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 Introduction  

I. Le système immunitaire en action  

Le système immunitaire regroupe l’ensemble des organes, tissus, cellules et molécules qui 

assurent le maintien de l’homéostasie en procédant par l’élimination des cellules mortes et la 

protection de l’organisme contre les microbes. Les mécanismes de l’immunité sont schématiquement 

divisés en deux phases successives correspondant à l’immunité innée et à l’immunité adaptative.  

L’immunité innée est la première ligne de défense de l’hôte et se caractérise par la 

reconnaissance des signaux de danger qu’ils soient d’origine endogène (cellules mortes ou molécules 

toxiques telles que l’acide urique) ou exogène (microbes). Les principales fonctions de l’immunité 

innée seront l’élimination du danger, l’initiation de l’inflammation dans le cas d’une infection et 

l’activation de l’immunité adaptative impliquant la reconnaissance d’antigènes par les lymphocytes T 

et B, supports de la mémoire immunitaire (Parkin and Cohen, 2001).  (Cf figure 1)  

 

 

Figure 1 : Mécanismes de l’immunité innée et adaptative. L’immunité innée est la première ligne de 

défense en cas d’infection. Si les barrières épithéliales sont franchies, les cellules et les molécules de 

l’immunité innée résidentes dans les tissues (mastocytes, cellules phagocytaires, cellules dendritiques, 

facteurs solubles, lymphocytes innés) participent à l’élimination des microbes. La réponse immunitaire 

adaptative est initiée plus tardivement et repose sur les lymphocytes T et B et des facteurs solubles 
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qu’ils produisent.  (D’après Abul K Abbas et al, Les bases de l’immunologie fondamentale et clinique, 

2020).  

 

1. Les récepteurs de l’immunité innée 

La première ligne de défense contre les microbes est assurée par les barrières épithéliales qui 

confèrent une résistance physique, chimique et biologique contre les pathogènes (Abbas, 2022; 

Medzhitov, 2007).  Si ces barrières biologiques sont franchies par les microbes, les cellules de 

l’immunité innée présentes dans les tissus sous-jacents reconnaissent le danger et induisent une 

réponse inflammatoire. La détection des microbes est assurée par des récepteurs (Pattern Recognition 

Receptors ou PRRs) capables de reconnaître des motifs moléculaires spécifiquement exprimés par les 

microbes (Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMPs) (Medzhitov, 2007). La fonction des 

PRRs est distincte, notamment suivant leur localisation cellulaire (membranaire, cytoplasmique, 

extracellulaire) (Cf figure 2). De manière remarquable, les PRRs impliqués dans la reconnaissance des 

motifs microbiens sont également capables de reconnaître les motifs de danger endogènes, dont les 

prototypes sont les molécules exprimées à la surface ou sécrétées par les cellules mortes (apoptose 

tardive, NETose, nécrose) ; ces motifs sont appelés Danger-Associated Molecular Patterns ou DAMPs.  

 

 

Figure 2 : Classification des différents récepteurs de l’immunité innée (PPRs). Les récepteurs de 

l’immunité innée impliqués dans la reconnaissance des PAMPs et des DAMPs peuvent être sécrétés ou 
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associés aux cellules. Les récepteurs associés aux cellules de la famille des récepteurs d’épuration (SR) 

et lectines de type C sont impliqués dans des mécanismes d’endocytose tandis que les PRRs de type 

TLR (Toll-Like receptor), NLR (NOD-Like receptor) et RLR (RIG-Like receptor) sont des récepteurs de 

signalisation.  Les PRRs sécrétés favorisent l’opsonisation et comprennent certaines lectines de type C, 

les pentraxines et le complément. Adapté du cours d’Immunologie du professeur Pascale Jeannin. 

 

a.  Les PRRs membranaires 

Les récepteurs membranaires des cellules de l’immunité innée sont impliqués dans 

l’endocytose et dans la phagocytose des microbes et des cellules mortes après la reconnaissance des 

PAMPs et des DAMPs ainsi que dans la signalisation cellulaire de l’immunité. Parmi eux, se retrouvent 

notamment les récepteurs de type Toll (Toll Like Receptors ou TLRs). Ce sont des glycoprotéines 

membranaires composées d’un domaine extracellulaire contenant des motifs répétés riches en leucine 

(LRR) et d’un domaine homologue à l’interleukine 1 (TIR) cytoplasmique (Duan et al., 2022). En fonction 

de leur localisation, ils reconnaissent différents produits microbiens ou endogènes. Ainsi, les TLRs 

présents à la membrane (TLR-1, TLR-2 TLR-4 et TLR-5) identifient les composants de la paroi 

bactérienne alors que les TLRs localisés à la surface de la membrane endosomale détectent les acides 

nucléiques (TRL-3, TLR-7, TLR-8 et TLR-9) (Duan et al., 2022). Ces molécules sont impliquées 

notamment dans la production de médiateurs inflammatoires dont la nature est dépendante du type 

de TLRs engagés.    

Les récepteurs aux lectines de type C (CLRs) sont des récepteurs membranaires impliqués dans 

la phagocytose et spécialisés dans la reconnaissance des carbohydrates. Ils possèdent au minimum un 

domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD) au niveau de leur domaine lectine de type C (Li 

and Wu, 2021). Les récepteurs au mannose (MRs) ainsi que les récepteurs dectine 1 et 2 font partie 

des CLRs membranaires.  

Enfin, les récepteurs d’épuration (Scavengers réceptor ou SR) constituent une famille de 

récepteurs hétérogènes classés en huit sous-groupes en fonction de leur structure. Bien 

qu’initialement identifiés de par leur rôle dans l’endocytose des lipoprotéines de basse densité (LDL) 

modifiées, il est aujourd’hui établi qu’ils reconnaissent un grand nombre de PAMPs 

(lipopolysaccharides, acide lipotéichoïque LTA, ADN bactériens…) (Areschoug and Gordon, 2009). Les 

SRs sont impliqués dans la phagocytose des microbes et des cellules mortes et peuvent également agir 

en tant que corécepteurs des TLRs (Taban et al., 2022).   
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b. Les récepteurs intracellulaires 

Certaines bactéries ont développé des mécanismes d’échappement leur permettant d’entrer 

dans le cytoplasme cellulaire. De même, les virus se répliquent dans le milieu intracellulaire (Taban et 

al., 2022). Pour lutter contre ce type d’infection, les cellules possèdent des récepteurs intracellulaires.  

Parmi ces récepteurs, les récepteurs de type NOD (NOD-like receptor ou NLR) constituent une 

large famille de 20 protéines intracellulaires avec une configuration du domaine peptidique commune, 

mais des fonctions différentes (Medzhitov, 2007). Tous les récepteurs de cette famille sont composés 

d’un domaine d’oligomérisation de liaison aux nucléotides (NOD) et de répétitions de motifs riches en 

leucine dans la partie C-terminale. La fonction des récepteurs sera définie suivant la configuration du 

domaine N-terminal (Medzhitov, 2007; Takeuchi and Akira, 2010).  En réponse à la reconnaissance de 

DAMPs ou de PAMPs, les NLRs sont capables de s’oligomériser pour former un inflammasome. C’est 

notamment le cas du NLRP3 dont l’oligomérisation entraîne la production des facteurs pro-

inflammatoires (Takeuchi and Akira, 2010). 

Les récepteurs de type RIG-I (RIG-like receptor ou RLR) sont activés par la reconnaissance des 

acides nucléiques viraux. Ils sont composés de deux domaines N-terminaux de recrutement des 

caspases (CARD) ainsi qu’un domaine central d’hélicase/ATPase et d’un domaine C-terminal de 

régulation. Cette famille inclut principalement trois membres : RIG-I qui se distingue par la présence 

sur son domaine C-terminal d’un motif répresseur RD lui donnant la capacité de s’auto-inhiber à 

l’inverse de MDA5 qui n’en possède pas. Le troisième membre, LGP2, ne possède pas de domaine 

CARD et joue notamment un rôle régulateur de la production d’interféron γ (INFγ) par RIG-I (Li and 

Wu, 2021; Takeuchi and Akira, 2010).  

 

c. Les récepteurs solubles  

Les récepteurs solubles se fixent aux bactéries et aux cellules mortes et favorisent leur 

phagocytose ; ils jouent ainsi un rôle de pont moléculaire entre ces motifs et les phagocytes, 

caractéristique qui justifie le terme d’opsonines qui leur est parfois attribué.  

Les pentraxines constituent une famille de protéines multimériques qui se caractérisent par 

un domaine conservé de 200 acides aminés dans la région C-terminale (Vilahur and Badimon, 2015). 

Les pentraxines sont regroupées en fonction de la taille du domaine N-terminal : les pentraxines 

courtes CRP (protéine C réactive) et SAP (composant sérique de l’amyloïde P) et les pentraxines 

longues représentées par le prototype qui est la molécule PTX3 (pentraxine 3) (Deban et al., 2009). Les 

pentraxines reconnaissent une grande diversité de microbes et sont impliquées dans le processus 

d’efférocytose.   
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Les ficolines peuvent être soit produites par le foie et retrouvées dans la circulation, soit 

produites par les cellules pulmonaires et spléniques et sont alors retrouvées dans les tissus. Les 

ficolines sont impliquées dans l’activation du complément (voie des lectines), favorisant ainsi 

l’opsonisation des microbes donc leur élimination (Endo et al., 2007). 

Les collectines sont des protéines effectrices de la famille des lectines. Il existe 9 collectines et, 

parmi celles-ci, 7 seront sécrétées (MBL, la conglutinine, SP-A et SP-DE, CL-43, CL-46, CL-K1) (Gupta 

and Surolia, 2007). Les collectines sont des oligomères de sous-unités trimériques. Chaque sous-unité 

est composée d’un court domaine N-terminal riche en cystéine, d’un domaine de type collagène, d’un 

court segment pouvant former des hélices en spirale et d’un CRD (Murugaiah et al., 2020). 

Les protéines du complément font également partie des récepteurs solubles de l’immunité 

innée. Ce système est composé d’un ensemble de protéines plasmatiques qui vont opsoniser les 

microbes et les cellules mortes, facilitant ainsi leur phagocytose. En fonction des motifs reconnus, 3 

voies distinctes du complément peuvent être activées : (i) la voie classique, qui est activée par la 

reconnaissance antigène-anticorps par C1q, (ii) la voie alterne, qui est initiée lorsque la protéine C3 

reconnaît les polysaccharides bactériens, et (iii) la voie des lectines, qui est dépendante de la 

reconnaissance des résidus mannoses (Abbas et al., n.d.; Parkin and Cohen, 2001). Les trois voies 

activent la protéine C3 vers une voie commune et la formation du complexe d’attaque membranaire 

(MAC) par l’assemblage des protéines C5 et C9 (Abbas et al., n.d.). 

 

2. Les cellules de l’immunité innée 

Les cellules de l’immunité innée sont produites dans la moelle osseuse à partir des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH). Les CSHs sont capables de se différencier successivement en 

progéniteurs et en précurseurs qui donnent finalement naissance aux cellules myéloïdes et lymphoïdes 

(Cf Figure 3) (Comazzetto et al., 2021).  Les cellules de l’immunité innée regroupent des cellules des 

lignées myéloïdes et lymphoïdes.  
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Figure 3 : Production des cellules sanguines pendant l’hématopoïèse. La cellule souche 

hématopoïétique (CSH) se différencie en cellule progénitrice myéloïde ou lymphoïde. La cellule 

progénitrice myéloïde se différencie pour donner naissance aux plaquettes, aux érythrocytes et autres 

leucocytes. D’autre part, la différenciation de la cellule progénitrice lymphoïde aboutit aux différents 

lymphocytes. Abréviations : Cellule souche hématopoïétique à long-terme (LT-CSH), Cellule souche 

hématopoïétique à court-terme (ST-CSH), Progéniteur Multipotent (MPP), Progéniteur Myéloïde 

Commun (CMP), Progéniteur Erythro-Mégakaryocytaire (EMP), Progéniteur Granulo-Monocytaire 

(GMP), Progéniteur Lymphoïde Commun (CLP). Adapté de (Larsson et al 2005, Notta et al. 2016, Tusi 

2018, Blank et Karlsson 2015). 
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Les cellules immunitaires myéloïdes sont classées en deux groupes : les granulocytes (possédant un 

noyau polylobé) et les cellules myéloïdes mononucléées.  

