée.  
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Utilisant la modélisation animale précédemment décrite (c.-à.-d. des segments 

aortiques provenant de souris C57BL/6 MFG-E8 KO ou WT transplantés dans des souris non 

apparentées Balb/c, et présentant une formation de neointima à 9 semaine post-

transplantation), la reprogrammation in vivo du macrophage dans les tissus peut être évaluée 

par immunofluorescence. L’infiltration tissulaire des macrophages sera évaluée par un 

marquage F4/80 et le phénotype associé sera établi par l’expression des marqueurs iNOS (M1) 

et CD206 (M2). Afin d’associer le changement phénotypique obtenu à la présence de MFG-E8 

dans l’environnement apoptotique endothélial, l’expression de Caspase-3 associée à un 

marqueur endothélial tel que CD31 sera évaluée par immunofluorescence. De plus, 

l’expression aortique du MFG-E8 sera également évaluée par immunofluorescence. Les 

résultats de phénotype macrophagien, d’apoptose endothéliale et de relâche de MFG-E8 seront 

associés à l’évaluation du ratio intima-media. L’influence phénotypique du macrophage sur 

l’infiltration d’autres cellules immunes pourrait également être évaluée par un marquage CD3 

(cellules T), B220 (cellules B) et NK1.1 (cellules NK). 

Puisque nous avons démontré que le transfert de macrophages traités avec MFG-E8 est 

suffisant pour atténuer l’insulte tissulaire rénale dans un modèle d’obstruction urétérale, il 

serait intéressant d’évaluer si ces mêmes macrophages pourraient réduire le rejet aortique. Des 

BMDMs traités avec MFG-E8 ou PBS seront administrés intra-péritonéal précédemment la 

transplantation et tous les 3 jours suivants celle-ci (même cédule d’administration qu’en 

UUO). À 9 semaines post-transplantation, les mêmes paramètres histologiques décrits 

précédemment seront évalués.  

Objectif 2 : Déterminer le mécanisme associé à l’effet protecteur conféré par le MFG-

E8 : investiguer la modulation potentielle de l’activation de l’inflammasome. 

Le rôle de l’inflammasome en transplantation est très peu étudié. Dans ce contexte 

clinique, les DAMPs potentiels dans l’induction de l’inflammasome incluent principalement 

l’ATP extracellulaire,293 les ROS,294 l’UA91 mais également C3a, une protéine obtenue suite à 

l’activation du complément et induisant l’augmentation des cellules Th17.295 L’activation de 

l’inflammasome a récemment été associée dans un modèle de réaction du greffon contre l’hôte 

(GVHD - Graft Versus Host Disease).296 Son implication a aussi été observée en 

transplantation d’organe solide. En effet, chez la souris, l’augmentation de l’expression d’ASC 
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est associée à l’inflammation induite suite à la transplantation cardiaque.297 Chez l’humain, 

toujours en transplantation cardiaque, l’activation de l’inflammasome a été associée au rejet 

aigu.298 En contexte d’ischémie-réperfusion, une condition retrouvée péritransplantation et 

associée à l’induction de DAMPs, la sécrétion pathologique d’IL-1β menant entre autres à 

l’inflammation neutrophilique a été démontrée. Mis ensemble, ces études suggèrent le 

potentiel thérapeutique de l’inhibition de l’activation de l’inflammasome. En transplantation, 

le MFG-E8 pourrait ainsi être bénéfique son potentiel d’atténuation de l’activation de 

l’inflammasome.  

Ainsi, utilisant les mêmes échantillons provenant des modélisations animales de 

l’objectif 1 (Expérience 1 : des segments aortiques provenant de souris C57BL/6 MFG-E8 KO 

ou WT transplantés dans des souris non apparentées Balb/c. Expérience 2 : transfert de 

macrophages traités avec MFG-E8 ou PBS dans des souris Balb/c transplantées avec des 

segments aortiques provenant de souris C57BL/6 MFG-E8 KO.), la modulation de l’activation 

de l’inflammasome sera évaluée par immunohistochimie ainsi que par Western Blot pour les 

différents composants de l’inflammasome tels que NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1β ainsi 

qu’IL-18. De plus, afin d’évaluer la contribution précise de l’inflammasome tissulaire vs 

macrophagien, des souris NLRP3 KO pourraient être utilisées.   

Objectif 3 : Évaluer la contribution du phénotype macrophagien induit par le MFG-E8 

sur la réponse Th17, un type cellulaire crucial dans le devenir du greffon.  

Les cellules Th17 sont d’une importance cruciale dans l’immunité, notamment en 

transplantation. Par la sécrétion d’IL-17, ces cellules contribuent au recrutement de cellules 

immunes au site d’inflammation ainsi qu’à la maturation des APCs.299 La différenciation Th17 

est dépendante de la présence de TGFβ, d’IL-6 et d’IL-23. Dans différents modèles animaux, 

des études ont démontré que les souris IL-17, IL-6 ou IL-23 KO présentent une pathologie 

moins sévère ou absente.300-302 En transplantation rénale, quelques études ont associé 

l’expression d’IL-17 et l’infiltration de cellules Th17 à une insulte tissulaire augmentée 

associée à une dysfonction du greffon.303,304  En transplantation cardiaque, l’IL-17 contribue à 

l’inflammation305 et les cellules Th17 contribuent au rejet aigu.306  
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L’influence du MFG-E8 dans le phénotype macrophagien obtenu et plus précisément 

dans son profil sécrétoire exact est d’une importance capitale puisque la délicate distinction 

entre l’atténuation d’un phénotype pro-inflammatoire et la promotion d’un phénotype anti-

inflammatoire mène à des résultantes totalement opposées quant à différenciation des cellules 

T CD4+ en Th17. En effet, l’atténuation du phénotype pro-inflammatoire du macrophage par 

le MFG-E8, associée à une diminution de sa sécrétion d’IL-6 et d’IL-23, pourrait réduire la 

différenciation Th17. À l’inverse, la promotion du phénotype anti-inflammatoire du 

macrophage par le MFG-E8 augmenterait la sécrétion de TGFβ, ce qui favoriserait la 

différenciation Th17. Il est également à considérer que cette sécrétion de TGFβ pourrait 

également être favorisée par le MFG-E8 via la promotion de la phagocytose des cellules 

apoptotiques par les macrophages. Ainsi, utilisant les mêmes échantillons provenant des 

modélisations animales de l’objectif 1, l’influence de la reprogrammation macrophagienne par 

le MFG-E8 sur la genèse de cellules Th17 pourrait être évaluée. En effet, la modulation des 

phénotypes lymphocytaires devrait être étudiée. L’impact de l’absence du MFG-E8 sur la 

présence de lymphocytes Th17 comparée aux Th1 pourra être évalué par des études 

d’immunofluorescence sur le transplant et en cytométrie en flux sur les ganglions 

lymphatiques drainant le transplant et dans la rate.  

7.1.2 Le MFG-E8 et le macrophage dans la progression de l’insulte tissulaire : une étude 

in vivo 

Ayant démontré que les cellules épithéliales apoptotiques, à l’instar des cellules 

endothéliales apoptotiques, relâchent elles aussi de façon apoptose-dépendante le MFG-E8, 

nous avons étudié plus exhaustivement un modèle in vivo riche en apoptose épithéliale, 

l’obstruction urétérale unilatérale (UUO). Dans le deuxième article présenté, nous avons ainsi 

évalué le rôle du MFG-E8 provenant du microenvironnement apoptotique dans la modulation 

de l’insulte tissulaire rénale dans un modèle de maladie rénale chronique, l’UUO. Cet article 

rapporte l’implication bénéfique de MFG-E8 dans ce modèle de pathologie rénale 

obstructive. Nous avons démontré que la présence ou l’administration de MFG-E8 réduit le 

dommage tissulaire et la fibrose. La protection conférée par MFG-E8 est médiée via la 

modulation de l’activation de l’inflammasome, et constitue la première suggestion de la 

modulation de cette voie par le MFG-E8 dans un type cellulaire autre que le 



 

 96 

macrophage. La contribution de l’inflammasome dans la promotion des maladies chroniques 

rénales avait cependant été précédemment rapportée. De plus, nos résultats démontrent 

l’importance du phénotype anti-inflammatoire du macrophage médié par le MFG-E8 

dans la modulation de l’activation de l’inflammasome rénal et dans la modulation du 

dommage tissulaire. 

7.1.2.1 Limitations de cette étude et perspectives court terme  

Alors que cet article démontre l’importance in vivo de l’environnement apoptotique et 

du MFG-E8 dans le devenir de l’insulte tissulaire via la promotion du phénotype anti-

infammatoire du macrophage, l’analyse phénotypique demeure superficielle et représente une 

limitation majeure. En effet, bien que les conclusions du manuscript sont basées sur ce 

changement phénotypique macrophagien, seul l’expression de CD206 (M2) a été évaluée. Une 

évaluation phénotypique du macrophage plus élaborée aurait pu inclure une analyse de 

l’expression d’autres marqueurs tels que CD124 (M2) et iNOS (M1). De plus, la contribution 

de la modulation par le MFG-E8 de l’activation de l’inflammasome macrophagien vs tissulaire 

(ex. cellules épithéliales) dans le devenir de l’insulte tissulaire et la mécanistique précise 

derrière l’inhibition de l’activation de l’inflammasome demeurent inexplorées. Ainsi, nous 

pouvons : 

Objectif 1 : Évaluer l’influence du MFG-E8 sur l’inflammasome épithélial : le potentiel 

direct et indirect.  

Alors que l’inhibition directe de l’activation de l’inflammasome par MFG-E8 a été 

démontrée chez les macrophages dans un modèle d’ischémie cérébrale, aucune littérature n’a 

suggéré son potentiel chez un autre type cellulaire que le macrophage.257 Pourtant, 

l’expression de NLRP3, d’ASC de même que de Caspase-1 ont été rapportées à la fois chez 

les macrophages et chez les cellules épithéliales tubulaires.307,308 Tout comme les 

macrophages, les cellules épithéliales rénales possèdent l’intégrine αvβ3, rendant ainsi 

l’interaction de celles-ci avec le MFG-E8 possible. La diminution de l’activation de 

l’inflammasome des cellules épithéliales rénales par MFG-E8 est ainsi envisageable. Ainsi, 

utilisant une culture primaire de cellules épithéliales rénales (PTECs – Proximal Tubular 

Epithelial Cells), une étude in vitro pourrait élucider cette question. Par exemple, l’étude de 
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l’expression des différents composants de l’inflammasome par Western Blot peut être 

accomplie avec des extraits protéiques provenant de PTECs pré-conditionnées avec le MFG-

E8 ou le PBS, suivi d’une stimulation activant l’inflammasome (ex. LPS) et pourrait ainsi 

permettre d’évaluer le potentiel direct d’inhibition de l’activation de l’inflammasome par le 

MFG-E8.   