 

a. Les granulocytes : neutrophiles, basophiles, éosinophiles  

i. Les neutrophiles  

Les neutrophiles sont abondants dans le système sanguin puisqu’ils représentent 50 à 70% des 

leucocytes circulants chez l’homme et de 10 à 25% chez la souris. Ils se caractérisent par un noyau 

segmenté et un cytoplasme riche en granules et vésicules sécrétoires (Mantovani et al., 2011). Les 

neutrophiles seront les premiers leucocytes recrutés sur les sites inflammatoires (mécanisme expliqué 

plus en détail par la suite) afin d’éliminer les microbes. Ils disposent de trois mécanismes permettant 

l’élimination des motifs reconnus : (i) la phagocytose, (ii) la libération de médiateurs néoformés, tels 

que des radicaux libres ou préformés, comme les médiateurs contenus dans des granules 

cytoplasmiques et (iii) la formation des NETs, qui sont constitués d’un réseau d’ADN génomique libéré 

lors de la mort des neutrophiles (NETose) et auxquels sont attachés les molécules cytotoxiques des 

granules (Abbas, 2022; Liew and Kubes, 2019).  Les granules azurophiles contiennent des enzymes 

comme la myélopéroxydase, des élastases, des protéinases et des défensines. Les autres granules 

contiennent la lactoferrine et des enzymes telle que la gélatinase nécessaires à la dégradation de la 

matrice extracellulaire. 

 

ii. Les éosinophiles  

Les éosinophiles se caractérisent par un noyau bilobé et la présence de granules 

cytoplasmiques. Ils sont présents en faible nombre dans la circulation sanguine (1 à 4%) et jouent un 

rôle majeur dans les réponses antiparasitaires (notamment contre les helminthes) et d’hypersensibilité 

(Shamri et al., 2011). Leurs granules cytoplasmiques renferment différents médiateurs cytotoxiques 

comme le protéoglycane 2 et la protéine cationique des éosinophiles (ECP) ou encore des peroxydases 

(Wechsler et al., 2021). 

 

iii. Les basophiles  

Les basophiles sont présents en faible quantité dans la circulation sanguine et ont souvent été 

confondus avec les mastocytes du fait de l’expression du récepteur aux Immunoglobulines E (IgE). Leur 

activation induit la libération de nombreux médiateurs, et notamment de l’histamine qui est impliquée 

dans les réactions allergiques et dans l’immunité antiparasitaire (Miyake et al., 2021). 
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b. Les mastocytes 

Les mastocytes sont des cellules myéloïdes qui terminent leur maturation dans les tissus 

périphériques, notamment la peau et les muqueuses. Ces cellules se caractérisent par la présence dans 

le cytoplasme d’un grand nombre de granules contenant des médiateurs comme la tryptase et 

l’histamine. Comme les basophiles, ils présentent à leur surface le récepteur aux IgE FcεR1 et vont 

participer aux réponses allergiques au niveau tissulaire. Les mastocytes sont également capables de 

libérer des médiateurs à l’origine de la stimulation de mucus (Parkin and Cohen, 2001). 

 

c. Les cellules myéloïdes mononucléaires 

Les macrophages (Leur rôle sera décrit en détail par la suite.) et les cellules dendritiques sont 

des cellules myéloïdes mononucléaires issues de la différentiation des monocytes.  

Les monocytes, produits à partir des cellules souches hématopoïétiques dans la moelle 

osseuse, circulent dans le sang pendant 1 à 3 jours, puis migrent dans les tissus (Ginhoux and Jung, 

2014; Monga et al., 2022).  

Le développement et la survie des monocytes dépendent de facteurs de survie (GM-CSF, M-

CSF, IL-34). Chez l’homme, les monocytes représentent 2 à 8% des globules blancs. Trois principales 

sous-populations de monocytes ont été identifiées : les monocytes classiques (CD14++, CD16-), les 

monocytes intermédiaires (CD14++, CD16+), et les monocytes non classiques (CD14+, CD16++). Ces sous-

populations présentent des différences fonctionnelles, telles que leurs réponses inflammatoires et le 

potentiel de migration (Kratofil et al., 2017). Différentes sous-populations de monocytes sont 

également retrouvées chez la souris (4% des leucocytes circulants) avec les monocytes conventionnels 

qui expriment fortement Ly6C, CCR2 et faiblement CX3CR1 (Ly6Chi, CCR2hi, CX3CR1) à l’inverse des 

monocytes non conventionnels qui expriment faiblement Ly6C, CCR2 et fortement CX3CR1 (Ly6Clo, 

CCR2lo, CX3CR1hi) (Kratofil et al., 2017). Au cours de l’inflammation, les monocytes sont recrutés dans 

les tissus où ils terminent leur maturation ; ils peuvent alors se différencier en macrophages sous 

l’action des signaux environnants (facteurs de croissance, cytokines, produits microbiens, pH…).   

Les cellules dendritiques (DCs) ont été identifiées pour la première fois par Zanvil Cohn et Ralph 

Steinman dans une rate murine. Leur nom fait référence à la formation de dendrites. Les DCs 

constituent un groupe hétérogène de cellules immunitaires qui peuvent être classées en différentes 

sous-populations chez l’homme et la souris en fonction de leur ontogénie, de leurs caractéristiques 

phénotypiques, de leur distribution tissulaire et de leurs profils transcriptionnelles (Segura, 2022). Les 

DCs sont généralement divisées suivant leur ontogenèse cellulaire et moléculaire en DC 

conventionnelles ou classiques (cDC), comprenant les cDC1 et les cDC2 (CD11c+), les DCs 

plasmacytoïdes (pDC, CD11c-, CD123+) et en DCs dérivées des monocytes (mo-DC) (Mellman, 2013). 
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Ces cellules jouent un rôle de sentinelle du système immunitaire et orchestrent les réponses 

immunitaires en établissant le lien entre immunité innée et l’immunité adaptative (Fu et al., 2022). Au 

stade immature, les cellules dendritiques présentes dans les tissus scrutent en permanence leur 

environnement. Lors d’une rencontre avec un microbe, les DCs migrent vers les organes lymphoïdes 

secondaires pour exercer leur rôle de cellules présentatrices d’antigènes professionnelles et primo-

activer les lymphocytes T naïfs afin d’initier la réponse immunitaire adaptative (Mellman, 2013). Les 

pDCs représentent 0,1 à 0,5% des cellules mononucléées du sang périphérique et sont générées à 

partir de progéniteurs myéloïdes ou lymphoïdes (Ye et al., 2020). Elles sont les principales cellules 

productrices d’IFN de type I et produisent également des cytokines et des chimiokines pro-

inflammatoires. Les pDCs participent à l’immunité innée antivirale (Swiecki and Colonna, 2015). Enfin, 

les DCs dérivées des monocytes (moDC) représentent une sous-population de DC qui se différencie en 

réponse à des stimuli inflammatoires lors de leur recrutement sur les sites inflammatoires (Segura, 

2022). 

 

d. Les cellules lymphoïdes de l’immunité innée 

Les lymphocytes dit « non conventionnels » résident en dehors des organes lymphoïdes et sont 

des composants de l’immunité innée (Fan and Rudensky, 2016). Parmi ces cellules, sont retrouvées, 

les cellules lymphoïdes innées (ILCs) comprenant les ILC1, ILC2, ILC3, ainsi que les cellules natural killers 

(NK) (Fan and Rudensky, 2016). Les cellules NK ont une fonction cytotoxique naturelle par la production 

de vésicules azurophiles riches en enzymes cytolytiques (perforines et granzymes) (Luci and Tomasello, 

2008). Le rôle majeur des cellules NK est d’éliminer les cellules du soi transformées (cellules tumorales) 

et les cellules infectées. Pour cela, les NKs possèdent des récepteurs inhibiteurs de la cytotoxicité KIR 

qui reconnaissent les molécules du CMH de classe I à la surface des cellules du soi ainsi que des 

récepteurs activateurs KAR qui reconnaissent des molécules de stress (Carcelin, n.d.; Luci and 

Tomasello, 2008). 

Les cellules T tueuses naturelles invariantes (iNKT), localisées dans les tissus, reconnaissent des 

lipides microbiens liés à la molécule apparentée au CMH-I CD1 (Abbas, 2022). Il existe également un 

groupe de cellules T invariantes associées aux muqueuses (MAIT) résidants essentiellement dans le 

foie et l’intestin. Enfin, les cellules T γδ résident dans les barrières tissulaires et sont capables de 

produire une grande quantité d’INFγ et d’IL-17 (Fan and Rudensky, 2016). 

L’ensemble de ces lymphocytes résidents sont capables de reconnaître une large variété de 

ligands microbiens et des signaux de l’organisme et vont agir par la production de facteurs régulant 

l’homéostasie tissulaire (Fan and Rudensky, 2016). 
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3. La phagocytose 

La phagocytose est un mécanisme utilisé par les organismes unicellulaires à des fins nutritives alors 

qu’elle est principalement impliquée dans l’élimination d’agents particulaires dans les organismes 

multicellulaires (Rosales and Uribe-Querol, 2017). Les phagocytes incluent les monocytes, les 

macrophages, les neutrophiles et les DCs. Ces cellules sont ainsi capables d’ingérer des particules de 

dimension supérieure à 0,5 µm de diamètre, telles que les microbes et les cellules apoptotiques. La 

liaison du phagocyte à la particule, qu’elle soit directe ou indirecte (via les opsonines) entraîne un 

remodelage de la membrane et du cytosquelette pour internaliser la cible dans le phagosome. Ce 

dernier fusionne ensuite avec les lysosomes qui contiennent des enzymes lytiques pour former le 

phagolysosome. La cible, que ce soit un microbe ou bien des cellules apoptotiques, est finalement 

éliminée par les enzymes et les substances toxiques (ROS et NO) produites dans le phagolysosome 

(Rosales and Uribe-Querol, 2017; Abbas, 2022). La phagocytose des cellules apoptotiques est appelée 

efférocytose (littéralement, « emmenez les cellules à la tombe »). Les cellules apoptotiques présentent 

à leur surface des motifs « eat me » (phosphatidylsérine, calréticuline) reconnus par les phagocytes en 

particulier les macrophages. L’ingestion des cellules apoptotiques par les macrophages limite 

l’activation des lymphocytes T auto-réactifs par la production d’IL-10 et de TGF-β maintenant ainsi une 

tolérance périphérique (Boada-Romero et al., 2020).  

 

4. La réaction inflammatoire  

L’inflammation est une réaction de l’immunité innée induite suite à la reconnaissance d’une 

menace (infection ou lésion) afin d’initier une réponse adaptée pour éliminer le danger et d’initier une 

réparation tissulaire (Medzhitov, 2010, 2008; Varela et al., 2018). La détection des signaux de danger 

(exogènes ou endogènes) par les cellules épithéliales et/ou les cellules de l’immunité innée conduit à 

la production de médiateurs solubles (telles que les cytokines et les chimiokines comme CXCL8, CCL-2, 

CCL-5) impliqués dans le recrutement et l’activation de nombreux effecteurs cellulaires (Abbas, 2022; 

Medzhitov, 2008) (Cf figure 4). Ces signaux moléculaires participent à la vasodilatation et à la 

perméabilité vasculaire pour que les neutrophiles et les monocytes puissent rejoindre le site de 

l’infection. Ces mécanismes contribuent aux caractéristiques de l’inflammation que sont la rougeur, la 

chaleur, le gonflement et la douleur.  

Lorsque les cellules de l’immunité innée arrivent au site inflammatoire, elles reconnaissent les 

motifs de danger présents sur le pathogène et participent à son élimination, notamment par 

phagocytose (Abbas, 2022). Une fois la menace disparue, les cellules immunitaires et plus 

particulièrement les macrophages vont participer à la réparation tissulaire par la production de 

facteurs de croissance stimulant la prolifération des cellules épithéliales et des fibroblastes nécessaires 
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à la cicatrisation, mais aussi par l’élimination des cellules mortes par phagocytose (Abbas, 2022). (Cf 

figure 4) 

L’inflammation aiguë se développe rapidement et peut durer plusieurs jours. Si l’infection n’est 

pas éliminée après quelques jours ou si les lésions tissulaires se prolongent, l’inflammation aiguë peut 

laisser place à une inflammation chronique impliquée dans de nombreuses pathologies telles que le 

psoriasis ou la polyarthrite rhumatoïde (Abbas et al., n.d.). 

 

 

Figure 4 : Exemple d’une réaction inflammatoire suite à une lésion cutanée. Le passage de la barrière 

épithéliale induit l’infection par le microbe. La reconnaissance des motifs exprimés à sa surface 

entraîne l’activation des cellules de l’immunité notamment des mastocytes et des macrophages. Les 

macrophages participent au recrutement des neutrophiles par libération de cytokines pro-

inflammatoires (chimiotactisme) et les mastocytes libèrent des médiateurs qui favorisent la 

vasodilatation. Une fois recrutés, les neutrophiles se fixent à l’endothélium et migrent dans le tissu où 

ils participent à l’élimination du microbe par phagocytose. Une fois la menace éliminée, les 

macrophages libèrent des facteurs diminuant l’inflammation et participant à la réparation tissulaire.  
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5. L’immunité entraînée 

L’immunité entraînée ou « trained immunity » caractérise la capacité des cellules du système 

immunitaire innée, à acquérir une mémoire immunitaire (Netea et al., 2020). Ce nouveau concept a 

été démontré en 2012, lorsque des effets protecteurs non-spécifiques du vaccin Bacillus Calmette-

Guérin (BGC) ont été rapportés chez des souris vaccinées (Kleinnijenhuis et al., 2012). Chez des souris 

présentant un déficit immunitaire combiné sévère, dépourvues de lymphocytes T et B, incapables de 

développer une réponse immunitaire adaptative, la vaccination par le BCG contre Mycobacterium 

tuberculosis leur a conféré une protection croisée et a réduit la mortalité causée par une infection 

létale à Candida albicans. Les souris vaccinées présentaient également une protection contre les 

infections ultérieures par Listeria monocytogenes et Salmonella thyimurium (Blanden et al., 1969). Par 

la suite, de nombreuses études ont confirmé la mise en place d’une immunité entraînée dans le 

contexte de la vaccination par BCG ou après le contact avec des ligands de PRR tels que le β-glucane 

se fixant sur son récepteur dectine-1 (Domínguez-Andrés et al., 2023). L’induction d’une immunité 

entraînée jouerait un rôle important dans les effets antitumoraux du BCG (Lobo et al., 2021). 

L’immunité entraînée implique la majorité des cellules de l’immunité innée (les NK, les DCs, les 

lymphocytes de l’immunité innée, les neutrophiles) mais, elle a été décrite en premier lieu chez les 

monocytes et macrophages non seulement chez la souris, mais également chez l’humain. Domínguez-

Andrés et al ont montré que 3 mois après la vaccination au BCG, les monocytes issus des patients 

produisent plus de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et TNFα) lors d’un contact avec des pathogènes 

bactériens et fongiques (Domínguez-Andrés et al., 2023; Netea et al., 2020). Cette réponse secondaire 

augmentée est induite par des changements métaboliques, épigénétiques et transcriptionnels opérés 

lors de la première activation des cellules immunitaires innées (Domínguez-Andrés et al., 2023; Netea 

et al., 2020). Ces modifications, touchant également les cellules de la moelle osseuse, peuvent 

potentiellement expliquer la longévité de l’immunité entraînée observée dans la population sur des 

cohortes de patients vaccinés par le BGC (Nguipdop-Djomo et al., 2016). 

 

6. Les macrophages  

Les macrophages sont des cellules phagocytaires et des cellules présentatrices d’antigènes, 

acteurs essentiels dans le contrôle des infections, dans l’élimination des débris cellulaires et dans la 

réparation tissulaire (Shapouri-Moghaddam et al., 2018).  
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a. Ontogénie des macrophages  

 Les macrophages ont été initialement décrits chez les invertébrés par Ilya Metchnikoff qui a 

caractérisé ces cellules comme des capteurs cellulaires et des guérisseurs d’infections et des lésions 

tissulaires (Gordon, 2007). Par la suite Van Furth et ses collègues ont établi en 1972 que les 

macrophages tissulaires étaient continuellement renouvelés à partir des monocytes circulants recrutés 

(Van Furth et al., 1972). Plus récemment, des analyses effectuées sur des embryons murins ont permis 

d’identifier que la majorité des macrophages résidents des tissus proviennent de précurseurs 

embryonnaires présents avant la naissance et qui se maintiennent à l’âge adulte (Epelman et al., 2014 

; Ginhoux and Guilliams, 2016; Ginhoux and Jung, 2014). L’hématopoïèse chez les mammifères se 

découpe en plusieurs vagues : l’hématopoïèse primitive se déroule au niveau des îlots sanguins du sac 

vitellin à partir du mésoderme de la plaque postérieure, donnant naissance aux érythroblastes, aux 

mégacaryocytes et aux macrophages qui diffusent dans l’embryon et plus particulièrement dans le foie 

fœtal lors de la mise en place de la circulation sanguine (Cf figure 5). Puis, au niveau du foie fœtal, les 

progéniteurs érythomyéloïdes (EMP) issus du sac vitellin se différencient en lignées multiples incluant 

les macrophages (Ginhoux and Guilliams, 2016). En parallèle, ces précurseurs vont coloniser la moelle 

osseuse pour donner naissance aux CSH chez l’adulte (Ginhoux and Guilliams, 2016; Ginhoux and Jung, 

2014; Varol et al., 2015). À l’âge adulte, les macrophages résidents murins s’auto-renouvellent au 

niveau tissulaire de deux façons : à partir des macrophages implantés avant la naissance et à partir des 

monocytes recrutés du sang circulant suite à des réactions inflammatoires menaçant l’homéostasie 

tissulaire (Ginhoux and Jung, 2014; Hashimoto et al., 2013).  Chez l’homme, le renouvellement des 

macrophages tissulaires à l’âge adulte provient du recrutement des monocytes par des signaux 

cytokiniques. En fonction de leur localisation anatomique et de leur phénotype fonctionnel, les 

macrophages résidents peuvent être divisés en sous-populations : la microglie définit les macrophages 

du système nerveux central (SNC), les ostéoclastes sont localisés dans les os, les cellules de Kupffer 

dans le foie et les cellules de Langerhans au niveau de la peau. (Cf figure 5) 



14 
 

 

Figure 5 : Origine et développement des macrophages.  Les macrophages tissulaires se développent 

dès le stade embryonnaire au niveau du sac vitellin ainsi que dans le foie fœtal et finalement dans la 

moelle osseuse chez l’adulte. Les cellules souches hématopoïétiques se différencient en cellules 

progénitrices myéloïdes qui elles-mêmes se différencient successivement en monocytes. Une fois 

recrutés, les monocytes activés se différencient en macrophages dans les tissus.  

 

b. Plasticité et polarisation des macrophages 

Les macrophages sont des cellules plastiques impliquées dans de nombreux processus telles 

que la défense antimicrobienne, la réparation tissulaire et la régulation des réactions immunitaires 

(Mosser and Edwards, 2008). Ils s’adaptent au microenvironnement local et ajustent leur phénotype 

fonctionnel pour répondre à la demande du tissu. Dans le but de les étudier plus précisément, les 

macrophages ont été classés en fonction de leurs marqueurs de surfaces, de la production de facteurs 

spécifiques et de leurs activités biologiques (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Cette classification 

suit une échelle linéaire opposant les macrophages dits M1 classiquement activés impliqués dans 

l’inflammation et dans la réponse aux infections comparativement aux macrophages M2 jouant un 

rôle dans la cicatrisation et dans la tolérance immunitaire.  

 Les macrophages M0 se polarisent en M1 sous l’action de l’INFγ, du GM-CSF ou encore du LPS. 

Ils sont caractérisés par leur capacité à produire des cytokines inflammatoires comme le TNFα, l’IL-1β, 

l’IL-6, l’IL-12 et l’IL-23 et présentent une activité antimicrobienne et antitumorale (Mosser and 

Edwards, 2008). Les macrophages immunorégulateurs M2 se polarisent sous l’action des cytokines 

produites par les lymphocytes Th2 (IL-4 et IL-13). Ils peuvent être également polarisés sous l’action du 
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facteur de croissance M-CSF de même qu’en présence d’IL-34 (Foucher et al., 2013). Ils produisent de 

grandes quantités d’IL-10, mais régulent également à la baisse leur production d’IL-12 entrainant ainsi 

la diminution de l’inflammation. Les macrophages M2 sont immunorégulateurs et favorisent la 

réparation tissulaire et ont également des propriétés pro- angiogéniques (Mosser and Edwards, 2008; 

Shapouri-Moghaddam et al., 2018). (Cf figure 6) 

 Les macrophages murins à la différence des macrophages humains présentent des marqueurs 

membranaires spécifiques combinés. Ainsi, les macrophages M1 murins F4/80+ polarisés sous l’action 

d’IFNγ ou de LPS expriment à leur surface du CD11c. L’IL-4 et l’IL-13 favorisent la différenciation des 

monocytes murins en macrophages de type M2 qui expriment spécifiquement le récepteur CD206 

(Monnier et al., 2022). (Cf figure 6) 

 

 

Figure 6 : Génération et polarisation des macrophages humains et murins. (A) Les macrophages 

humains (panel de gauche) sont générés en présence de différentes cytokines. Les macrophages de 

type M1 se différencient sous l’influence du GM-CSF à l’inverse des macrophages de type M2 qui se 
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polarisent sous l’action de l’IL-34 ou du M-CSF. Les macrophages murins (panel de droite) sont générés 

en présence de M-CSF à partir des cellules progénitrices de la moelle osseuse (BMDM). L’utilisation du 

GM-CSF favorise la formation de cellules dendritiques et de macrophages. (B) Représentation des 

marqueurs exprimés par les macrophages de type M1 et M2 humains (gauche) et murins (droite) ainsi 

que des cytokines produites par ces derniers. Adapté de (Monnier et al., 2022). 

 

c. Rôles des macrophages en situations pathologiques 

Les macrophages tissulaires ainsi que les monocytes nouvellement recrutés sont 

hiérarchiquement activés afin de maintenir une homéostasie tissulaire. (Murray and Wynn, 2011) 

Ainsi, ils sont positionnés de telle façon qu’ils sont en constante surveillance de possibles dommages 

tissulaires ou d’invasion par des microorganismes. Leur activité phagocytaire et l’expression de 

récepteurs de l’immunité innée comme les TLRs, les CLRs, les SCs, les RLR ou encore les NLRs leur 

permettent de détecter le danger (Murray and Wynn, 2011). Dans le cadre d’une infection, les 

macrophages présentent un profil inflammatoire de type M1 sécrétant des médiateurs pro-

inflammatoires (IL-1 et TNFα) qui favorisent la polarisation des lymphocytes Th17 notamment. Ils 

produisent également des métalloprotéases comme MMP2 et MMP9 responsables de la dégradation 

de la matrice extracellulaire facilitant le recrutement d’autres cellules immunitaires à partir de la 

circulation sanguine. Leur implication dans la défense antimicrobienne passe également par la 

sécrétion de ROS et de NO. Cependant, ce profil phénotypique et sécrétoire peut-être responsable de 

l’apparition de lésions au niveau des tissus voisins si la réaction inflammatoire persiste dans le temps. 

Cette inflammation aberrante est retrouvée dans certaines maladies auto-immunes et inflammatoires 

telles que l’arthrite rhumatoïde, le lupus érythémateux systémique (LES) ou le diabète de type 1 (DT1) 

(Ross et al., 2021; Yang et al., 2023). 

Une fois la menace éliminée, les cellules immunitaires présentes sur le lieu de l’infection sécrètent 

des facteurs (IL-4 et IL-13) responsables de la polarisation des macrophages en macrophages 

immunorégulateurs M2. Ces derniers sécrètent des protéines anti-inflammatoires comme l’arginase 

ou l’IL-10 capable d’inhiber la réponse des macrophages M1 initialement polarisés. L’IL-10 se fixe sur 

son récepteur IL-10R exprimé par les macrophages M1 et active la voie STAT3 inhibant la sécrétion des 

cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines et des molécules d’adhésion impliquées dans la 

réaction inflammatoire (Saraiva et al., 2020). Les macrophages M2 jouent un rôle prépondérant dans 

la réparation tissulaire et la fibrose. Pour se faire, ils produisent des facteurs tel que le TGF-β et le PDGF 

ainsi que des métalloprotéases au niveau du site lésé (Murray and Wynn, 2011). Le TGF-β induit 

notamment la prolifération et la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes producteurs de 

collagène nécessaire à la régénération du tissu (Braga et al., 2015; Lech and Anders, 2013). En parallèle, 



17 
 

les macrophages M2 éliminent les cellules mortes, les débris et les composants de la MEC par 

phagocytose (Murray and Wynn, 2011). L’altération de l’efférocytose peut entraîner l’accumulation de 

cellules nécrotiques, d’acides nucléiques et d’autres composants cellulaires immunogènes activant les 

macrophages environnants et pouvant contribuer à l’inflammation dans le lupus érythémateux 

systémique (LES) et les glomérulonéphrites, les maladies pulmonaires inflammatoires chroniques, 

l’athérosclérose et la sclérose en plaques (Morioka et al., 2019; Nagata, 2018). 