L’effet de MFG-E8 sur l’activation de l’inflammasome épithélial rénal peut aussi être 

indirect. En effet, nous avons démontré que l’administration de macrophages M2, traités par le 

MFG-E8, mène à une diminution de l’expression rénale des composants de l’inflammasome. 

Le conditionnement du microenvironnement inflammatoire rénal par ceux-ci est suffisant pour 

reproduire l’effet protecteur conféré par l’administration de MFG-E8. Ainsi, une étude in vitro 

similaire à la précédente, mais substituant le pré-conditionnement des PTECs avec le MFG-E8 

par un pré-conditionnement des PTECs avec le surnageant de macrophages stimulés avec le 

MFG-E8 ou le PBS évaluerait alors l’influence de l’environnement créé par le macrophage sur 

les PTECs. 

Objectif 2 : Déterminer le mécanisme précis associé à l’inhibition de l’activation de 

l’inflammasome par MFG-E8 : un rôle potentiel pour NFκB. 

Les voies de signalisation impliquées dans la modulation de l’inflammasome suite à 

l’UUO sont inconnues. Cependant, la voie de signalisation de NFκB a été rapportée comme 

étant centrale dans la cascade de signalisation de l’inflammasome. En effet, l’activation de 

l’inflammasome résulte en 2 signaux : 1) un signal initial activant NFκB lequel à son tour; 2) 

favorise l’activation de l’inflammasome (voir section 7.2.2). Dans la résolution de 

l’inflammation, il a été démontré que tant l’activation d’IKKβ (voie canonique) que 

l’activation d’IKKα (voie non-canonique) peuvent être lié à la résolution de 

l’inflammation.309-314 En effet, IKKα, par sa liaison au composant de l’inflammasome ASC, 

empêche la relocalisation de celui-ci du noyau vers le complexe inflammasome situé dans le 

cytoplasme et aurait ainsi un rôle potentiel dans la modulation des interactions durant la 

signalisation de l’inflammasome, tel que son assemblage, affectant l’activation de 

l’inflammasome. L’influence de MFG-E8 sur l’activation de la voie de IKKα pourrait alors 

être investiguée. Ainsi, pour évaluer la contribution respective des IKKs dans l’effet 
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d’inhibition par MFG-E8 de l’activation de l’inflammasome, des études in vitro indépendantes 

utilisant des macrophages et des PTECs peuvent être envisagées. Par exemple, les 

macrophages peuvent être transfectés avec des siRNA pour IKKα, IKKβ ou les deux. Les 

macrophages seront ensuite pré-conditionnés avec le MFG-E8 ou le PBS, avant une 

stimulation activant l’inflammasome (ex. LPS). Les extraits protéiques de ces macrophages 

permettront d’évaluer l’activation de l’inflammasome résultante. Parallèlement, dans le but de 

recréer l’influence plus représentative de l’environnement de l’UUO, le pré-conditionnement 

des macrophages avec le MFG-E8 pourrait être substitué par un pré-conditionnement des 

macrophages avec le surnageant de PTECs apoptotiques. Ces mêmes expériences de siRNA 

pourraient être effectués sur des PTECs.  

7.2 Concepts soulevés non discutés et mécanistique potentielle 

7.2.1 La composante fibrotique 

Le MFG-E8 administré précédemment l’insulte peut atténuer la fibrose et les 

dommages tissulaires résultants. Toutefois, cette réponse fibrotique et ces dommages 

tissulaires ne sont pas diminués lorsque le MFG-E8 est administré suivant l’insulte. Ceci 

suggère les mécanismes responsables de la détérioration fibrotique sont déjà entamés et que le 

MFG-E8 pourrait agir sur ceux-ci. La fibrose est la signature de la présence de l’insulte rénale 

en réponse à l’UUO, favorisant la perte du parenchyme et menant à la perte de la fonction du 

rein atteint.264,315 La fibrose est un processus progressif s’illustrant par l’accumulation et 

l’expansion de la matrice extracellulaire interstitielle. Corrélant avec le degré de la perte 

fonctionnelle du rein, la fibrose est due à une augmentation de la synthèse de collagène, 

essentiellement, et de fibronectine par les fibroblastes activés ainsi que par les 

myofibroblastes. D’autres molécules cumulant dans l’interstitium ont également été identifiées 

telles que la vitronectine, bien qu’une déficience génétique en celle-ci n’affecterait pas 

ultimement l’état fibrotique. Cependant, parallèlement au développement de la fibrose, 

d’autres processus favorisant sa formation ont été rapportés tels que la diminution de la 

dégradation de la matrice et plus intéressement, la transdifférenciation des cellules rénales en 

myofibroblastes. Cette transdifférenciation, amplifiant et ainsi favorisant la résultante 

fibrotique, a inspiré plusieurs études sur l’origine des myofibroblastes dans l’établissement de 
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la fibrose rénale. En effet, des études ont démontré l’existence de transitions phénotypiques 

des cellules épithéliales, des cellules endothéliales, des fibroblastes résidents, des péricytes et 

des fibrocytes en myofibroblastes.265-267,316,317 Il fut également démontré que les 

métalloprotéinases matricielles (MMPs) 2 et 9 favorisent la fibrose interstitielle en induisant la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT – Epithelial-Mesenchymal Transition) et en 

favorisant l’infiltration des macrophages.  

Nous avons démontré que le MFG-E8 favorise la production de TGFβ par les 

macrophages.318 Par son potentiel pro-fibrotique, la production de TGFβ peut avoir un impact 

positif lors d’insulte aiguë, sachant qu’une petite quantité de fibrose peut participer à une 

réparation tissulaire saine et ordonnée.319 Toutefois, en situation d’insulte chronique, cette 

réponse fibrotique peut être maladaptée et se produire aux dépens de l’intégrité du néphron. 

En effet, en fibrose rénale, l’implication de la voie de signalisation de TGFβ a été rapportée. 

Son activation peut être causée par le diabète, l’hypertension, l’ischémie, les insultes aiguës et 

les obstructions urologiques. Le niveau élevé de TGFβ est relié à l’activation de la réponse 

profibrotique initiée par l’angiotensine 2, le glucose et le stress oxydatif.320 L’angiotensine 2 

stimule l’expression de plusieurs éléments structurels de la matrice extracellulaire tels que le 

collagène, la fibronectine, la laminine et des inhibiteurs de la dégradation de la matrice menant 

à la fibrose.321 L’activation de la voie de signalisation de TGFβ résulte en l’activation du 

Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) et du Connective Tissue Growth Factor (CTGF), 

favorisant la production de matrice extracellulaire, l’EMT, la différenciation des 

myofibroblastes et la progression de la pathologie.322 L’administration seule de TGFβ est en 

fait suffisante pour initier la réponse fibrotique.323 En fait, dans l’UUO, la fibrose interstitielle 

est dépendante de la surexpression de TGFβ dans l’interstitium.324 L’inhibition de TGFβ 

réduit l’inflammation, l’apoptose tubulaire, l’expression de collagène et la fibrose 

interstitielle.324-329 La voie de signalisation TGFβ peut être médiée par les protéines SMADs, 

mais aussi indépendamment de celles-ci.330 Il a été démontré que les souris déficientes en 

SMAD3 sont protégées de la fibrose rénale ou du moins démontrent une EMT, un dépôt de 

collagène et une apoptose tubulaire diminués.331-334 Les SMADs 6 et 7 sont des antagonistes 

connus de la signalisation TGFβ. Il est démontré que la présence de SMAD7 réduit 

dramatiquement la fibrose dans l’UUO.335,336 D’ailleurs, dans les néphropathies obstructives 
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ou dans les maladies chroniques rénales, le niveau de SMAD7, de Ski et de SnoN, deux autres 

régulateurs négatifs de SMAD, sont réduits.337,338 Ainsi, en plus de la production constante de 

TGFβ par les macrophages suite à la production chronique de MFG-E8 par les cellules 

apoptotiques lors des maladies rénales progressives, ceci favorise la persistance de la 

signalisation TGFβ.339 L’activation de TGFβ régule ainsi plusieurs gènes impliqués dans la 

plasticité épithéliale, la transdifférenciation et le remodelage du stroma.340-343 Le plus 

surexprimé parmi ceux-ci est PAI-1, ayant un rôle crucial dans la diminution de la dégradation 

de la matrice extracellulaire favorisant son accumulation et contribuant ainsi à la fibrose 

rénale.344,345 Dans l’UUO, la déficience en PAI-1 a un effet protecteur alors que sa 

surexpression favorise une réponse fibrotique associée à un recrutement de macrophages.344,346 

D’autres voies de signalisation impliquées dans la promotion de la fibrose ont également été 

décrites telles que la voie de signalisation de Wnt, impliquée dans le contrôle de la 

transcription de la fibronectine et de PAI-1.347,348 Il a été démontré que l’inhibition de 

l’expression de Wnt/βcaténine réduit l’activation des myofibroblastes ainsi que l’expression 

de collagène et de fibronectine, résultant en une amélioration de la fibrose.349  

7.2.1.1 L’activation de l’inflammasome et la résultante fibrotique : une association certaine ? 

Nous avons démontré que le MFG-E8 module l’activation de l’inflammasome NLRP3 

et la production intra-rénale d’IL-1β et d’IL-18. L’augmentation de l’expression de NLRP3 a 