De la même façon que pour les macrophages inflammatoires, un excès de macrophages M2 est 

associé à la genèse de pathologies fibrosantes (fibrose hépatique, fibrose pulmonaire idiopathique, 

sclérose systémique) (Lech and Anders, 2013). Les macrophages polarisés M2 ont des fonctions 

métaboliques importantes notamment dans le tissu adipeux où ils participent au maintien de la 

fonction des adipocytes, de la sensibilité à l’insuline et de la tolérance au glucose. Dans le tissu adipeux, 

l’IL-4 et l’IL-3 activent la voie de signalisation STAT6 dans les adipocytes induisant l’expression du 

facteur de transcription PPARγ favorisant la différentiation des macrophages M2 notamment par la 

régulation de l’arginase 1 (Odegaard et al., 2007). Une fois différenciés, les macrophages M2 

produisent de l’IL-10 et de l’IL-1RA (antagoniste du récepteur à l’IL-1) qui inhibent le recrutement et la 

polarisation des macrophages de type M2 et participent au maintien de la sensibilité à l’insuline 

(Thomas and Apovian, 2017). Leur expression de protéines impliquées dans l’absorption des acides 

gras libres comme CD36 ou DGAT2 limite également la lipotoxicité, la résistance à l’insuline et 

l’inflammation (Shapiro et al., 2011). Ce profil phénotypique et métabolique est altéré dans le diabète 

de type 2 induit par une situation d’obésité (ce processus sera détaillé dans le chapitre III) (Murray and 

Wynn, 2011). 

La plasticité des macrophages leur permet d’acquérir un large spectre de profils phénotypiques, 

métaboliques et fonctionnels vis-à-vis du microenvironnement. Les modifications environnementales 

observées lors de l’implantation d’une tumeur (hypoxie, fibrose et mort cellulaire excessive) sont 

associées à une réponse inadaptée des macrophages. En temps normal, les macrophages ont la 

capacité de tuer les cellules tumorales, de phagocyter et d’activer les lymphocytes. Mais, dans la 

plupart des tumeurs, les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) représentant la population 

immunitaire la plus abondante présentent des propriétés pro-tumorales et immunosuppressives. Une 

forte infiltration des TAMs est associée à un mauvais pronostic pour la majorité des tumeurs solides 

(Mantovani et al., 2022). Ils produisent de nombreux facteurs solubles favorables pour le 

microenvironnement tumoral : l’EGF et l’IL-6 (expansion des cellules cancéreuses), l’IL-1 et le TGF-β 

(propagation des métastases), le VEGF (facteur angiogénique) (Mantovani et al., 2022, 2022). En 

parallèle, ils jouent leur rôle immunosuppresseur par la sécrétion d’IL-10, de TGF-β ou de 

prostaglandines et expriment fortement les points de contrôles immunitaires reconnus par les 
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lymphocytes cytotoxiques et responsables de leur inactivation comme PDL-1, PDL-2 ou B7-H4 

(Christofides et al., 2022; Mantovani et al., 2022).  

 

7. Les cytokines  

a. Généralités  

Les cytokines sont des protéines solubles de faibles poids moléculaires (de 6 à 70 kDa) sécrétées 

par les cellules nucléées et jouant un rôle de médiateur important dans la réponse immunitaire (Liu et 

al., 2021). Les cytokines agissent en se liant à des récepteurs transmembranaires et membranaires 

spécifiques situés sur les cellules cible et en activant des cascades de signalisation intracellulaire en 

aval qui aboutissent généralement à une modulation de l’expression génique de la cellule cible. Une 

même cytokine peut être produite par différents types cellulaires et avoir des effets biologiques variés 

sur différentes cellules cibles (action pléiotrope). Certaines cytokines présentent des activités 

biologiques similaires (action redondante). Les cytokines sont aussi capables d’affecter la synthèse et 

l’activité d’autres cytokines de façon antagonistes, additives ou synergiques. Enfin, leur activité peut 

être exercée à distance (endocrine et paracrine) ou de façon juxtacrine (lors d’une synapse 

immunologique), mais également de façon autocrine ou intracrine ce qui fait de ce système de 

signalisation un système complexe (Liu et al., 2021; Zdravkovic et al., 2017). Les cytokines incluent les 

interleukines, les tumor necrosis factor (TNF), les interférons, les facteurs de croissance et de 

différenciation (TGF), les chimiokines et les adipokines.  

Les interleukines sont regroupées dans une famille de 40 molécules, mais leur nombre ne cesse 

d’augmenter en fonction des découvertes. Ces dernières sont classées en sous-familles en fonction de 

leurs homologies de séquence, de leurs propriétés de liaison, de leurs fonctions biologiques et de leurs 

sources cellulaires (Zdravkovic et al., 2017). Beaucoup d’interleukines présentent des isoformes qui 

peuvent avoir des effets agonistes et/ou antagonistes par leur fixation sur le même récepteur. Les 

interleukines participent à la maturation, la migration et à l’adhésion cellulaire de même qu’à 

l’activation et la différenciation des cellules immunitaires. Les tumor necrosis factors (TNF) sont une 

famille composée de 19 ligands et 29 récepteurs. Tous les membres de cette famille présentent une 

activité pro-inflammatoire et ont des effets cytotoxiques sur les cellules tumorales. Les interférons 

(IFN) sont une famille de cytokines présentant une activité antivirale. En fonction du récepteur par 

lequel ils transmettent leurs signaux, les IFNs sont regroupés en trois groupes (Type I, II et III) 

(Zdravkovic et al., 2017). Les facteurs de croissance sont produits par différents types cellulaires pour 

stimuler la croissance et le développement tandis que les facteurs de stimulation des colonies (colony 

stimulating factors) sont impliqués dans la différenciation des lignées cellulaires du sang (Corwin, 

2000). Les chimiokines (ou chemokines en anglais) sont des cytokines de faible poids moléculaire (8 à 
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12 kD) impliquées dans le chimiotactisme pour l’activation et la migration des leucocytes.  Les 

chimiokines possèdent des résidus de cystéines conservées dans leur partie N-terminale qui permet 

de les classer en 4 familles (familles CXC, CC, C ou CX3C) (Abbas et al., n.d.). Les adipokines sont des 

protéines sécrétées par différentes cellules comme les adipocytes, les fibroblastes, les cellules 

immunitaires au niveau local dans le tissu adipeux. Ces cytokines sont impliquées dans de nombreux 

processus biologiques comme la régulation de l’appétit et de la satiété, la distribution des graisses, la 

régulation de la sécrétion d’insuline ou encore dans l’inflammation chronique. Ces dernières années, 

beaucoup de nouvelles adipokines ont été identifiées, leurs fonctions ne sont pas encore toutes 

élucidées (Fasshauer and Blüher, 2015).  

 

b. Les cytokines pro et anti-inflammatoires :  

Les cytokines participent à la prolifération cellulaire, à la régulation du métabolisme, au 

chimiotactisme, mais leur fonction première est la régulation de l’inflammation locale et systémique.  

L’analyse de leur activité biologique a permis d’identifier des cytokines qui présenteront un potentiel 

pro et/ou anti-inflammatoire. Pendant la réaction inflammatoire, les macrophages sont les principaux 

producteurs des cytokines pro-inflammatoires parmi lesquelles on retrouve l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-12, 

ou encore le TNFα. Le TNFα est un acteur majeur de la réponse immunitaire aiguë. Il est notamment 

impliqué dans la vasodilatation et dans la perte de perméabilité vasculaire favorisant le recrutement 

immunitaire. Son rôle inducteur de la réponse inflammatoire est également mis en cause dans des 

pathologies inflammatoires chroniques auto-immunes (Arango Duque and Descoteaux, 2014). L’IL-1β 

est une des trois isoformes de l’IL-1 ayant des propriétés inflammatoires. Son précurseur est clivé par 

la caspase 1 de l’inflammasome puis libéré par autophagie pour stimuler la production par le foie de 

protéines de la phase aiguë de l’inflammation (Arango Duque and Descoteaux, 2014). À l’inverse du 

TNFα et de l’IL-1β, l’IL-6 présente des propriétés pro et anti-inflammatoires qui dépendent des voie de 

synthèse utilisées (Arango Duque and Descoteaux, 2014). L’IL-12 est impliquée dans la lutte contre les 

maladies infectieuses et cancéreuses. Elle est engagée dans la stimulation des lymphocytes Th1 et 

stimule la production d’IFNγ. Ainsi, lors d’une infection associée à des lésions tissulaires, les cytokines 

pro-inflammatoires participent à la communication entre les cellules immunitaires pour restaurer 

l’homéostasie. Elles peuvent également entrer dans la circulation sanguine pour participer à 

l’activation et au recrutement des cellules de l’immunité. Ces cytokines sont donc des acteurs clés de 

la réponse inflammatoire aiguë. Cependant, un excès de ces dernières participe à la genèse d’une 

inflammation chronique associée à de nombreuses pathologies.  

Pour contrer les effets délétères des cytokines pro-inflammatoires, des cytokines anti-

inflammatoires sont produites (Corwin, 2000; Liu et al., 2021).  L’IL-10 est connue comme la cytokine 
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anti-inflammatoire la plus importante. Par sa fixation à son récepteur hétéro-tétramérique (IL-10R) 

principalement présent sur les macrophages, les lymphocytes et les cellules dendritiques, l’IL-10 induit 

une transduction de signal par les voies JAK1/Tyk3 et STAT3 inhibant la voie des MAP kinases et de 

NFκB à l’origine de l’expression des cytokines pro-inflammatoires, entrainant donc la diminution de 

leur synthèse. De plus, STAT3 favorise la production de l’antagoniste du récepteur de l’IL-1 qui entre 

en compétition avec l’IL-1β pour inhiber son action (Ouyang and O’Garra, 2019). L’IL-4 peut également 

inhiber les cytokines dérivées des macrophages, mais elle est surtout impliquée dans la réponse des 

lymphocytes Th2. Elle possède le même récepteur que l’IL-13 et ces deux cytokines possèdent 

également des homologies de séquences. La différence majeure entre ces dernières est que l’IL-13 est 

produite par les lymphocytes T, mais n’a pas d’effet sur leur fonction (elle agit essentiellement sur les 

monocytes). Le TGF-β présente des propriétés immunorégulatrices sur la prolifération et la 

différenciation cellulaire de même que sur la formation de la matrice extracellulaire. Enfin l’IL-6 est 

aujourd’hui considérée comme une cytokine pouvant présenter un potentiel anti-inflammatoire en 

jouant sur la synthèse des cytokines pro-inflammatoires (TNFα et IL-1β) et anti-inflammatoires (IL-10 

et TGFβ). Certaines de ces cytokines anti-inflammatoires sont utilisées comme traitement 

thérapeutique dans des maladies inflammatoires chroniques (Opal and DePalo, 2000). 

Ainsi, la balance entre la sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires permet de mener à 

bien les réactions inflammatoires pour maintenir l’homéostasie. Mais l’effet d’une cytokine dépend de 

différents facteurs comme la cinétique de sa libération dans le milieu, du milieu dans lequel elle est 

synthétisée ou encore des éléments synergiques présents. C’est pourquoi il reste difficile de trancher 

sur les effets pro ou anti-inflammatoires de certaines cytokines.   

 

II. L’interleukine 34  
L’interleukine 34 (IL-34) a été découverte en 2008 et décrite comme présentant les capacités 

d’induire la prolifération et la différentiation des monocytes par sa fixation au récepteur du M-CSF (ou 

CSF-1), le CD115 (ou CSF1R) (Lin et al., 2008). Sa liaison similaire à celle du M-CSF sur le récepteur a 

été confirmée quelques années plus tard par la comparaison d’un modèle murin invalidé pour le M-

CSF (Souris CSF1op/CSF1op) à des souris invalidées pour le récepteur CD115 (souris CSF1R-/CSF1R-). Les 

souris déficientes pour le M-CSF présentaient une réduction des macrophages tissulaires, une fertilité 

altérée, un développement neuronal retardé et ces souris étaient ostéopétrotiques. Les souris 

invalidées pour le récepteur CD115 présentaient le même phénotype mais avec des conséquences plus 

sévères qui ne se dissipaient pas avec l’âge à l’inverse des souris déficientes pour le M-CSF suggérant 

donc une activation indépendante du facteur de croissance dû à un autre signal cytokinique (Dai et al., 

2002).  
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Le gène de l’Il34 est localisé sur le chromosome 16q22.1 chez l’Homme et 8E1 chez la souris. 

Cette cytokine de 39 kDa est conservée entre les espèces avec une homologie de 99,6% avec le 

chimpanzé, 72% avec le rat et 71% avec la souris. L’expression de son ARN est retrouvée dans de 

nombreux tissus ce qui suggère un rôle prépondérant de la cytokine dans le système de régulation des 

monocytes au niveau local (Lin et al., 2008). C’est une protéine hélicoïdale à chaine courte N-glycosylée 

composée de 242 acides aminés sous sa forme mature (235 chez la souris) (Lin et al., 2008). Les 182 

premiers acides aminés vont présenter des sites de N-glycosylation tandis que les derniers résidus 

composants la partie C-terminale forment des séquences flexibles de type mucine riches en sites de O 

glycosylation (Cf figure 7). Au niveau structurel, l’IL-34 se présente sous la forme de 4 hélices α 

antiparallèles avec deux hélices additionnelles. Les hélices sont connectées entre elles grâce à la 

présence de deux feuillets β. Afin de se lier au récepteur, la cytokine possède également des extensions 

terminales uniques (Baghdadi et al., 2018; Felix et al., 2013; Liu et al., 2012; X. Ma et al., 2012). (Cf 

figure 7)  

 

Figure 7 : Structure de l’Interleukine 34. (A) Structure primaire de l’IL-34. (B) Représentation en ruban 

de l’IL-34 dimérique. Adapté de (Nakamichi et al., 2013). 