été observée dans plusieurs pathologies chroniques rénales telles que la néphropathie à IgA, à 

changements minimes, la néphropathie lupique, la hyalinose focale et segmentaire secondaire 

et la néphroangiosclérose, de même que dans les pathologies aiguës rénales, telles que la 

nécrose tubulaire aiguë.147 L’activation de l’inflammasome est bénéfique durant une infection, 

mais peut aussi favoriser la réponse fibrotique si dérégulée. Cependant, la fibrose n’est pas 

nécessairement associée à l’activation de l’inflammasome. En effet, elle dépend de plusieurs 

facteurs tels que la variation intracellulaire de la proIL-1β et de la proIL-18, le niveau de 

cytokines sécrétées, la durée de l’activation de l’inflammasome (chronique vs aiguë) et le type 

cellulaire lui-même (leucocytes vs cellules stromales vs cellules du parenchyme). Dans des 

contextes très particuliers, notamment en inflammation stérile, quelques études ont cependant 

démontré le lien entre l’activation de l’inflammasome et la fibrose. En pathologies rénales 
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chroniques, l’IL-1β est un stimulateur dose-dépendant de la sécrétion de collagène par les 

fibroblastes,350 mais peut aussi, en addition au TGFβ, augmenter la signalisation profibrotique 

TGFβ/SMAD dans les cellules épithéliales tubulaires.351 Il a été démontré que l’IL-1β induit 

un dommage tubulaire, l’expression de l’alpha Smooth Muscle Actin (αSMA) et la production 

de la fibronectine par les fibroblastes,352 alors que la déficience en récepteur de l’IL-1β 

améliore la fibrose interstitielle précoce.353 Les cytokines IL-1β et IL-18 régulées par 

l’activation de l’inflammasome sont directement impliquées dans la fibrose présente dans les 

pathologies rénales chroniques. Elles induisent l’expression de marqueurs mésenchymaux 

dans les cellules tubulaires épithéliales, menant à l’EMT et à la fibrose rénale.354 Dans le 

modèle de l’UUO, la neutralisation d’IL-18 prévient l’insulte rénale et la fibrose chez la 

souris.355 Dans ce modèle, il a été démontré que les cellules tubulaires épithéliales sont source 

d’IL-18 alors que la déplétion de macrophages ne modifie pas le niveau d’IL-18 rénal, 

suggérant que les macrophages ne sont pas impliqués dans la fibrose dépendante d’IL-18.  

7.2.1.2 Les macrophages dans la réponse fibrotique : un lien évident ?  

Nous avons démontré que le MFG-E8 favorise la présence des phagocytes M2 

CD206+ associée à une fibrose rénale et à une insulte tissulaire diminuées. Ce type cellulaire 

et le phénotype de celui-ci sont des composants essentiels au devenir fibrotique. En effet, le 

processus fibrotique fait appel à plusieurs types cellulaires incluant les cellules endothéliales, 

les cellules épithéliales, les myofibroblastes activés et les macrophages. Plusieurs études ont 

rapporté la modulation de la fibrose par les macrophages. En pathologies rénales, plusieurs 

études ont démontré l’association entre l’infiltration des macrophages et la sévérité de 

l’atteinte rénale, suggérant le rôle délétère de ceux-ci. De plus, leur rôle pathologique a été 

confirmé dans plusieurs modèles rénaux expérimentaux via leur déplétion ou leur réplétion. 

Par exemple, dans un modèle de fibrose rénale, il a été démontré que la déplétion des 

macrophages par clodronate élimine l’apoptose tubulaire et la fibrose rénale induites par 

l’obstruction, via des mécanismes dépendants du TNFα et du TGFβ, alors que le transfert 

adoptif des macrophages augmente la fibrose.356 Il a également été démontré que les souris 

TLR2, TLR4 et MyD88 KO sont protégées des dommages induits par l’obstruction, suggérant 

le rôle crucial des TLRs des macrophages dans la fibrose tissulaire. Dans un modèle de fibrose 
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hépatique, le moment de la déplétion des macrophages est crucial pour un remodelage 

tissulaire efficace.357 La déplétion précoce diminue le dommage tissulaire et la mort cellulaire, 

alors que la déplétion tardive durant la phase de réparation résulte en une inflammation 

pancréatique non résolue, suggérant le rôle important joué par les macrophages dans les 2 

phases du processus inflammatoire, c.-à-d. initiation et résolution.357 Quelques études en 

pathologies rénales ont également rapporté leur rôle réparateur, notamment en ischémie-

réperfusion. En effet, la déplétion des macrophages au moment de l’insulte atténue celle-ci, 

alors que la déplétion en phase de réparation délaie la réparation tissulaire.358 Ces études 

suggèrent ainsi que les macrophages peuvent ainsi moduler de façon opposée la fibrose en 

fonction du temps. Les études rapportent que cette modulation fibrotique par le macrophage en 

fonction du temps corrèle avec un phénotype macrophagien distinct, suggérant l’importance 

du phénotype au-delà de la présence cellulaire elle-même.  

En sclérose systémique, il a été démontré que l’expression de CD163, une protéine 

généralement exprimée par les macrophages de phénotype M2, est corrélée au niveau de 

sévérité de la fibrose.359 Des biopsies cutanées provenant de patients ont également démontré 

une augmentation marquée des marqueurs macrophagiens M2 CD163 et CD204.360 En fibrose 

pulmonaire, plusieurs études ont démontré l’association entre les macrophages M2 et la 

progression et la sévérité de la fibrose.361 En fibrose hépatique, la polarisation M2 des 

macrophages a été associée au développement de la fibrose pathologique.362  

En fibrose rénale, l’expression et la sécrétion de la Galectine-3, associée au phénotype 

M2, ont lié les macrophages à la promotion de la fibrose,363 alors qu’une étude a démontré la 

corrélation de son expression avec la persistance des tubules et le remodelage matriciel 

réduisant la fibrose.364 Dans un modèle de maladie chronique rénale induit par l’adriamycine, 

on a également rapporté l’amélioration de la pathologie suite à l’administration de macrophage 

M2, stimulés ex vivo avec l’IL-4 et l’IL-13.365 De plus, dans ce même modèle, une 

comparaison du potentiel de protection des deux types de macrophages alternatifs M2a (induit 

par IL-4/IL-13) et M2c (induit par IL-10/TGFβ) a démontré que bien que les deux types 

diminuent significativement le dommage tissulaire rénal, les macrophages de type M2c 

diminuent plus efficacement l’atrophie tubulaire, l’expansion interstitielle, le niveau de 

protéinurie, l’infiltration des lymphocytes T CD4 et la fibrose rénale.366 L’induction in vivo du 
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phénotype anti-inflammatoire du macrophage par l’administration d’IL-25 s’est démontrée 

comme étant bénéfique dans la réduction du dommage rénal induit par l’adriamycine.367 

Cependant, dans un modèle de maladie d’Alport, la progression de la pathologie a été associée 

à l’infiltration de macrophage M2.368 Dans ce contexte, une amélioration de la fibrose a été 

obtenue par l’inhibition du récepteur CCR1 à la surface des macrophages.369 Une étude in 

vitro avait d’ailleurs précédemment suggéré l’implication du phénotype macrophagien M2 

dans l’activation des myofibroblastes en démontrant que des macrophages différenciés M2 ex 

vivo induisaient un changement phénotypique chez les fibroblastes, favorisant l’expression 

d’αSMA.365 Cependant, il a été démontré que l’expression du récepteur au mannose (CD206), 

un marqueur M2, est associée à une fibrose diminuée.370 En effet, ce récepteur permet la 

liaison et l’internalisation du collagène, favorisant la réduction de la fibrose. Plus récemment, 

l’analyse de biopsies d’allogreffe rénale de patients transplantés a démontré que, à un an post-

transplantation, la majorité des macrophages infiltrants présentent des marqueurs de 

macrophage M2, tels que CD68 et CD204, et que cet infiltrat corrèle fortement avec le 

développement subséquent de la fibrose rénale pathologique.292 L’investigation du rôle du 

changement phénotypique du macrophage dans la pathogenèse fibrotique rénale en est ainsi 

encore qu’à ses débuts et l’attribution exacte du rôle du phénotype lors des phases distinctes 

de la pathologie doit être prise en considération (voir section 7.2.1.2.1). Les fenêtres d’intérêt 

thérapeutique pour ces changements phénotypiques demeurent à déterminer. Ainsi, beaucoup 

reste à explorer quant aux mécanismes précis impliqués dans la contribution des 

monocytes/macrophages et de leur polarisation dans l’initiation et la progression du processus 

fibrotique. 

7.2.1.2.1 La diversité des macrophages dans la progression des maladies rénales 

Récemment, Anders et Ryu ont proposé 4 types de macrophages pouvant être trouvés 

in vivo, définis en fonction de leur rôle prédominent dans les différentes phases des maladies 

rénales, soit les macrophages pro-inflammatoires, anti-inflammatoires, profibrotiques et 

fibrolytiques.371 Ainsi, dans l’environnement tissulaire rénal, bien qu’il y aille coexistence de 

types distincts de macrophages, certains types dominent plus spécifiquement certaines phases 

de la pathologie. Les mécanismes par lesquels les macrophages sont polarisés en phénotype 

anti-inflammatoire suite à l’insulte sont peu décrits. Une étude rapporte que des macrophages 
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M1 (induit par une stimulation avec l’IFNγ) administrés durant la phase de réparation sont 

reprogrammés in situ en phénotype anti-inflammatoire M2, suggérant la présence dans le 

microenvironnement tissulaire de médiateurs promouvant ce phénotype anti-inflammatoire à 

cette phase pathologique.358 Des études in vitro utilisant des cocultures démontrent que la 

reprogrammation phénotypique des macrophages est induite par des médiateurs provenant des 

cellules tubulaires, démontrant une fois de plus l’importance du microenvironnement tissulaire 

dans le devenir de la réponse inflammatoire.372  

7.2.2 La mécanistique potentielle du MFG-E8  

Les DAMPs capables d’activer l’inflammasome NLRP3 inclus les ROS, l’ATP 

extracellulaire, des cristaux d’acide urique, le HMGB1, les HSPs, les acides nucléiques, les 

efflux de potassium et les composants de la matrice extracellulaire, dont plusieurs peuvent être 

retrouvés dans l’UUO (voir figure 6).102 Dans le modèle de l’UUO, l’activation de NLRP3, 

initiée par les fragments de matrice extracellulaire ou par l’ATP, contribue au dommage 

rénal.373 En effet, chez les souris avec le récepteur ATP purinergique 2X7 (P2X7) KO, une 

diminution de l’insulte tubulaire de même qu’une diminution de l’inflammation et de la 

fibrose après l’UUO est notée.374 La formation de l’inflammasome induit l’autoactivation de la 

Caspase-1 qui résulte en la génération des cytokines pro-inflammatoires matures IL-1β et IL-

18.375 Ces deux cytokines de même que l’agoniste du récepteur de l’IL-1 ont démontré leur 

contribution à l’inflammation et à la fibrose rénale.376 L’inhibition directe de l’activation de 

l’inflammasome par MFG-E8 a été seulement démontrée dans les macrophages dans un 

modèle d’ischémie cérébrale.257 Cependant, NLRP3, ASC de même que la Caspase-1 ont 

toutes été rapportées comme étant exprimé à la fois par les macrophages et par les cellules 

épithéliales tubulaires.307,308 La diminution de l’activation de l’inflammasome des cellules 

épithéliales rénales par MFG-E8 est possible puisque ces cellules possèdent l’intégrine αvβ3. 

De plus, lors de l’EMT, les cellules épithéliales rénales expriment de façon transitoire la PS. 

De par l’expression des deux « récepteurs » ou ligands du MFG-E8 par les cellules épithéliales 

rénales, nous pouvons ainsi émettre l’hypothèse qu’une interaction directe entre les cellules 

épithéliales rénales et le MFG-E8 est fort probable. L’effet de MFG-E8 sur l’activation de 

l’inflammasome épithélial rénal peut aussi être indirect. En effet, nous avons démontré que 

l’administration de macrophages M2, traités par le MFG-E8, mène à une diminution de 
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l’expression rénale des composants de l’inflammasome. Le conditionnement du 

microenvironnement inflammatoire rénal par ceux-ci est suffisant pour reproduire l’effet 

protecteur conféré par l’administration de MFG-E8.  

Les voies de signalisation impliquées dans la modulation de l’inflammasome suite à 

l’UUO sont inconnues. Nous avons démontré que le MFG-E8 atténue le phénotype pro-

inflammatoire du macrophage via l’activation de STAT3318 et via une signalisation NFκB 

(résultats non publiés, voir annexe 3). Il a aussi été démontré que MFG-E8 atténue l’activation 

de NFκB associée à l’activation de STAT3 dans un modèle d’activation des TLRs en sepsis ou 

par le LPS.256 La voie de signalisation de NFκB est centrale dans la cascade de signalisation 

de l’inflammasome. En effet, précédent l’activation de NLRP3 par son ligand, par exemple 

l’ATP (signal no2), un signal d’activation par des cytokines/ROS ou via les récepteurs 

TLR/TNF menant à l’activation de NFκB permettant l’expression de NLRP3, l’assemblage de 

l’inflammasome et la translation des procytokines telles que la pro-IL1β est essentiel (signal 

no1) (voir figure 6).103,377,378 L’activation de NFκB a été associée à l’augmentation de la 

fibrose dans l’UUO.379,380 Dans la biologie du macrophage, le rôle du facteur de transcription 

NFκB est bien décrit. Des résultats préliminaires démontrent cependant que le MFG-E8 

favorise la phosphorylation de p65 et la dégradation d’IκBα suite à une stimulation des 

macrophages par le MFG-E8 (résultats non publiés, voir annexe 3A). De plus, nous avons 

démontré via l’inhibition de IKKβ que la production d’une cytokine anti-inflammatoire, l’IL-

10, par le macrophage M2 est dépendante de l’activation d’IKKβ, suggérant que l’activation 

de NFκB (voie canonique) peut également favoriser la réponse anti-inflammatoire (résultats 

non publiés, voir annexe 3B). Nos résultats sont en accord avec une littérature émergente 

quant au rôle de NFκB dans la résolution de l’inflammation. En effet, bien que son activation 

fût souvent associée à la promotion de l’inflammation, l’association de son activation est 

maintenant aussi suggérée dans la résolution de l’inflammation.309 D’une part, il a été 

démontré que l’activation de IKKβ (voie canonique) contrôle le phénotype M2 du macrophage 

par l’inhibition de STAT1,310,311 et qu’IKKα (voie non-canonique) est aussi lié à la résolution 

de l’inflammation.312 Il a été démontré que l’activité basale d’IKKα dans les macrophages 

quiescents prévient l’activation spontanée de l’inflammasome.313 En effet, IKKα, par sa 

liaison au composant de l’inflammasome ASC, empêche la relocalisation de celui-ci du noyau 
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vers le complexe inflammasome situé dans le cytoplasme. Cette régulation négative a été 

démontrée chez les sous-types d’inflammasome NLRP3, NLRC4 et AIM2. Ceci explique les 

premières observations obtenues concernant le potentiel de résolution de l’inflammation 

d’IKKα.312,314 L’influence de MFG-E8 sur l’activation de la voie de IKKα (voie non-

canonique) demeure à investiguer. MFG-E8 pourrait ainsi jouer un rôle important dans la 

modulation des interactions durant la signalisation de l’inflammasome, tel que son 

assemblage, affectant l’activation de l’inflammasome (voir figure 6). L’implication potentielle 

de MFG-E8 dans la régulation d’autres voies de signalisation profibrotique telles que TGF-

β/SMAD331,334,381,382 et Wnt349, est cependant totalement inexplorée.  

 
Figure 6: Le facteur de transcription NFκB dans la voie de signalisation de l’inflammasome et 
l’implication mécanistique potentielle de MFG-E8.  
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Avant son activation, NLRP3 doit être pré-activé. L’activation d’NLRP3 implique ainsi deux étapes distinctes : un 
signal de pré-activation (en bleu) et un signal d’activation (en rouge). Le signal de pré-activation (en bleu) implique 
un stimulus activant NFκB, tel que la liaison d’une cytokine au TLR4, menant à l’augmentation de l’expression de 
NLRP3 et des pro-cytokines IL-1β et IL-18. Cette pré-activation induit également l’assemblage des composants de 
l’inflammasome NLRP3 et ASC. Suite à la pré-activation, un second signal est nécessaire à l’activation de 
l’inflammasome (en rouge). Le signal d’activation (en rouge), tel que la liaison de l’ATP au récepteur P2X7, induit 
l’activation de la pro-caspase-1. La caspase-1, par son interaction CARD-CARD avec ASC, permet la formation du 
complexe inflammasome et la relâche subséquente des cytokines IL-1β et IL-18. MFG-E8 favorise la 
phosphorylation de p65 et la dégradation d’IκBα suite à une stimulation des macrophages par le MFG-E8 (en vert, 
flèches pleines). L’implication potentielle du MFG-E8 dans l’activation de la voie non-canonique de NFκB et son 
rôle potentiel dans l’activation d’IKKα menant à l’inhibition de l’assemblage de l’inflammasome demeurent à 
investiguer (en vert, flèches pointillées). 
 
 

7.2.3 Le potentiel thérapeutique de MFG-E8 dans la fibrose 

Nos résultats suggèrent que le MFG-E8 a un effet protecteur sur le dommage tissulaire 

induit par l’UUO, via la réduction de l’activation de l’inflammasome. Les facteurs régulant 

l’expression de MFG-E8, tels que décrits au chapitre 3, pourraient ainsi être considérés 

comme cibles thérapeutiques potentielles. Cependant, nous savons que la fenêtre 

d’administration du MFG-E8 est cruciale à son activité biologique. En effet, l’administration 

de MFG-E8 après le début de l’insulte rénale ne peut résoudre le dommage déjà établi 

(résultats non publiés, voir annexe 4), contrairement à d’autres protéines rapportées telles que 

l’Heme Oxygenase-1 (HO-1)383 et le Bone Morphogenic Protein-7 (BMP-7).384,385 Les 

avantages de cette stratégie par rapport aux stratégies actuellement utilisées en traitement des 

pathologies fibrotiques demeurent à déterminer. De plus, puisque le MFG-E8 peut aussi 

favoriser la production et la relâche de TGFβ par les macrophages, la production (ou 

l’administration) constante de MFG-E8 pourrait favoriser la fibrose tissulaire. Aussi, il est à 

considérer que la présence de MFG-E8 est loin d’être toujours favorable et sa promotion peut 

avoir des conséquences désastreuses (voir section 7.2.3.2). La promotion de son expression 

comme stratégie thérapeutique doit être envisagée avec modération et prudence. Cependant, 

certaines stratégies contournant ces limitations pourraient être envisagées. En effet, nous 

avons démontré que l’effet protecteur du MFG-E8 est notamment médié via la modulation du 

macrophage et que la modulation de celui-ci est suffisante pour recréer l’effet protecteur de 

l’administration du MFG-E8, favorisant une diminution globale de l’activation de 

l’inflammasome rénal. Ainsi, une stratégie thérapeutique plus ciblée pourrait être envisagée 

via le transfert de macrophages stimulés avec le MFG-E8. Le succès de cette stratégie serait 
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évidemment dépendant d’une fenêtre thérapeutique définie, considérant les contributions 

potentielles distinctes du phénotype du monocyte/macrophage dans l’initiation, 

l’établissement ou la progression du processus fibrotique tel qu’expliqué précédemment 

(section 7.2.1.2).  