 

1. Les récepteurs de l’IL-34 

a. CD115 

Le récepteur CD115 premièrement décrit comme récepteur de l’IL-34 est un récepteur de type 

tyrosine kinase qui appartient à la famille des facteurs de croissance dérivés des plaquettes (Platelet-

Derived Growth factor ou PDGF). C’est le principal récepteur pour l’IL-34 et il est exprimé par les 
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cellules myéloïdes (Stanley and Chitu, 2014). Il a tout d’abord été identifié comme capable de lier le 

facteur de stimulation des colonies de macrophages (Macophage colony-stimulating factor ou M-CSF). 

Des analyses structurelles sur la fixation respective des deux cytokines sur CD115 ont montré des 

liaisons de haute affinité, mais présentant quelques différences. Deux promoteurs de l’IL-34 vont 

former un dimère au niveau de l’extrémité la plus fine de leurs faisceaux hélicoïdaux pour se lier à deux 

copies du récepteur CD115. La liaison de l’IL-34 sur CD115 active un certain nombre de voies de 

signalisation telles que la voie STAT3, JAK, PI3/AKT, MAPK, NFκB, JNK et ERK 1/2 (Baud’Huin et al., 

2010; Boulakirba et al., 2018; Chihara et al., 2010; Zhou et al., 2018) (Cf figure 8). L’analyse de la liaison 

IL-34/CD115 montre qu’elle est dépendante d’interactions hydrophobes au niveau des domaines 

immunoglobulines D2 et D3 du récepteur tandis que la liaison M-CSF/CD115 présente des interactions 

qui seront plutôt hydrophiles (Baghdadi et al., 2018; Liu et al., 2012; X. Ma et al., 2012). Ces interactions 

hydrophobes entraînent une dissociation plus lente de la cytokine et donc un contact plus fort 

favorisant un signal transmembranaire plus long (Baghdadi et al., 2018).  Cependant, la liaison des deux 

cytokines induit une activité biologique similaire (Felix et al., 2013; X. Ma et al., 2012). Malgré cette 

activité biologique similaire, l’IL-34 est produite dans des régions où le M-CSF est peu présent 

suggérant des rôles propres de la cytokine pouvant être la conséquence de la fixation de l’IL-34 sur 

d’autres récepteurs.    

  

b. PTPζ :  

En lien avec l’expression de l’IL-34 dans le cerveau, une étude a cherché à identifier la présence 

d’un autre récepteur au niveau local. L’analyse de l’interaction de l’IL-34 avec des lysats membranaires 

de cerveau de souris de même qu’avec une lignée de cellules humaines de glioblastomes n’exprimant 

pas CD115 a permis d’identifier une fixation d’IL-34 sur le récepteur protéique de type tyrosine 

phosphatase zêta (Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta ou PTPζ) (Nandi et al., 2013). Ce 

récepteur membranaire est un protéoglycane de type sulfate de chondroïtine et sa liaison à l’IL-34 va 

être dépendante de la présence des chaines de glycosaminoglycane (GAG). Cette interaction entraîne 

une augmentation de la phosphorylation des protéines en aval de PTPζ telles que FAK et paxilline ce 

qui suggère que l’IL-34 inhibe l’activité phosphatase du récepteur (Nandi et al., 2013) (Cf figure 8). Plus 

récemment, l’ARNm de PTPζ a été isolé dans le côlon de sujets sains et de patients atteints de maladie 

inflammatoire de l’intestin (MICI). Cette expression est corrélée à l’expression de l’IL-34, du M-CSF et 

de CD115 chez les patients atteints de MICI (Zwicker et al., 2016). De la même façon, une étude sur un 

modèle murin de lupus montre une expression de PTPζ par les cellules rénales intrinsèques 

augmentant avec la progression de la maladie et corrélée à une augmentation d’expression de CD115 

(Baghdadi et al., 2018; Wada et al., 2019; R. Zhou et al., 2016).  
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c. SDC1 :  

Récemment, le protéoglycane à base de sulfate d’héparane syndécan 1 (SDC1 ou CD138) a été 

identifié comme un corécepteur de CD115 capable de moduler l’activité de l’IL-34 (Segaliny et al., 2015, 

p. 1). SCD1 est un protéoglycane transmembranaire impliqué dans la viabilité des cellules, dans des 

processus d’angiogenèse et dans l’adhésion cellulaire (Teng et al., 2012).  Tout comme son interaction 

avec PTPζ, les chondroïtines sulfates de SDC1 vont réguler l’activité biologique de l’IL-34. Segaliny et 

coll ont montré un rôle modulateur de SDC1 sur la signalisation de l’IL-34 par CD115 dans une lignée 

monocytaire. Ainsi, un niveau faible de SDC1 est associé à une séquestration de l’IL-34 au niveau 

membranaire ce qui limite son interaction avec CD115. A l’inverse, la surexpression de SDC1 est 

associée à une phosphorylation renforcée de CD115 induite par l’interaction avec l’IL-34. Le rôle de 

l’IL-34 sur la migration des cellules monocytaire THP-1 et des macrophages différenciés M2 est 

dépendante de SDC1 qui une fois inhibé bloque ce processus (Segaliny et al., 2015, p. 1). Néanmoins, 

l’objectivation que ces phénomènes se produisent in vivo n’est pour le moment pas faite. (Cf figure 8) 

 

 

Figure 8 : Les voies de signalisations induites par l’IL-34. L’IL-34 sécrétée se lie au domaine 

extracellulaire de PTPζ et CD115 ainsi qu’aux chaines de chondroïtine sulfate de syndecan 1 entraînant 

l’activation de différentes voies de signalisations qui régulent des fonctions cellulaires majeures telles 

que la prolifération, la survie, le métabolisme, l’expression de cytokines/chimiokines de même que 
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l’adhésion cellulaire et la migration. Adapté de (Baghadadi et al, JLB, 2018 ; Zhou et al, Immunology, 

2016 ; Munoz-Garcia et al, Theranostics, 2021). 

 

2. Expression tissulaire de l’IL-34 

L’IL-34 tout comme sa cytokine jumelle M-CSF est exprimée dans une grande variété de tissus en 

condition physiologique. L’expression la plus élevée en ARNm est retrouvée dans la peau et dans le 

cerveau où l’IL-34 est produite par les kératinocytes et les neurones respectivement (Wang et al., 

2012). Le gène de l’Il34 est en outre exprimé dans la rate, le cœur, les poumons, le foie, les reins et les 

testicules que ce soit chez l’homme ou la souris (Lin et al., 2008; Lelios et al., 2020; Masteller and 

Wong, 2014). Dans ces tissus, l’IL-34 sera produite par différents types cellulaires tels que les 

fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales ou les lymphocytes Tregs (Baghdadi et 

al., 2018; Lelios et al., 2020; Muñoz-Garcia et al., 2021). Les cellules exprimant l’ARNm du gène de l’Il34 

sont différentes des cellules exprimant l’ARNm du gène du M-CSF supportant l’idée que même si ces 

cytokines jumelles partagent le même récepteur, elles ont un rôle différent, entre autre décrit 

partiellement pour les populations tissulaires macrophagiques (Freuchet et al., 2021). 

 

3. IL-34 et différenciation des macrophages  

a. IL-34 et macrophages tissulaires  

L’étude du modèle murin invalidé pour le gène de l’IL-34 (souris IL-34lacZ/lacZ) a permis 

d’identifier les sources majeures d’IL-34 au niveau de l’organisme (Wang et al., 2012). En l’absence 

d’IL-34, la microglie et les cellules de Langerhans présentent des populations nettement diminuées 

chez la souris à l’âge adulte. Ces résultats ont également été montrés par des analyses histologiques 

chez l’humain (Greter et al., 2012). L’IL-34 associée au GM-CSF est capable d’induire la différenciation 

de monocytes sanguins en cellules microgliales à la différence du M-CSF confirmant le rôle essentiel 

de l’IL-34 dans le développement de la microglie (Ohgidani et al., 2014).  Néanmoins, l’IL-34 n’est pas 

essentielle à l’influx de monocytes dans l’épiderme pendant l’inflammation. Cependant, sa présence 

est nécessaire pour leur maintenance dans le tissu (Greter et al., 2012; Y. Wang et al., 2016).  

Au niveau osseux, l’IL-34 peut substituer le M-CSF dans la différenciation des ostéoclastes. 

L’identification de son expression dans des tumeurs osseuses humaines ainsi que l’observation du 

phénotype restauré au niveau osseux chez les souris CSF1op/CSF1op (invalidées pour le M-CSF) ont 

poussé à l’analyse de son rôle dans l’ostéoclastogenèse. L’IL-34 est donc capable de se substituer au 

M-CSF dans la différenciation des ostéoclastes induite par RANKL in vitro chez l’homme et la souris 

(Baud’Huin et al., 2010) (Cf figure 9). Une autre étude sur le modèle de souris CSF1op/CSF1op a montré 
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que la forte expression d’IL-34 dans la rate était impliquée dans le maintien des précurseurs 

d’ostéoclastes. Ces derniers sont ensuite libérés dans la circulation sous l’action du VEGF pour 

atteindre les os et se différencier en ostéoclastes. Ces observations appuient également le rôle 

redondant de l’IL-34 sur la différentiation des ostéoclastes et leur restauration chez les souris 

CSF1op/CSF1op en vieillissant (Nakamichi et al., 2012). Cette expression d’IL-34 chez les souris 

CSF1op/CSF1op est favorisée au niveau de la rate et des os par l’analogue de la vitamine D, un régulateur 

de l’homéostasie calcique (Nakamichi et al., 2012).  Dans un contexte pathologique de parodontite, 

l’IL-1β et le TNFα stimulent la production d’IL-34 par les fibroblastes gingivaux favorisant 

l’inflammation locale par l’activation de l’ostéoclastogenèse (Boström and Lundberg, 2013). Le TNFα 

est également capable d’induire l’expression de l’IL-34 en activant la voie NFκB dans une lignée murine 

de cellules ostéoblastiques (YU et al., 2014). Malgré son rôle majeur dans le développement et la 

maintenance de la microglie et des cellules de Langerhans, l’IL-34 joue un rôle non redondant dans le 

remodelage osseux.   

 

b. IL-34 et polarisation macrophagique 

Les monocytes humains cultivés en présence d’IL-34 ou de M-CSF présentent un profil similaire de 

macrophages immunorégulateurs M2 associés à une forte production d’IL-10 et une production 

diminuée d’IL-12 (Foucher et al., 2013) (Cf figure 9). Le GM-CSF et l’IFNγ ont la capacité de contrer les 

effets de l’IL-34 sur la génération de macrophages immunosuppresseurs (Foucher et al., 2013). Des 

études complémentaires ont cherché à identifier des différences dans le sécrétome ou le profil 

transcriptionnel des macrophages différenciés en présence d’IL-34 ou de M-CSF. Les résultats 

confirment une capacité de polarisation en macrophages immunorégulateurs similaire entre le M-CSF 

et l’IL-34 (Barve et al., 2013; Boulakirba et al., 2018). Les propriétés immunorégulatrices de l’IL-34 par 

l’intermédiaire de la polarisation des macrophages sont retrouvées notamment dans la tolérance 

immunitaire placentaire chez les femmes enceintes (Lindau et al., 2018). Une étude sur des lignées 

leucémiques exprimant le récepteur CD115 a montré que l’IL-34 était également capable d’induire la 

différenciation de ces cellules vers un profil de cellules myéloïdes par l’expression de marqueurs 

spécifiques (CD14, CD68) et par l’apparition de fonctions biologiques telle que l’endocytose (Booker et 

al., 2015) . 