7.2.3.1 La polarisation des macrophages comme outil thérapeutique : qu’en sait-on ? 

Le transfert de macrophages polarisés peut être utilisé pour conditionner 

l’environnement tissulaire ciblé et par ce conditionnement, altérer le devenir phénotypique des 

monocytes infiltrant ce même environnement. Bien que la possibilité que le phénotype des 

macrophages transférés pouvant être reprogrammé in situ par le microenvironnement de 

destination ait déjà été soulevé dans un contexte de protection rénale,386 nos résultats 

démontrent dans ce même organe que cette stratégie peut être fonctionnelle et bénéfique. La 

possibilité de cibler le recrutement des monocytes, basé sur l’expression différentielle des 

récepteurs des chimiokines par les sous-populations de monocytes afin d’encourager la 

migration et l’accumulation au tissu de la sous-population bénéfique ou de prévenir le 

recrutement de la sous-population profibrotique a également été avancé. En effet, les 

récepteurs CCR1 et CCR2 sont davantage exprimés sur les monocytes inflammatoires M1 

(Ly6Chi) alors que l’expression de CCR5 et CX3CR1 est davantage rapportée chez les 

monocytes anti-inflammatoires/profibrotiques M2 (Ly6Clow).387,388 Une étude sur la 

mobilisation des monocytes de la moelle osseuse vers les sites inflammatoires a déjà démontré 

que cibler le récepteur CCR2 est efficace pour contrer le recrutement de monocytes 

inflammatoires.389,390 Cette approche n’assure cependant pas, ultimement, la modification du 

phénotype macrophagien tissulaire puisqu’un monocyte Ly6Chi, par exemple, peut se 

différencier in situ en un macrophage Ly6Clow.386 Un monocyte Ly6Chi n’est ainsi pas garant 

d’un devenir macrophagien pro-inflammatoire. Finalement, l’utilisation d’anticorps ciblant des 

marqueurs spécifiques d’une sous-population phénotypique macrophagienne conjugués à des 

microparticules aux fonctions particulières peut être envisagée.391-393 Par exemple, dans un 

modèle murin, un conjugué proapoptotique a déjà démontré son efficacité dans la réduction du 

nombre de TAMs, connus pour leur phénotype M2 ainsi que pour leur implication dans la 

promotion tumorale (voir encadré 3), menant à une diminution de la mortalité.394 Cependant, 

bien que non rapportées dans cette stratégie, nous devrions appréhender les conséquences que 
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pourrait engendrer une apoptose massive, via la relâche apoptose-dépendante de médiateurs 

(le MFG-E8, par exemple), sur la reprogrammation des macrophages non ciblés initialement. 

Une meilleure compréhension des propriétés différentielles des sous-populations monocytaires 

et macrophagiennes dans les différentes étapes de la réponse fibrotique est sans aucun doute le 

premier pas vers le développement de stratégies thérapeutiques visant la fibrose pathologique.  

7.2.3.2 MFG-E8 : les revers d’une protéine à l’expression pas toujours souhaitable 

Depuis sa description initiale, en dehors de la régulation de l’inflammation, la 

multiplicité fonctionnelle de MFG-E8 a été grandement documentée. Tel que décrit au 

chapitre 3 (section 3.2.2), MFG-E8 a été démontré comme pouvant être crucial notamment 

dans la prolifération, l’adhésion, la protection et la réparation. Bien que ces propriétés 

possèdent un potentiel thérapeutique, elles peuvent également mener à une résultante délétère. 

L’impact prolifératif néfaste du MFG-E8 sur les cellules vasculaires musculaires lisses 

(VSMC – Vascular Smooth Muscle Cells) en est d’ailleurs un bel exemple. Les VSMCs 

servent à maintenir le tonus vasculaire et la prolifération de celles-ci est souvent rapportée 

dans les pathologies du vieillissement, de l’hypertension et de l’athérosclérose. Le processus 

de vieillissement est associé au dépôt de collagène, à la rupture des fibres d’élastines par la 

MMP-2 ou la Calpaïne-1 relâchée par les VSMCs, de même qu’à l’épaississement intimal dû à 

l’invasion et la prolifération des VSMCs dans l’intima. Il a été démontré qu’avec l’âge le 

niveau d’expression d’MFG-E8 augmente de 2 à 3 fois. La prolifération des VSMCs avec 

l’âge est également présente. Alors que l’utilisation de recombinant MFG-E8 sur les VMSCs 

résulte en une augmentation de l’activation dose-dépendante de ERK1/2, important dans le 

processus mitotique, via l’augmentation de l’expression de PDGF ainsi qu’une augmentation 

de CDK4 et de PCNA, le blocage de l’intégrine via un anti-αvβ5 mène à l’inhibition de toutes 

ces observations. MFG-E8 aurait ainsi un rôle dans la prolifération cellulaire des VSMCs de 

par son implication dans l’activation du cycle cellulaire via une cascade αvβ5-ERK1/2-

CDK4/PCNA.395  

À sa découverte, MFG-E8 (BA46) a d’abord été associé à la promotion du cancer à 

cause de son expression élevée dans le cancer du sein214,215 alors que, plus récemment, cette 

augmentation a été spécifiquement associée au carcinome primaire et métastatique ER 
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(Estrogen Receptor) négatif du sein.396 Des études subséquentes ont également démontré son 

implication dans la survie cellulaire tumorale et l’invasion, notamment dans le mélanome, où 

MFG-E8 augmente la résistance à l’apoptose ainsi que l’EMT.217 Toutefois, sa suppression 

favorise une diminution de la croissance tumorale. Le blocage des intégrines associées à 

MFG-E8 diminue également cette croissance tumorale. Dans la carcinogenèse du colon, les 

effets négatifs des fonctions de MFG-E8 dépendent de la signalisation cellulaire médiée par 

les intégrines, où MFG-E8 a été associé à la promotion de la prolifération des cellules 

épithéliales.397 Le rôle biologique du MFG-E8 a également été étudié dans le carcinome 

épidermoïde de la bouche (SCC - oral Squamous Cell Carcinoma), où son expression corrèle 

avec des caractéristiques clinico-pathologiques telles que la taille de la tumeur, le stade 

pathologique, la récurrence et l’invasion.398 Les propriétés protumorales de MFG-E8 ont 

également démontré par un modèle murin Rip1-Tag2, un modèle tumoral où l’angiogenèse est 

critique.399 Chez les souris MFG-E8 KO, les îlots pancréatiques tumoraux ainsi que la 

perméabilité vasculaire favorisant la dissémination sont diminués. Ainsi, ceci suggère que 

MFG-E8 est un acteur important dans l’angiogenèse associée à la tumeur. De plus, le rôle 

immunosuppresseur de MFG-E8 a également été suggéré alors que, combiné aux traitements 

conventionnels, l’inhibition de MFG-E8 augmente l’apoptose des cellules tumorales ainsi que 

la présentation croisée des cellules tumorales par les DCs et diminue le pool de cellules 

régulatrices FoxP3+.400 Une étude récente a démontré qu’à cause de l’affinité élevée de MFG-

E8 pour la PS, le potentiel de la SapC-DOPS (Saposin C-dioleyphosphatidylserine) à lier la 

PS, abondamment présente au feuillet externe membranaire d’une variété de cellules 

tumorales et à la vasculature associée à la tumeur, pour ainsi cibler efficacement et tuer les 

cellules cancéreuses, in vitro et in vivo, est inhibé.401 Récemment, une étude dans le cancer de 

la prostate a démontré que la co-culture de macrophages avec des cellules tumorales 

apoptotiques augmente l’efferocytose et le niveau d’expression de MFG-E8, favorisant une 

polarisation du macrophage en phénotype alternatif protumoral M2.219  

D’autres situations où MFG-E8 aurait des propriétés nuisibles ont aussi été décrites. En 

condition inflammatoire, MFG-E8 favorise la phagocytose de neurones non apoptotiques 

exposant la PS.402 Bien que cela pourrait suggérer que ces neurones sont en état 

préapoptotique, exposant prématurément la PS, on démontre plutôt par le blocage de MFG-E8 
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que ces neurones sont bien viables dans le temps. De plus, une étude a démontré que MFG-E8 

est impliqué dans la promotion de l’obésité de par la médiation de la phagocytose des gras via 

la phosphorylation dépendante des intégrines αvβ3 et αvβ5 de Akt par la 

phosphatidylinositide-3 kinase et le complexe mTOR.403 Les souris MFG-E8 KO sont 

protégées de l’obésité induite par la diète ainsi que de ses complications. Finalement, il a été 

démontré dans un modèle de pancréatite chronique que la présence de MFG-E8 favorise 

l’inflammation, la fibrose et potentiellement, la douleur.221 L’augmentation des cellules 

inflammatoires, menant à la sécrétion de PDGF, TNFα et de TGFβ par celles-ci, favorise 

l’activation des cellules stellaires hPSCs qui non seulement contribuent à leur propre 

activation par la sécrétion de TGFβ et de périostine, mais également à la relâche de protéines 

extracellulaires membranaires promouvant la fibrose. Lors de pancréatite chronique, 

l’augmentation de l’expression de la fractalkine est associée à l’augmentation de douleurs 

viscérales, au recrutement de cellules inflammatoires ainsi qu’à la fibrose. Ayant déjà été 

démontrée dans la pathologie du sepsis, l’expression de MFG-E8 peut être induite par la 

stimulation à la fractalkine. Une augmentation de l’expression de MFG-E8 est également 

démontrée lors de la stimulation des hPSCs avec la fractalkine. Ainsi, l’augmentation de 

l’expression de fractalkine augmente l’expression de MFG-E8. Il a ainsi été récemment 

démontré qu’en condition de pancréatite chronique, la fibrose et la douleur sont directement 

proportionnelles avec l’expression de MFG-E8. La corrélation entre le niveau d’expression de 

MFG-E8 et la douleur est certainement très intéressante et le blocage de MFG-E8 comme 

traitement contre la douleur pourrait être envisagé. Récemment, nous avons également 

démontré l’implication du MFG-E8 présent dans le lait maternel comme élément favorable au 

développement d’allergie chez le bébé (résultats non publiés, voir annexe 5). Bien que le 

MFG-E8 ne peut interagir directement avec les lymphocytes T de par l’absence des intégrines 

médiant cette liaison, son implication dans la programmation d’un phénotype macrophagien 

de type M2 favorise la relâche d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes Th2. Cette 

relâche promeut la synthèse des IgE par les lymphocytes B et, ultimement, la dégranulation 

des basophiles et des mastocytes.  
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7.3 Perspectives : MFG-E8 dans la promotion du macrophage M2 

7.3.1 La régulation négative de l’inflammasome : un frein à l’inflammation chronique 

Jusqu’à maintenant, la dérégulation de l’activation de l’inflammasome a été impliquée 

dans plusieurs pathologies inflammatoires associées à la production excessive d’IL-1β 

incluant le SLE, le vitiligo, l’arthrite rhumatoïde, la goutte, le syndrome de Muckle-Wells de 

même que dans le syndrome métabolique.404-406 L’implication du MFG-E8 comme régulateur 

négatif de l’activation de l’inflammasome et la promotion du phénotype anti-inflammatoire du 

macrophage dans ces pathologies pourrait ainsi être étudiée. Nous avons d’ailleurs déjà 

démontré l’impact systémique favorable de l’administration de MFG-E8, par la promotion 

d’un phénotype monocytaire anti-inflammatoire (résultats non publiés, voir annexe 2B). 