 

c. Rôle de l’IL-34 sur les TAMs  

Les macrophages associés aux tumeurs (Tumor Associated Macrophages ou TAM) sont impliqués 

dans l’immunosuppression retrouvée au niveau du microenvironnement des tumeurs (Mantovani et 

al., 2022). L’IL-34 de par son rôle dans la polarisation des macrophages M2 a été identifiée comme 
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jouant un rôle sur le recrutement et la polarisation des TAMs (Cf figure 9). L’IL-34 est produite par un 

grand nombre de cellules tumorales : cellules de l’ostéosarcome, cellules cancéreuses pulmonaires, 

cellules du cancer colorectal, cellules cancéreuses du sein, de l’ovaire ou encore du colon (Franzè et 

al., 2020b).  Segaliny et al ont montré que les cytokines pro-inflammatoires favorisent la production 

d’IL-34 par les cellules d’ostéosarcome. Une fois sécrétée, la cytokine contribue à la formation de néo-

vaisseaux et induit le recrutement et la différentiation de macrophages présentant un profil M2 

(Ségaliny et al., 2015). De la même façon, l’étude de l’implication de microARN (miRNA) dans 

l’hépatocarcinome a identifié le gène de l’Il34 comme cible privilégiée de miR-28-5p. La répression de 

miR-28-5p dans les cellules tumorales induit une surexpression de l’IL-34 qui va favoriser l’infiltration 

des TAMs. A leur tour, les TAMs recrutés agissent comme un rétrocontrôle sur la progression de 

l’hépatocarcinome (S.-L. Zhou et al., 2016). Dans le contexte de tumeur pulmonaire, les TAMs recrutés 

par l’IL-34 produite en amont par les cellules chimiorésistantes favorisent leur survie et la progression 

tumorale (Baghdadi et al., 2016). De la même façon que pour les TAMs, l’augmentation d’expression 

de l’IL-34 est associée à un mauvais pronostic comme chez les patients atteints d’un cancer colorectal 

(Kajihara et al., 2020). Ce rôle de l’IL-34 a également été observé dans le cancer du sein (Kajihara et al., 

2020; Poudel et al., 2021), de l’ovaire (Endo et al., 2020) ou du colon (Franzè et al., 2018). Dans un 

contexte cancéreux, l’IL-34 apparaît comme une cytokine pro-tumorale qui accroît les fonctions 

immunosuppressives des TAMs.  

 

d. IL-34 et cellules T 

Les lymphocytes T CD4+ mémoires sont des cellules plastiques qui adaptent leur phénotype selon 

l’environnement local. Foucher et coll. ont cherché à évaluer la capacité des macrophages différenciés 

en présence de M-CSF ou d’IL-34, ainsi que des TAM isolés du cancer de l’ovaire à moduler la 

polarisation des lymphocytes T CD4+ mémoires humains.  La coculture de ces lymphocytes avec des 

macrophages différenciés en présence de M-CSF ou d’IL-34 (M-CSF-M et IL-34-Mϕ) ou des TAMs 

induit la polarisation de lymphocytes T en lymphocytes Th17 (Cf figure 9). Ces lymphocytes Th17 

présentent un phénotype conventionnel pro-inflammatoire. Cette polarisation est induite par 

l’expression membranaire de l’IL-1α par les M-CSF-Mϕ, les IL-34-M et les TAMs (Foucher et al., 2015). 

Bézie et coll. ont quant à eux montré que l’IL-34 que ce soit chez la souris ou chez l’homme est une 

cytokine spécifique des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui in vitro favorise leur expansion en 

présence de macrophages (Bézie et al., 2020, 2015) (Cf figure 9). En outre, l’injection de Treg CD4+ issus 

de souris déficientes en IL-34 (IL-34-/-) dans différents modèles d’auto-immunité ou de tolérance n’est 

pas protectrice comparativement aux Tregs CD4+ issus de souris sauvages montrant donc le rôle 
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important de l’IL-34 sur les fonctions immunorégulatrices des lymphocytes T régulateurs (Freuchet et 

al., 2022).  

 

Figure 9 : Rôle direct et indirect de l’IL-34 au niveau cellulaire. L’IL-34 se lie à son récepteur CD115 

pour induire la différentiation des monocytes en macrophages immunorégulateurs. Dans le 

microenvironnement tumoral (MET), ce rôle participe à l’accumulation des macrophages associés aux 

tumeurs (TAMs). Les macrophages de type M2 et les TAMs différenciés sous IL-34 participent à la 

différentiation des lymphocytes T de type Th17. Les macrophages M2 peuvent également induire la 

polarisation des lymphocytes T de type Treg qui eux-mêmes produisent de l’IL-34. Parallèlement, l’IL-

34 peut favoriser la différentiation des ostéoclastes.  

 

4. L’IL-34 en conditions pathologiques  

a. L’IL-34 et maladies neurologiques   

En raison de la production localisée d’IL-34 dans le cerveau, des recherches ont été menées 

afin d’évaluer le rôle de cette cytokine sur les fonctions de la microglie dans différents contextes de 

maladies neurologiques. Le peptide amyloïde oligomérique (oAβ) a des propriétés toxiques directes 

dans la maladie d’Alzheimer notamment par la production neuronale d’espèces réactive de l’oxygène 

(Reactive oxygen species ou ROS). En présence d’IL-34, in vitro la microglie favorise l’élimination des 

dépôts d’oAβ par l’expression de l’enzyme antioxydante HO-1 (heme oygenase 1) qui diminue le stress 

oxydatif. De la même façon, dans un modèle murin de maladie d’Alzheimer, le traitement par l’IL-34 
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favorise l’activité des enzymes IDE (Insulin-degrading enzyme) et HO-1 et reproduit les effets 

bénéfiques observés in vitro (Mizuno et al., 2011). L’IL-34 entraîne également la production de TGF-β 

par la microglie qui participe à la baisse de la neurotoxicité d’oAβ in vitro (D. Ma et al., 2012). Les effets 

immunorégulateurs de l’IL-34 au niveau cérébral ont aussi été mis en évidence dans une étude sur la 

barrière hémato-encéphalique (BHE). L’ajout d’IL-34 sur une lignée murine de cellules endothéliales 

capillaires cérébrales augmente l’expression des protéines des jonctions serrées telles la claudine 5 et 

l’occludine qui sont sous exprimées en présence de cytokines pro-inflammatoires dans un contexte de 

désordre neuronal (Jin et al., 2014). 

D’autre part, l’agrégation de la protéine huntingtine mutée favorise l’expression d’IL-34 par les 

neurones en développement issus de cellules souches embryonnaires humaines in vitro. Cette 

protéine mutée (mHTTx1) est notamment utilisée dans des modèles murins de la maladie de 

Huntington. Khoshnan et al ont montré que la production d’IL-34 par les neurones en développement 

est induite par des agents de stress neuronal tels que l’étoposide qui induit des dommages à l’ADN en 

interagissant avec la topoisomérase II, la staurosporine qui est un inhibiteur de protéines kinases à 

large spectre ou la protéine mHTTx1. Également, le blocage de l’activité de la kinase IKKβ (inhibitor of 

nuclear factor kappa-B kinase sub-unit β) prévient les agrégats de la protéine huntingtine mutée et 

ainsi la production d’IL-34.  In vivo, cette production d’IL-34 favorise la dégénération induite par la 

protéine mHTTx1 suggérant que la cytokine est néfaste dans ce contexte de maladie 

neurodégénérative dépendante de l’expansion microgliale (Khoshnan et al., 2017). (Cf figure 10)  

 

b. L’IL-34 dans les maladies infectieuses  

L’augmentation d’expression de l’IL-34 dans un contexte infectieux a été observée pour la 

première fois en 2010 par Covaleda et al. dans la pathologie équine de l’anémie infectieuse provoquée 

par le virus de l’anémie infectieuse équine (EIVA). Les macrophages dérivés des monocytes équins 

présentent une surexpression de l’IL-34 suite à l’infection par le EIVA (Covaleda et al., 2010). De la 

même façon, dans une étude cherchant à différentier le profil phénotypique des macrophages 

différenciés en présence d’IL-34 ou de M-CSF, l’IL-34 a été identifiée comme une cytokine favorisant 

la réplication du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) dans les macrophages par une activation 

plus forte des voies de signalisation en aval de sa fixation sur CD115 (Chihara et al., 2010). In vitro, une 

étude a également montré que l’IL-34 favorise la réplication du VIH dans la microglie par 

l’intermédiaire de sa fixation sur le récepteur CD115  (Gerngross and Fischer, 2015). Le VIH peut être 

responsable d’anomalies cognitives appelées désordres neurocognitifs associés au VIH (HAND) où la 

microglie et les macrophages périphériques participent à la progression de la maladie. En lien avec ces 

symptômes, dans un modèle de primate infecté par le virus de l’immunodéficience simienne (SIV), l’IL-
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34 a été identifiée dans le parenchyme cérébral corroborant les effets de l’IL-34 sur la microglie dans 

un contexte d’infection par le VIH (Gerngross et al., 2015).  

L’IL-34 a également été identifiée comme produite en excès par les hépatocytes de patients 

infectés par le virus de l’hépatite C (Hepatitis C virus ou HCV) contribuant à la polarisation des 

macrophages pro-fibrotiques (Preisser et al., 2014). L’augmentation d’IL-34 peut être de la même 

façon induite par l’IL-22 lors d’une infection par le virus de la grippe A (Influenza A virus IAV). En 

rétrocontrôle l’IL-34 atténue la production d’IL-22 impliquée dans la réponse immunitaire antivirale 

(Yu et al., 2015).  

 D’autre part, l’IL-34 a été rapportée comme pouvant être bénéfique dans certaines maladies 

infectieuses. Par exemple, chez des patients infectés par le virus de l’hépatite B (Hepatitis B virus ou 

HBV), l’IL-34 est retrouvée diminuée de façon significative dans le sérum ainsi que dans les PBMCs 

(Peripheral blood mononuclear cells) isolés. Cette diminution est inversement corrélée avec la quantité 

d’ADN viral et avec les marqueurs de lésions hépatiques. En outre, le traitement exogène par de l’IL-

34 dans un modèle de souris et in vitro inhibe la réplication du virus  suggérant un effet protecteur de 

la cytokine (Cheng et al., 2017). Dans un modèle d’infection par FV3 (frog virus 3) chez les amphibiens 

(Xenopus laevis), Grayfer et Robert ont montré que l’injection d’IL-34 comparativement au M-CSF 

favorise la survie des animaux. Les macrophages des amphibiens différenciés en présence d’IL-34 ont 

une activité antivirale plus importante que les Mϕ-M-CSF. Cette activité antivirale est caractérisée par 

une expression plus forte du gène de l’IFN de type 1 et par une production de ROS (Grayfer and Robert, 

2015, 2014).  

L’IL-34 a également été retrouvée augmentée dans les kératinocytes lors d’une infection 

fongique par Candida Albicans. La cytokine inhibe la production de TNFα par les macrophages de type 

M1 après stimulation par Candida. Cette inhibition est associée à une diminution d’expression de TLR2 

et Dectine 1 par les macrophages de type M1 suggérant que l’IL-34 produite de façon constitutive par 

les kératinocytes de la peau régule l’inflammation induite par la colonisation de Candida (Xu et al., 

2015). De plus, le rôle protecteur de l’IL-34 a été mentionné dans un contexte de sepsis où le taux 

sérique de la cytokine est augmenté chez les patients septiques de même que chez les souris après 

induction du sepsis par ponction et ligature caecale (Cecal ligature and puncture ou CLP). Dans ce 

modèle, l’administration d’IL-34 améliore la survie des souris. À l’inverse, après l’induction du sepsis, 

l’injection d’un anticorps (Ac) neutralisation l’IL-34 diminue significativement la survie des souris 

suggérant un rôle prépondérant de la cytokine (Lin et al., 2018). 

 L’action bénéfique ou néfaste de l’IL-34 semble donc être dépendante du pathogène et de 

l’implication des macrophages, cibles privilégiés de la cytokine.  
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c. L’IL-34 et la tolérance  

L’enjeu majeur d’une transplantation d’organe est d’éviter le rejet de greffe par le receveur. 

Ce rejet est médié par le système immunitaire qui reconnaît les antigènes (Ag) du donneur comme 

molécule étrangère et qui induit donc une réaction immunitaire détruisant le greffon notamment par 

l’activation des lymphocytes T effecteurs. Pour lutter contre ce phénomène, l’utilisation 

d’immunosuppresseurs est nécessaire chez les patients greffés. La différentiation des lymphocytes T 

régulateurs (Treg) a été identifiée comme bénéfique dans la médiation de la tolérance.  Dans ce 

contexte, l’IL-34 a été identifiée comme étant produite par les lymphocytes Treg activés chez l’homme 

(CD4+ et CD8+ FOXP3+CD45RClo) et le rat (CD8+CD45RClo) (Cf figure 9). Bézie et coll. ont montré dans un 

modèle d’allogreffe chez le rat que le traitement par des injections d’IL-34 associé à un 

immunosuppresseur favorise la tolérance par l’activation des Treg FOXP3+ CD4+ et CD8+ qui modulent 

notamment la différentiation et l’activité des monocytes recrutés (Bézie et al., 2015). Dans un modèle 

de maladie du greffon contre l’hôte (Graft-versus-host disease ou GVHD) induit par l’injection de 

PBMCs humains chez des souris humanisées immunodéficientes (NOD scid gamma mice ou NSG), le 

traitement combiné d’IL-34 et d’un Ac déplétant les lymphocytes T conventionnels diminue la 

mortalité des souris traitées de 66% (Bézie et al., 2020). L’injection des Tregs FOXP3+ CD8+ humains 

différenciés en présence des Mϕ-IL-34 retarde également la perte de poids et la mort des souris (Bézie 

et al., 2020). Chez les souris invalidées pour le gène de l’Il34 (IL-34-/-), l’injection d’IL-34 associée à un 

immunosuppresseur retarde l’auto-immunité observée chez les souris IL-34-/- contrôles (présence 

d’autoanticorps) (Freuchet et al., 2022). Enfin, dans un contexte de greffe rénale, les patients avec des 

taux élevés d’IL-34 dans le sérum avant l’intervention présentaient un temps sans rejet du greffon plus 

long (Freuchet et al., 2022). L’IL-34 est une cytokine impliquée dans la tolérance immunitaire.  

 

d. L’IL-34 dans les maladies auto-immunes  

La première pathologie auto-immune pour laquelle l’IL-34 a été décrite comme jouant un rôle 

néfaste est l’arthrite rhumatoïde (Rhumatoid arthritis ou RA). Cette maladie auto-immune se 

caractérise par une inflammation du tissu synovial entraînant une destruction du cartilage et des os 

(Chemel et al., 2012). Les dosages sériques chez les patients atteints de RA ont montré une élévation 

significative d’IL-34 comparativement aux sujets sains (Chang et al., 2015 ; Chemel et al., 2012; Moon 

et al., 2013; Tian et al., 2013; Wang et al., 2017). La production d’IL-34 est corrélée positivement à 

l’augmentation des facteurs inflammatoires et à la progression de la maladie (Chang et al., 2015; Tian 

et al., 2013). Cette surexpression de la cytokine est induite par les fibroblastes synoviaux après 

stimulation par les cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL-1β (Chemel et al., 2012; Wang et al., 2017). 

Une fois produite, l’IL-34 entraîne à son tour la production d’IL-6, une cytokine impliquée dans la 
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génération de lymphocytes Th17, par les fibroblastes synoviaux et par les monocytes de patients 

atteints de RA, vecteurs de la destruction du cartilage (Wang et al., 2018, 2017). L’élévation d’IL-34 est 

également retrouvée localement dans la maladie de Gougerot-Sjögren. Cette maladie auto-immune 

est associée à une forte production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules épithéliales au 

niveau des glandes salivaires induisant un fort recrutement de lymphocytes. Wang et coll. ont identifié 

une production d’IL-34 par les cellules épithéliales des glandes salivaires associée à une surexpression 

d’IL-1β, de TNFα et d’IL-17. L’IL-34 jouerait un rôle direct dans la différentiation de monocytes pro-

inflammatoires induisant la polarisation des lymphocytes Th17 (Ciccia et al., 2013). De la même façon, 

la recherche de biomarqueurs dans le lupus érythémateux systémique (LES) a identifié une 

augmentation sérique d’IL-34 chez les patients atteints qui corrèle avec l’index d’activité de la maladie 

(SLEDAI) (Wang et al., 2016 ; Xie et al., 2018). (Cf figure 10) 

 

e.  L’IL-34 dans les maladies inflammatoires chroniques  

De nombreuses études cliniques ont mis en évidence une augmentation de l’IL-34 circulante 

en conditions pathologiques inflammatoires et ont cherché à identifier si cette augmentation de 

production était bénéfique ou néfaste et quel rôle jouait l’IL-34 dans ce contexte.  

  

i. Maladies inflammatoires de l’intestin  

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) comprennent la maladie de Crohn 

et la rectocolite hémorragique (RHC) et sont caractérisées par l’inflammation d’une partie du tube 

digestif, due à une dérégulation du système immunitaire (Franzè et al., 2015). Les cellules 

mononucléaires de la lamina propria (Lamina propria mononuclear cell ou LPMC) issues du colon de 

patients atteints de MICI présentent une surexpression d’IL-34 comparativement à des sujets sains. 

Cette production d’IL-34 est induite par le TNFα ainsi que par l’activation de différents TLRs par leurs 

ligands tels que les motifs CpG, le peptidoglycane (PGN) et favorise par conséquent la synthèse d’IL-6 

et de TNFα par les LPMCs. Franzè et al. ont également montré que la neutralisation de l’IL-34 diminuait 

la production de la chimiokine CCL20 par les cellules issues de biopsies de patients atteints de MICI 

(Franzè et al., 2016).  Les patients en stades tardifs de MICI présentent un développement de fibrose 

au niveau intestinal. Il a récemment été montré que l’IL-34 agit comme un facteur pro-fibrotique 

favorisant la production de facteurs de collagène par les fibroblastes intestinaux (Franzè et al., 2020a). 

L’IL-34 semble agir comme un facteur pro-inflammatoire et pro-fibrotique dans les MICI (Cf figure 10). 
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ii. Inflammation rénale 

Dans un modèle murin d’ischémie reperfusion (I/R), une surexpression d’IL-34 a été identifiée 

par les cellules épithéliales tubulaires rénales (Tubular epithelial cell ou TEC). Ce modèle entraîne des 

lésions rénales aigues puis des maladies rénales chroniques par la suite. Une expression séquentielle 

des deux récepteurs CD115 et PTP-ζ est observée après l’induction de l’I/R par ces cellules rénales. 

L’expression de PTPζ et sa liaison à l’IL-34 est observée uniquement au stade chronique de la maladie 

suggérant un rétrocontrôle de la cytokine au niveau local. La mise en place du modèle I/R chez des 

souris IL-34-/- a mis en évidence le rôle de l’IL-34 dans l’inflammation rénale. L’IL-34 favorise 

l’accumulation des macrophages localement et la prolifération des cellules myéloïdes à partir de la 

moelle osseuse par l’intermédiaire de chimiokines produites au niveau des reins telles que CCL2. De 

façon intéressante, le M-CSF ne compense pas l’absence d’IL-34 chez les souris après l’I/R suggérant 

un rôle non redondant de l’IL-34 dans l’inflammation chronique rénale (Baek et al., 2015). (Cf figure 

10) 

 

iii. Fibrose hépatique  

Le développement d’une fibrose hépatique fait suite à des lésions hépatocellulaires d’origines 

diverses : infectieuses, médicamenteuses ou encore suite à des maladies congénitales. La fibrose 

hépatique se traduit par l’accumulation de tissus conjonctifs suite à une cicatrisation excessive 

conduisant à une activation et une transformation des cellules stellaires hépatiques en 

myofibroblastes qui à leur tour sécrètent des composantes de la MEC (Krenkel and Tacke, 2017). Les 

macrophages tissulaires au profil immunorégulateur jouent un rôle prépondérant dans la fibrogenèse 

hépatique.  Au laboratoire, dans une étude sur la fibrose hépatique induite par le virus de l’hépatite C, 

Preisser et al. ont identifié une production locale d’IL-34 et de M-CSF par les hépatocytes chez les 

patients, responsable de l’élévation sérique des deux cytokines. Au niveau local, l’IL-34 et le M-CSF 

induisent la différentiation des macrophages pro-fibrotiques producteurs de facteurs tels que le PDGF, 

la galectine 3 et le TGF-β1 responsables de la différentiation des cellules hépatiques stellaires 

productrices du collagène. La production d’IFNγ par les NK initialement impliqués dans la destruction 

des myofibroblastes est également inhibée par ces macrophages pro-fibrotiques. L’IL-34 au même titre 

que le M-CSF est identifiée comme des facteurs pro-fibrotiques chez les patients infectés par le virus 

HCV (Preisser et al., 2014).  Plus récemment, une autre étude a identifié une production d’IL-34 par les 

fibroblastes hépatiques de patients souffrant d’une stéatose hépatique non alcoolique (Non-alcoholic 

steatohepatitis ou NASH). Les dosages sériques de l’IL-34 montrent une corrélation des taux de la 

cytokine au développement de la fibrose. Et, leur analyse de score pour l’identification de nouveaux 

biomarqueurs pour la fibrose identifient l’IL-34 comme le marqueur le plus prédictif de l’évolution de 
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la NASH comparativement au M-CSF ou encore au marqueur macrophagique soluble CD163 (Shoji et 

al., 2016). (Cf figure 10) 

 

iv. Endométriose  

L’endométriose une maladie gynécologique inflammatoire et chronique responsable de 

l’invasion d’organes par des cellules de l’endomètre en dehors de l’utérus. Différents organes peuvent 

être touchés engendrant des dysfonctionnements et pouvant entraîner une infertilité. Les facteurs 

inflammatoires tels que l’IL-17 participent à la pathogénèse en augmentant l’angiogenèse et la 

sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires. Des analyses sur l’expression d’IL-34 sur des 

échantillons de patientes atteintes d’endométriose ont identifié une augmentation de cette dernière. 

En complément, les cellules stromales endométriales (Endometrial stromal cell ou ESC) mises en 

culture en présence d’IL-34 croissent de façon dose-dépendante et surexpriment des facteurs tels que 

le VEGF (Vascular endothelial growth facor), ou les métalloprotéases MMP2 et MMP3. Cette 

production autocrine d’IL-34 est favorisée par la fixation de STAT sur son promoteur et induit 

l’expansion des cellules stromales par la fixation de la cytokine sur CD115. L’IL-34 joue donc un rôle 

prépondérant dans la prolifération et la migration des ESC dans l’endométriose (Lin et al., 2019).  Plus 

récemment, une corrélation entre l’augmentation d’IL-34 et du récepteur au chimiokine CX3 (CX3CR1) 

dans l’endomètre a été mise en évidence. In vitro, la différentiation des BMDMs (Bone marrow-derived 

macrophage) murins en présence d’IL-34 favorise un profil de macrophages exprimant fortement 

CX3CR1. Ces derniers favorisent la différentiation des myofibroblastes impliqués dans la fibrose 

endométriale (Wang et al., 2021).  L’IL-34 agit donc de façon directe sur les ESC, mais participe 

également à la différentiation des monocytes en macrophages pro-fibrotiques. (Cf figure 10) 

 

v. Maladies métaboliques  

Les macrophages du tissu adipeux sont des médiateurs importants de l’inflammation dans le 

tissu adipeux en situation d’obésité (leur rôle sera détaillé dans le chapitre 3).  En raison du rôle de l’IL-

34 sur la polarisation des macrophages, Chang et coll. ont recherché un rôle potentiel de l’IL-34 dans 

l’inflammation chronique chez des patientes obèses. L’augmentation sérique chez les patientes en 

situation d’obésité corrèle positivement avec différents marqueurs métaboliques tels que 

l’insulinémie à jeun, le niveau de leptine et la proportion du tissu adipeux blanc. Les adipocytes sont 

directement responsables de la production d’IL-34 qui est accrue en présence de cytokines pro-

inflammatoires ou de macrophages. Les adipocytes cultivés en présence de forte quantité d’IL-34 

n’absorbent plus le 2 déoxyglucose stimulé par l’insuline. L’IL-34, surexprimée en conditions d’obésité 
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jouerait donc un rôle sur la régulation de l’insuline dans le métabolisme lipidique indépendamment de 

son rôle sur les macrophages (Chang et al., 2014).  