Ainsi, dans la pathologie auto-immune de l’arthrite rhumatoïde par exemple, on pourrait 

envisager le potentiel thérapeutique du MFG-E8 dans la régulation négative du phénotype pro-

inflammatoire du monocyte/macrophage, néfaste notamment de par leur production de TNFα, 

d’IL-1β et d’IL-6. En effet, bien que la pathologie soit davantage associée à la production 

auto-anticorps favorisée par l’activation dysfonctionnelle des cellules T suivant leur 

stimulation par l’antigène « étranger » présenté par les APCs, on reconnaît maintenant le rôle 

crucial de l’apport inflammatoire macrophagien. Ainsi, au-delà des stratégies visant la 

neutralisation de TNFα, les antagonistes des récepteurs IL-1 et IL-6 ainsi que les stratégies 

plus élaborées telles que prévention du signal de costimulation par la liaison des récepteurs 

CD80/CD86 et CD28 ou l’utilisation d’anti-CD20, promouvoir la présence du MFG-E8 

favorisait d’un même front l’inhibition de la production de plusieurs cytokines pro-

inflammatoires. Cependant, dû au caractère immunosuppressif de cette stratégie, des 

complications telles que des infections pouvant menant à un sepsis fatal forcent un suivi des 

plus rigoureux. En utilisant un modèle murin d’arthrite rhumatoïde, des études ont démontré 

l’implication de l’activation de l’inflammasome dans le développement de la pathologie, 

renforçant l’hypothèse du potentiel bénéfique du MFG-E8 dans cette condition inflammatoire. 

Ce potentiel bénéfique du MFG-E8 pourrait aussi bien s’étendre à l’ostéoarthrite. En effet, 

dans l’articulation, l’implication néfaste d’IL-1β a été démontrée dans la réduction de la 

synthèse de protéoglycan, l’augmentation de la synthèse de MMPs de même que la relâche de 
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NO par les chondrocytes, menant à la perte de cartilage induite par l’inflammation. D’ailleurs, 

contrairement aux souris déficientes en TNFα, les souris déficientes en IL-1β sont protégées 

de cette manifestation pathologique. Ainsi, via la régulation négative par MFG-E8 de la 

production d’IL-1β, MFG-E8 pourrait avoir un potentiel bénéfique dans la pathologie de 

l’ostéoarthrite.  

La dérégulation de l’activation de l’inflammasome a également été impliquée dans 

plusieurs pathologies inflammatoires associées à la production excessive d’IL-18.407 En effet, 

parmi celles-ci se retrouvent quelques pathologies aussi associées à la production excessive 

d’IL-1β telles que le SLE, l’arthrite rhumatoïde et le diabète. Cependant, certaines pathologies 

inflammatoires telles que le psoriasis et la sclérose en plaques (MS – Multiple Sclerosis) sont 

davantage associées à la production excessive d’IL-18. En effet, un niveau élevé d’IL-18 est 

détecté dans les lésions psoriasiques de même que dans le sérum de ces patients.408-410 Des 

modèles murins de MS (EAE- Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) ont également 

démontrés que les souris IL-18 KO sont résistantes à l’induction de l’EAE.411,412 Ainsi, un rôle 

protecteur pour MFG-E8 dans ces pathologies pourrait aussi être envisagé et investigué.  

En dehors de modèles inflammatoires stériles, la modulation de l’activation de 

l’inflammasome en réponse inflammatoire systémique à l’infection pourrait aussi être 

bénéfique. En effet, le sepsis se caractérise par la production dérégulée et prolongée de 

cytokines pro-inflammatoires engendre une cascade inflammatoire médiée notamment par le 

TNFα, l’IL-1β, l’IL-6 et l’IL-8. Cette augmentation de cytokines pro-inflammatoires favorise 

le dommage capillaire et tissulaire menant à une perte fonctionnelle des organes et 

ultimement, au décès. Le sepsis s’illustre également par l’apoptose excessive et des études en 

modèle murin y ont déjà rapporté l’expression diminuée de MFG-E8, notamment dans la rate, 

le foie, les intestins et le sang.209 L’inhibition de la production de MFG-E8 a lieu via une 

signalisation LPS dépendante de CD14 et du TLR4.197 D’ailleurs, lors de sepsis, l’absence de 

CD14 et du TLR4 prévient la diminution de l’expression de MFG-E8. L’administration de 

MFG-E8 a déjà démontré ses effets bénéfiques dans la pathologie du sepsis par la promotion 

de la clairance des cellules apoptotiques, menant à une meilleure survie.205 La promotion de la 

phagocytose des cellules apoptotiques par le MFG-E8 prévient l’entrée en nécrose secondaire 

de celles-ci et la relâche de molécules favorisant le dommage tissulaire telles que les HSPs et 
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le HMGB1. L’identification du rôle du MFG-E8 dans la régulation négative de l’activation de 

l’inflammasome et dans la promotion du phénotype anti-inflammatoire du macrophage 

pourrait ainsi aussi expliquer le potentiel bénéfique de MFG-E8. D’ailleurs, en sepsis, 

plusieurs études ont démontré l’effet protecteur associé à l’inhibition de l’activation de la 

Caspase-1. En effet, lors de choc septique induit par endotoxine, les souris Caspase-1 KO 

présentent un avantage de survie. De plus, les souris IL-1β et IL-18 KO ne sont pas protégées, 

suggérant qu’un autre médiateur dépendant de l’activation de la Caspase-1 soit impliqué dans 

le développement du sepsis.413 À ce sujet, la relâche de HMGB1, hautement exprimé dans le 

sepsis, a été démontré comme étant dépendante de NLRP3, d’ASC ainsi que de la Caspase-

1.414 Curieusement, en stade précoce du sepsis, des échantillons sanguins de patients ont 

démontré une diminution de l’activation de la Caspase-1. Bien que ceci puisse suggérer la non 

pertinence de l’inactivation de la Caspase-1 comme cible thérapeutique, ces résultats peuvent 

s’expliquer par la gestion active du pathogène, menant à la pyroptose, diminuant ainsi la 

composante cellulaire et ainsi, le niveau d’expression global de la Caspase-1.  

7.3.2 Au-delà du phénotype anti-inflammatoire: le phénotype réparateur  

Nous avons démontré que le MFG-E8 provenant de l’environnement apoptotique 

endothélial ou épithélial diminue l’insulte tissulaire obtenue dans un modèle in vivo de VCT et 

d’UUO. Dans ce dernier, nous avons également démontré que l’administration de 

macrophages programmés par le MFG-E8 est suffisante pour recréer l’effet de protection 

conféré par MFG-E8, via l’atténuation de l’activation de l’inflammasome rénal. Les 

monocytes/macrophages sont impliqués de l’initiation à la résolution de l’insulte tissulaire. 

Leur contribution peut s’illustrer par des rôles à l’apparence contradictoire de par le spectre de 

phénotypes fonctionnels possibles médiés par les médiateurs présents dans le 

microenvironnement de la phase où ils se trouvent.27,415-417 La réparation tissulaire est un 

microenvironnement complexe dont la plasticité du phénotype du macrophage va bien au-delà 

de la dichotomie M1/M2. Les médiateurs responsables de la régulation phénotypique in vivo 

du macrophage y sont très peu décrits. Ainsi, il serait intéressant d’évaluer la contribution du 

MFG-E8 dans ce contexte.  
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La réparation cutanée est un procédé qui requiert une réponse coordonnée de plusieurs 

types cellulaires, incluant les cellules endothéliales, les kératinocytes, les fibroblastes et les 

cellules immunes.319,418-420 Elle implique une succession de phases se chevauchant telles que la 

phase inflammatoire, la phase de prolifération ainsi que la phase de remodelage. La cinétique 

de chaque phase dépend de la sévérité de l’insulte et peut être influencée par des facteurs tels 

que l’infection, l’âge avancé ou le diabète.421-424 La dérégulation du processus de réparation 

tissulaire peut mener à une fibrose tissulaire. La phase inflammatoire, débutant quelques 

heures après l’insulte, s’illustre notamment par le processus de thrombogenèse et par le 

recrutement de cellules inflammatoires incluant les neutrophiles, où l’accumulation est 

maximale au jour 1, et les monocytes, où l’accumulation de macrophages est maximale entre 

le jour 3 et le jour 10.425,426 Ces accumulations cellulaires semblent suivre la même course du 

temps dans les modèles murins que chez l’humain, ce qui en fait de bons modèles pour l’étude 

de cette pathologie.427 Cette étape, visant l’élimination des facteurs ayant initié l’insulte de 

même que les débris cellulaires et les tissus nécrotiques, est médiée par la production de 

cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et de ROS. La phase proliférative, quant à elle, 

vise à la prolifération et à la migration des kératinocytes pour une ré-épithélialisation de la 

plaie sur une matrice provisoire protectrice.428 De plus, la prolifération des fibroblastes permet 

la déposition de cette matrice alors que la prolifération des cellules endothéliales favorise la 

néoangiogenèse visant le rétablissement de l’apport sanguin à la zone injuriée.429 Finalement, 

la phase de remodelage implique le remplacement de la matrice provisoire par une matrice 

plus durable et pour une aire de cicatrisation aussi petite que possible, l’apoptose des 

myofibroblastes et des cellules recrutées ainsi qu’une régression contrôlée de la 

vascularisation ramenant la densité capillaire au même niveau que celle retrouvée dans un 

tissu normal.429,430 Les monocytes/macrophages jouent un rôle dans la progression du 

processus de réparation et leur implication dans l’orchestration d’une réparation tissulaire 

réussie est rapportée dans plusieurs publications.357,425,426,431,432 

7.3.2.1 Le macrophage et la réparation tissulaire : la conversion de son phénotype et ses 

fonctions est un déterminant majeur pour la progression du processus de réparation 

Plusieurs études ont démontré l’importance du recrutement des monocytes circulant 

dans la promotion de l’accumulation des macrophages au niveau du tissu injurié. En effet, 
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l’insulte aiguë du tissu engendre l’influx rapide de neutrophiles suivi de l’augmentation du 

potentiel d’adhésion des monocytes circulants et de l’extravasation de ceux-ci dans l’espace 

interstitiel. La contribution des monocytes à l’infiltrat tissulaire s’illustre d’ailleurs par une 

diminution des monocytes circulants CCR2hi/Ly6Chi dans les 6 heures suivant l’injure.433 Il a 

aussi été démontré que ce sont ces monocytes circulants, plutôt que les macrophages résidents, 

qui sont les premiers contributeurs à l’infiltrat inflammatoire.434 Chez la souris, 2 sous-

populations de  monocytes peuvent être identifiées via l’expression élevée (monocytes pro-

inflammatoires) ou basse (monocytes anti-inflammatoires) de Ly6C.387,435,436 Chez l’humain, 3 

sous-populations de monocytes peuvent être identifiées via l’expression de CD14 et de CD16 : 

pro-inflammatoires (CD14++/CD16-), anti-inflammatoires (CD14+/CD16++) et intermédiaires 

(CD14++/CD16+).387,437,438 Le phénotype résultant des macrophages est grandement déterminé 

par les stimuli (ex. les cytokines, les DAMPs) présents dans le microenvironnement de 

destination.28,52,439,440 Cependant, la contribution du phénotype du monocyte comme 

déterminant du phénotype du macrophage a aussi été suggérée.437 Il a ainsi été démontré que 

les monocytes Ly6Chi sont prédisposés aux fonctions inflammatoires et phagocytaires du 

macrophage, alors que les monocytes Ly6Clow sont davantage prédisposés aux fonctions anti-

inflammatoires et réparatives du macrophage.441 Les monocytes Ly6Chi sont ainsi les premiers 

infiltrants du tissu injurié et, au fil du processus de réparation, sont graduellement remplacés 

par les monocytes/macrophages Ly6Clow.361,421,433,441-445  

En phase inflammatoire, les fonctions principales du macrophage sont l’élimination 

des débris nécrotiques et des cellules apoptotiques.446-448 La phagocytose des cellules 

apoptotiques par les macrophages est un élément important dans l’homéostasie tissulaire.448 Le 

macrophage priorise cependant la gestion des pathogènes par une réponse inflammatoire 

prononcée avant la clairance des cellules apoptotiques. Puisqu’elle mène à une repolarisation 

anti-inflammatoire (M2), la phagocytose contribue à la résolution de la phase inflammatoire et 

favorise la transition à la phase proliférative.449-452 De plus, en phase inflammatoire, les 

monocytes/macrophages favorisent la réparation épithéliale. En effet, les cytokines pro-

inflammatoires produites telles que le TNFα et l’IL-6 ont démontré leur potentiel bénéfique 

sur la régulation de la prolifération des kératinocytes et des fibroblastes.453-457 Les 

macrophages de cette phase ne reflètent cependant pas totalement le phénotype M1.458,459 En 
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effet, les macrophages de cette phase expriment un niveau élevé d’Arginase-1 et de Ym-1, 

deux protéines davantage associées au phénotype M2, connues pour favoriser la production de 

collagène, la migration et la prolifération cellulaire.415,460-462 Ces macrophages produisent 

également le VEGF, aussi associé au profil phénotypique M2, favorisant ainsi la formation du 

tissu de granulation et la néoangiogenèse.433 Malheureusement, ces subtilités d’intérêt ne sont 

pas prises en considération lors des études in vitro visant l’investigation du concept de 

reprogrammation du macrophage en réparation tissulaire. Des macrophages activés par l’IFNγ 

et le LPS ne représentent ainsi aucunement le macrophage de phase inflammatoire et ces 

conditions ne reflètent définitivement pas le microenvironnement de la réparation tissulaire.459 

Plusieurs études ont démontré que la déplétion du macrophage en phase inflammatoire nuit au 

processus de réparation tissulaire.421,426 Cette déplétion affecte également le niveau de 

collagène, où à la fois l’ARNm et le niveau protéique du collagène sont diminués.463 La 

présence de collagène serait ainsi contrôlée par les macrophages de phase inflammatoire plutôt 

que les macrophages des phases ultérieures. 

Au fil du déclin de la phase inflammatoire et de la progression de la phase de 

prolifération, l’expression des cytokines inflammatoires est diminuée alors que celle des 

cytokines anti-inflammatoires, telles que le TGFβ, l’IL-10 et l’Insulin-like Growth Factor -1 

(IGF-1), est augmentée.421,433,444,460 Ce changement de polarisation du microenvironnement 

tissulaire peut s’expliquer notamment, comme mentionné précédemment, par la 

reprogrammation du macrophage obtenu à la suite de la phagocytose de cellules apoptotiques. 

La déplétion des macrophages en phase de prolifération démontre que ces macrophages anti-

inflammatoires favorisent la prolifération des cellules endothéliales et sont essentiels dans 

l’initiation de la transition du tissu de granulation à la cicatrisation.426 Dans plusieurs modèles 

de réparation tissulaire, il est souvent rapporté que la déplétion de macrophage en phase de 

prolifération réduit la fibrose, suggérant que les macrophages sont profibrotiques. Les 

macrophages anti-inflammatoires n’induisent cependant pas nécessairement directement la 

fibrogenèse. Toutefois, il existe des macrophages anti-inflammatoires au potentiel 

profibrotique plus grand, les macrophages profibrotiques. Ces macrophages sont une source 

majeure de cytokines profibrotiques telles que le TGFβ et relâchent notamment la 

fibronectine, favorisant la prolifération des fibroblastes.464,465 Ils sont souvent associés au 
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facteur de transcription STAT6, en comparaison aux macrophages anti-inflammatoires 

associés au facteur de transcription STAT3. Cependant, en culture, les macrophages M2 anti-

inflammatoires ou profibrotiques augmentent tous deux la production de collagène par les 

fibroblastes via leur production de TGFβ.464 La contribution exacte du phénotype in vivo anti-

inflammatoire vs profibrotique à la déposition du collagène et à la maturation tissulaire 

demeure inexplorée. 

7.3.2.2 Le rôle du MFG-E8 dans la réparation tissulaire : des résultats préliminaires d’intérêt 

Afin d’évaluer le rôle du MFG-E8 dans un modèle de réparation tissulaire, nous avons 

opté pour le modèle de réparation de plaies cutanées (wound healing). Ce modèle implique 

une succession d’événements tels que l’infiltration de neutrophiles (jour 1), l’infiltration de 

macrophages et la création du tissu de granulation (jour 3), l’achèvement de ce tissu avec 

collagène, fibroblaste et l’initiation d’angiogenèse (jour 7), la fermeture de la plaie (jour 10) et 

la cicatrisation (jour 14). Nous avons effectué des biopsies à l’emporte-pièce sur des souris 

MFG-E8 KO vs WT. Nous résultats préliminaires démontrent que l’absence de MFG-E8 nuit à 

la fermeture de la plaie (résultats non publiés, voir figure 7). Les mécanismes responsables de 

cette modification sont encore à l’étude. 

7.3.2.3 Le MFG-E8 comme outil thérapeutique dans la réparation tissulaire : hypothèses et 

mécanistique potentielle  

La présence du MFG-E8 dans l’environnement tissulaire suivant l’insulte cutanée est 

favorable à la fermeture de la plaie, suggérant son implication dans le succès de la réparation 

tissulaire. Le mécanisme responsable de cet effet bénéfique n’a pas été démontré, mais 

plusieurs hypothèses peuvent être avancées. En phase inflammatoire, aucun médiateur 

expliquant la favorabilité de la reprogrammation phénotypique du macrophage n’a été 

identifié jusqu’à maintenant. Nous pouvons émettre l’hypothèse que le MFG-E8 pourrait être 

impliqué dans la conversion in situ du phénotype des monocytes/macrophages pro-

inflammatoires en anti-inflammatoires (Ly6Chi en Ly6Clow), favorisant la transition en phase 

de prolifération. De plus, MFG-E8 pourrait jouer un rôle crucial dans l’élimination des débris 

cellulaires et dans la phagocytose des cellules apoptotiques, suggérant que le MFG-E8, via la 

promotion de la phagocytose, favorise la transition de la phase inflammatoire à la phase de 
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prolifération. Le rôle de MFG-E8 dans la promotion de la néoangiogenèse a déjà été 

démontré.466 En phase de prolifération, MFG-E8 pourrait jouer un rôle crucial dans la 

vascularisation et son implication favorable à celle-ci a récemment été suggérée.254 

Finalement, en phase de remodelage, il a été démontré dans un modèle de fibrose hépatique 

réversible que les macrophages associés à cette phase présentent un phénotype post-

phagocytose et que ce phénotype réparateur/fibrolytique est favorable à la dégradation 

matricielle.357,467 Ainsi, promouvoir ce phénotype in vivo par l’administration de liposomes et 

de MFG-E8 pourrait favoriser le phénotype réparateur/fibrolytique du macrophage et accélérer 

la résolution de la fibrose. L’implication bénéfique du MFG-E8 au microenvironnement 

inflammatoire pourrait ainsi s’expliquer, d’une part, par la modulation phénotypique des 

macrophages (reprogrammation anti-inflammatoire), mais aussi par son rôle dans la promotion 

de l’angiogenèse et dans la promotion du phénotype fibrolytique du macrophage favorisant la 

résolution de la fibrose.  

 
 
Figure 7: L’absence de MFG-E8 nuit à la fermeture de la plaie.  
La fermeture de la plaie est inférieure chez les souris MFG-E8 KO vs WT au jour 3, 7 et 10 suivant la biopsie à 
l’emporte-pièce. Les résultats mis en graphique représentent le pourcentage de fermeture de la plaie en référence à 
l’aire initiale de la plaie. Dans le tableau inférieur, le pourcentage de fermeture de la plaie chez les souris WT a été 
normalisé à 100% en référence à une réparation tissulaire normale.  
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Reflétant potentiellement les mécanismes précédemment identifiés dans le modèle de 

l’UUO, la possibilité de la modulation de l’activation de l’inflammasome par le MFG-E8 

pourrait être envisagée. MFG-E8 pourrait être impliqué dans la modulation de l’activation de 

l’inflammasome des macrophages, favorisant la reprogrammation phénotypique menant à la 

transition entre la phase inflammatoire et proliférative, mais pourrait aussi être impliqué dans 

la modulation de l’activation de l’inflammasome des cellules épithéliales et des cellules 

endothéliales. Peu d’études ont démontré l’implication de l’inflammasome dans la réparation 

tissulaire cutanée. Dans un modèle de réparation de plaies cutanées, la sécrétion d’IL-1β a été 

rapportée comme étant maximale au jour 1 alors qu’elle décline au jour 3, coïncidant avec 

l’apparition des macrophages. Les souris au récepteur IL-1 KO présentent d’ailleurs une 

fermeture de plaies accélérée. L’expression d’IL-18 est associée à une augmentation de la 

sécrétion de TGFβ et d’IFNγ par les cellules inflammatoires. La sécrétion d’IL-18 est 

maximale au jour 5 et revient à la normale au jour 13. La présence de macrophages ne semble 

ainsi pas modifier le niveau d’IL-18 cutané, reflet de la littérature rénale. Utilisant des souris 

NLRP3 KO et Caspase-1 KO, une étude récente a démontré chez celles-ci un niveau de 

cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1β et TNFα diminué comparé au souris WT et 

présentent une accumulation réduite de neutrophiles et de macrophages.468 Cependant, le 

processus de réparation tissulaire des souris NLRP3 KO ou Caspase-1 KO, s’illustrant par la 

ré-épithélialisation, la formation du tissu de granulation et l’angiogenèse, sont retardés en 

comparaison aux souris WT, suggérant que la voie de signalisation de NLRP3 est importante 

en première phase de réparation tissulaire. Investiguant davantage sa mécanistique, une 

récente étude a démontré que l’activité de la Caspase-1 est régulée par la voie de signalisation 

NFκB. D’ailleurs, l’inhibition de l’activation de NFκB supprime les effets négatifs de 

l’activation de la Caspase-1 dans la réparation tissulaire.469 Dans le diabète, la réparation 

tissulaire ordonnée est compromise. Dans celle-ci, quelques études ont associé la persistance 

de l’activation de l’inflammasome NLRP3 dans les macrophages de la peau, contribuant à 

l’insuccès de cette réparation tissulaire. L’utilisation d’inhibiteur de l’activation de 

l’inflammasome induit une reprogrammation du macrophage pro-inflammatoire en phénotype 

réparateur, menant à la production de facteurs de croissance favorisant la guérison et suggérant 

ainsi la polarisation des macrophages comme outil thérapeutique potentiel.470  
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7.3.2.4 La polarisation des macrophages comme outil thérapeutique en réparation tissulaire : 

une stratégie envisageable ? 

La dérégulation du phénotype du macrophage et de ses fonctions peut mener à l’échec 

de la réparation tissulaire. Par exemple, dans le diabète, les macrophages présentent un 

phénotype prolongé pro-inflammatoire s’illustrant par une production soutenue d’IL-1β et de 

TNFα affectant négativement la réparation tissulaire.421,422,471 Le blocage de ces cytokines 

accélère le processus de réparation tissulaire. Dans cette pathologie, les macrophages 

présentent un potentiel de phagocytose diminué et l’accumulation de cellules nécrotiques 

contribue à l’échec de la réparation tissulaire.472 On pourrait ainsi émettre l’hypothèse que la 

promotion d’une reprogrammation anti-inflammatoire du macrophage, par le MFG-E8 par 

exemple, pourrait être bénéfique dans ce contexte. Cependant, une réparation tissulaire 

dérégulée n’est pas toujours associée au phénotype pro-inflammatoire. En effet, dans le cas 

d’une reprogrammation anti-inflammatoire prématurée du macrophage, l’accomplissement 

fonctionnel de la phase inflammatoire est ainsi compromis et la progression normale du 

processus de réparation tissulaire l’est tout autant.  

Le phénotype optimal pour la promotion de la réparation tissulaire dépendant de la 

phase de réparation et pouvant varier selon les microenvironnements tissulaires, l’utilisation 

d’une thérapeutique basée sur la manipulation phénotypique des macrophages pourrait être 

jugée comme trop complexe. Toutefois, puisque le macrophage joue un rôle crucial dans 

l’orchestration de la réparation tissulaire, les efforts pour l’investigation de celui-ci comme 

outil thérapeutique sont d’une pertinence incontestable et doivent être investis. Jusqu’à 

maintenant, aucune étude n’a investigué le potentiel de programmation ex vivo du macrophage 

et l’administration de ceux-ci dans la promotion d’une réparation tissulaire réussie. Cependant, 

dans un modèle murin, l’administration locale de macrophages péritonéaux démontre une 

fermeture accélérée de la plaie cutanée.473 Chez l’humain, la réponse à la thérapie cellulaire 

macrophagique a également été rapportée, suggérant le potentiel thérapeutique de celle-ci.474-

476 

 

 



 

 

Conclusion 

Cette thèse présente la première description de la relâche Caspase-3-dépendante de 

MFG-E8 par les cellules apoptotiques. Elle démontre également l’importance du MFG-E8 

dans le microenvironnement apoptotique inflammatoire dans l’atténuation du phénotype pro-

inflammatoire cytotoxique du macrophage. De plus, nous avons démontré son rôle protecteur 

dans des modèles in vivo de VCT et de réparation tissulaire, de même que dans un modèle in 

vivo de maladie rénale chronique (UUO) où nous avons démontré que cette protection 

conférée par MFG-E8 est médiée par la régulation négative de l’activation de l’inflammasome 

tissulaire. Nos résultats suggèrent ainsi que le MFG-E8 pourrait être considéré comme un 

interrupteur inflammatoire.  

Bien que la fenêtre thérapeutique puisse sembler limitante, une façon de cibler celle-ci 

pourrait être de déterminer en premier lieu la nature du phénotype macrophagien présent. 

Ainsi, en contexte inflammatoire où la dominance du macrophage de phénotype M1 est 

attribuée, le MFG-E8 pourrait permettre une (re)programmation pro-résolutive de 

l’inflammation en favorisant un phénotype M2. Toutefois, en situation de dominance du 

macrophage de phénotype M2, promouvoir la présence de MFG-E8 dans ce contexte pourrait 

être défavorable, de par le potentiel d’induction d’un phénotype pro-fibrotique. Ce modèle 

proposé est supporté par les conclusions tirées des deux manuscrits présentés dans cette thèse, 

mais également d’ébauches de plusieurs autres projets interrompus ou actuellement en cours. 

Cet apprentissage mène à de nouvelles interrogations sur les mécanismes impliqués dans la 

régulation de la reprogrammation des macrophages induite par le MFG-E8 présent lors de 

transplantation d’organes, des maladies rénales ou d’insultes tissulaires, et pourrait être un 

tremplin vers un nouveau style de pratique médicale personnalisé au contexte inflammatoire 

présent au sein du microenvironnement tissulaire. Par le développement de stratégies 

thérapeutiques mieux planifiées, construites sur des analyses histopathologiques solides et 

interprétées avec discernement de même que sur la correspondance des paramètres 

phénotypiques systémiques, une thérapie ciblée visant la résolution de l’inflammation et la 

réparation tissulaire ordonnée serait ainsi à notre portée.  
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Figure 8: MFG-E8 dans la modulation de la réponse inflammatoire.  
L’absence de MFG-E8 favorise le dommage tissulaire par la promotion d’une réponse inflammatoire chronique 
défavorable. L’administration de MFG-E8 permet une reprogrammation du monocyte/macrophage pro-
inflammatoire en phénotype anti-inflammatoire, permettant la résolution de l’inflammation.  
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Annexe 1 Regulation of Experimental Peritonitis : A complex 

orchestration

 



 

 

 



 

 

 
 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

Annexe 2 Effet systémique de MFG-E8 

A Effet systémique en vasculopathie chronique du transplant 

 
La présence locale de MFG-E8 diminue le phénotype classique pro-inflammatoire des monocytes ainsi 
que l’activation des cellules T CD8+ en périphérie. 4 souris par groupe. *=p<0.05 

 

B  Effet systémique en maladie rénale obstructive 

  

L’administration du recombinant MFG-E8 diminue le phénotype classique pro-inflammatoire des 
monocytes et augmente le phénotype alternatif et intermédiaire des monocytes en périphérie, reflet du 
phénotype obtenu dans la souris WT. 4 souris par groupe. *=p<0.05 

 



 

 

Annexe 3 Implication de NFκB dans la programmation anti-

inflammatoire du macrophage induite par SSC/MFG-E8 

A Dégradation de IκBα  induite par le MFG-E8 dans le macrophage 

 
 
Suivant la stimulation de BMDMs avec le recombinant mMFG-E8, l’expression d’IκBα est diminuée, 
reflétant la diminution d’expression obtenue suivant la stimulation de BMDMs avec le milieu 
conditionné SSC.  

 

B Diminution de la production de cytokine anti-inflammatoire par le 
macrophage suite à l’inhibition de IKKβ  

 
 
La production d’IL-10 est fortement inhibée suite au prétraitement (IKK2, inhiiteur de IKKβ) des 
BMDMs précédant l’exposition des BMDMs au SSC vs SS. Des résultats similaires ont aussi été 
obtenus quant à la production de TGFβ.  
 



 

 

Annexe 4 Fenêtre thérapeutique de l’administration du MFG-E8 

 
Évaluation du dommage rénal après 14 jours d’UUO. Une diminution significative du dommage rénal 
est observée chez les souris administrées avec le recombinant mMFG-E8 vs PBS lorsque cette 
administration précède l’UUO (Early). La protection conférée par l’administration du recombinant 
MFG-E8 n’est pas observée lorsque l’administration est effectuée après l’induction de l’UUO (Late). 4 
souris par groupe. *=p<0.05 



 

 

Annexe 5 MFG-E8 dans la promotion des allergies 

 

 

 
 
Une concentration élevée en MFG-E8 dans le lait maternel est associée au développement de l’allergie 
chez le bébé. Une moyenne de 39191 pg/mL est obtenue chez les bébés cas vs 17826 pg/mL chez les 
bébés ctls. Ctls: n = 50, Cas: n = 30. p<0.01 
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