L’obésité est un des facteurs de risque majeur pour le développement d’une résistance à 

l’insuline et d’un diabète de type 2 (DT2). Plusieurs analyses bio-informatiques ont cherché à identifier 

des facteurs de risques pour le développement d’un DT2. Une étude sur une cohorte américaine de 

patientes atteintes de DT2 a identifié des polymorphismes nucléotidiques (SNP) dans 8 régions 

géniques parmi lesquelles figurait le gène de l’Il34 (Below et al., 2011). De la même façon, dans une 

étude réalisée sur la population chinoise, quatre SNP sur le gène de l’Il34 ont été identifiés comme 

entrainant deux fois plus de risques de développer une néphropathie chez les patients atteints de DT2 

(Liao et al., 2014). Zorena et al. ont déterminé une valeur seuil pour les niveaux d’IL-34 comme une 

prédiction associée aux complications dans le DT2 (Zorena et al., 2016).  Récemment, l’analyse du rôle 

de l’IL-34 dans le DT2 a mis en évidence son augmentation dans la circulation chez les patients DT2 

corrélée à l’index de résistance à l’insuline (Mostafa et al., 2021). Une élévation sérique d’IL-34 est 

également observée dans une cohorte de femmes enceinte atteintes d’un diabète gestationnel 

associée à un taux de glucose élevé et une résistance à l’insuline (Piao et al., 2019).  (Cf figure 10) 
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Figure 10 : Résumé des actions de l’IL-34 en conditions pathologiques. L’IL-34 est une cytokine induite 

dans différentes maladies inflammatoires telles que les maladies neurologiques, les lésions cardiaques, 

la fibrose hépatique, les lésions rénales, les maladies inflammatoires de l’intestin, le lupus 

érythémateux systémique, la maladie de Sjögren, le diabète, l’obésité, l’endométriose et l’arthrite 

rhumatoïde. Réponse inflammatoire (RI), barrière hémato-encéphalique (BHE), cellules épithéliales 

tubulaires (TEC), macrophages (Mϕ), résistance à l’insuline (IR), les cellules mononucléaires de la 

lamina propria (LPMC), stéatose hépatique non alcoolique (NASH). Adapté de (Baghdadi et al., 2017). 
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III. Le pancréas et la régulation du glucose  

1. Physiologie du pancréas  

a. Morphologie du pancréas humain et murin  

Le pancréas est un organe glandulaire issu de l’endoderme de l’intestin primitif et qui se situe 

sur la paroi abdominale postérieure, dans le plan rétropéritonéal. Chez l’homme, le pancréas a un 

volume moyen de 72 cm3 et peut être divisé en 4 zones morphologiquement distinctes qui sont la tête, 

le coup, le corps et la queue (Henry et al., 2019). Il est composé d’une partie exocrine structurée en 

lobules et composée des cellules acineuses qui sécrètent le fluide digestif qui est déversé dans l’intestin 

(Jennings et al., 2015). Ce fluide contient principalement de l’eau, des ions bicarbonate, et des enzymes 

telles que l’amylase, la lipase et la trypsine. La partie endocrine du pancréas correspond aux îlots de 

Langerhans.  

Les îlots de Langerhans regroupent différents types cellulaires, chacun sécrétant des hormones 

impliquées dans la régulation de la glycémie (Jennings et al., 2015) : les cellules α sécrètent le glucagon, 

les cellules β sécrètent l’insuline, les cellules δ sécrètent la somatostatine, les cellules ε sécrètent la 

ghréline et les cellules γ le polypeptide pancréatique. Afin de pallier les difficultés à obtenir des 

échantillons de pancréas humains, la majorité des études reposent sur le modèle murin. Cependant, 

des différences morphologiques existent entre l’homme et la souris (Cf figure 11). Le pancréas murin, 

qui se présente sous forme diffuse au niveau du mésentère de l’intestin grêle, est composé de 3 lobes : 

le lobe duodénal, équivalent de la tête du pancréas chez l’homme, le lobe splénique, qui correspond 

au corps du pancréas humain, et le lobe gastrique qui s’apparente à la queue du pancréas humain. Ces 

différents lobes sont séparés par des tissus adipeux, conjonctifs et lymphatiques (Dolenšek et al., 

2015). 

La taille et la distribution des îlots de Langerhans sont similaires chez l’homme et la souris. Les 

cellules β sont majoritaires et représentent 50 à 70% des cellules totales de l’îlot chez l’homme et 60 

à 80% chez la souris. Les cellules α comptent pour 20 à 40% et 10 à 20% des cellules des îlots, 

respectivement chez l’homme et la souris. Les cellules δ et γ regroupent 10% de la totalité des cellules 

et 1% pour les cellules ε (Dolenšek et al., 2015). Chez la souris, les cellules β sont rassemblées en un 

noyau entourées par les autres types cellulaires qui s’organisent en manteau. Chez l’homme, les 

cellules β forment, dans les îlots, des grappes organisées autour des autres types cellulaires. 

Cependant, que ce soit chez l’homme ou la souris, l’architecture des îlots est hétérogène en fonction 

de leurs tailles ; plus l’îlot est grand et plus l’architecture sera complexe (Dolenšek et al., 2015). (Cf 

figure 11)  
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Figure 11 : Anatomie du pancréas humain et murin. (A) Le pancréas humain et les organes voisins. (C) 

Le pancréas murin et les organes voisins. Vue microscopique des îlots de Langerhans humains (B) et 

murins (D).  

 

b. Régulation de l’homéostasie du glucose par le pancréas endocrine 

Le principal rôle du pancréas endocrine est la régulation du taux de glucose sanguin qui doit 

être maintenu entre 4 et 6 mM. Cette régulation repose sur un équilibre entre la sécrétion d’insuline 

par les cellules β et celle de glucagon par les cellules α des îlots de Langerhans (Cf figure 12). Pendant 

le sommeil ou en période de jeûne, le glucagon induit la glycogénolyse (transformation du glycogène 

en glucose) et la néoglucogenèse (production de glucose à partir de substrats non-glucidiques tels que 

le pyruvate, le lactate ou le glycérol) dans le foie afin d’augmenter le taux de glucose sanguin. À 

l’inverse, suite à un important apport de glucose comme après les repas, les cellules β sécrètent 

l’insuline qui favorise l’absorption du glucose exogène par les tissus cibles comme les muscles ou le 

tissu adipeux, afin de maintenir des concentrations physiologiques de glucose dans l’organisme (Röder 

et al., 2016). Cet équilibre sécrétoire, qui permet de contrôler les stades d’hypo- et d’hyperglycémie, 

repose notamment sur la proportion élevée des cellules β productrices d’insuline, témoignant de 

l’importance métabolique de cette hormone.  
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Figure 12 : Régulation de la glycémie par les îlots pancréatiques. Les cellules β des îlots de Langerhans 

sécrètent l’insuline en réponse à une augmentation du taux de glucose dans le sang (hyperglycémie). 

L’insuline libérée dans le sang favorise l’absorption du glucose par les tissus cibles : foie, tissu adipeux 

et muscles.  A l’inverse, quand le taux de glucose sanguin est trop faible (hypoglycémie), les cellules α 

des îlots de Langerhans sécrètent le glucagon. Le glucagon stimule des voies de signalisation dans les 

tissus comme le foie favorisant la glycogénolyse et la néoglucogenèse. Adapté de (Pasquier, 2016) 

 

2. La cellule β du pancréas  

Les cellules β pancréatiques sont la composante principale des îlots de Langerhans chez toutes 

les espèces. Leur principale fonction est de détecter l’augmentation des concentrations sanguines de 

glucose et d’induire la sécrétion d’insuline. Cette détection repose sur l’expression du transporteur de 

glucose GLUT2. Après son internalisation, le glucose est phosphorylé par la glucokinase en glucose-6-

phosphate, favorisant la formation de pyruvate (processus de glycolyse) et l’activation du cycle Krebs 

dans les mitochondries (Cf figure 13). La métabolisation du glucose par les mitochondries entraîne une 

augmentation du ratio ATP/ADP induisant la fermeture des canaux potassiques dépendants de l’ATP 

et la dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation provoque, à son tour, l’ouverture des canaux 

calciques dépendants du voltage. L’apport de calcium entraîne finalement l’exocytose des granules 

d’insuline ; ce processus est régulé par les protéines de la famille SNARE qui jouent un rôle central dans 

la fusion des vésicules d’insuline avec la membrane plasmique (Röder et al., 2016).  
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Du fait de leur rôle majeur dans la régulation du métabolisme du glucose, les cellules β 

possèdent un certain nombre de récepteurs membranaires permettant de détecter les signaux 

environnementaux afin de moduler la sécrétion d’insuline, tels que le récepteur à l’insuline (insulin 

receptor ou InsR) ainsi que du récepteur à l’IGF-1 (insulin growth factor 1 receptor ou IGF-1R) impliqués 

dans la fonction et la croissance des cellules β. Ces voies de signalisation sont également contrôlées 

par l’EGFR (epithelial growth factor) (Stützer et al., 2012).  

La sécrétion d’insuline peut également être induite par d’autres médiateurs, tels que GLP1 

(glucagon like peptide 1) qui stimule la sécrétion d’insuline par augmentation des niveaux d’AMP 

cyclique (Cyclic adenosine monophosphate) de la même façon que la fixation des acides gras au niveau 

GPR40 (G-protein coupled receptor 40). A l’inverse, le récepteur adrénergique α inhibe la libération 

d’insuline par exocytose.  

Les cellules β sont étroitement liées les unes aux autres, favorisant les communications 

intercellulaires et facilitant la sécrétion d’insuline (Tokarz et al., 2018). Les cellules β expriment des 

molécules d’adhérence telles que la cadhérine E ou des molécules de la superfamille des 

immunoglobulines. La connexine 36, impliquée dans la formation des jonctions serrées entre les 

cellules β, favorise la coordination du signal calcique nécessaire à la synchronisation des cellules β. Le 

récepteur à l’éphrine A est impliqué dans la régulation paracrine de la sécrétion d’insuline (Stützer et 

al., 2012). 
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Figure 13 : Stimulation des cellules β pancréatiques et sécrétion d’insuline. Le glucose exogène est 

transporté dans la cellule β pancréatique par le transporteur GLUT2 où il est soumis à la glycolyse. 

L’élévation du niveau d’ATP par l’activation du cycle de Krebs dans les mitochondries altère le ratio 

ATP/ADP qui entraîne la fermeture des canaux potassiques (K+) sensibles à l’ATP. En conséquence, la 

membrane lipidique se dépolarise et les canaux calciques voltages dépendants s’ouvrent. 

L’augmentation du Ca2+ intracellulaire induit la fusion des granules d’insuline avec la membrane et la 

libération de l’hormone dans le milieu extracellulaire. Adapté de (Röder et al., 2016). 

 

3. L’insuline   

 Découverte en 1921, l’insuline est une hormone produite par les cellules β dans les îlots de 

Langerhans du pancréas endocrine. Elle est codée par le gène localisé sur le chromosome 11 chez 

l’homme (Tokarz et al., 2018). Chez la souris, il existe deux protéines d’insuline codées par deux gènes 

INS1 et INS2. INS2 présente une structure similaire à celle de l’homme (3 exons et 2 introns) alors 

qu’INS1 est composé uniquement de 2 exons et toute la séquence codante se localise dans l’exon 2 

(Irwin, 2021). Malgré ces différences de structure, les deux gènes sont exprimés de façon équivalente.  

 



41 
 

a. Synthèse de l’insuline  

La régulation de la production d’insuline par les cellules β est contrôlée essentiellement par le 

taux de glucose. L’augmentation du taux de glucose sanguin favorise la transcription du gène codant 

l’insuline qui est régulée par les facteurs de transcription Pdx1, Mafa et Neuro-D1 qui agissent de façon 

coordonnée et synergique. Ainsi, la présence de sites de liaison nommés A3, E1 et C1 sur le promoteur 

du gène vont permettre la liaison, respectivement, de Pdx1, Neuro-D1 et Mafa (Andrali et al., 2008). 

L’augmentation du taux de glucose module de façon différente ces trois facteurs de transcription. Une 

fois phosphorylé, Pdx1 va interagir avec différents coactivateurs lui permettant de se lier au domaine 

A3. Neuro-D1, initialement localisé dans le cytosol, sera transloqué dans le noyau suite à des 

glycosylations et des phosphorylations induites par l’apport de glucose. La transcription de Mafa est 

induite uniquement lorsqu’il y a une augmentation du glucose (Andrali et al., 2008). 

  La biosynthèse de l’insuline commence par la traduction de la préproinsuline, précurseur de 

110 acides aminés composée d’un peptide signal N-terminal, d’une chaîne B, d’un peptide C et d’une 

chaîne A au niveau C-terminal (Vasiljević et al., 2020) (Cf figure 14). Le peptide signal de la 

préproinsuline est clivé dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER), induisant la production de 

proinsuline ; ce clivage du peptide signal induit la formation de ponts disulfure entre la chaîne A et B 

(Tokarz et al., 2018; Vasiljević et al., 2020). La proinsuline est ensuite transportée dans l’appareil de 

Golgi où elle est stockée dans des granules sécrétoires. Finalement, le clivage du peptide C transforme 

la proinsuline en insuline composée uniquement des chaînes A et B. L’insuline mature est stockée dans 

les granules au niveau du cytoplasme dans l’attente de sa sécrétion pas exocytose (Tokarz et al., 2018; 

Vasiljević et al., 2020). Les granules d’insuline sont fixés au niveau de la membrane plasmatique grâce 

aux protéines SNARE. 

Lorsque les cellules β reçoivent un signal de sécrétion d’insuline, les granules sont libérées dans 

le tissu interstitiel du pancréas pour réguler l’apport alimentaire et l’augmentation du glucose sanguin 

(Vasiljević et al., 2020).  
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Figure 14 : Synthèse et sécrétion de l’insuline. L’ARNm de l’insuline est transcrit dans le noyau des 

cellules β pancréatiques puis traduit sous forme de préproinsuline dans le réticulum endoplasmique 

rugueux. Une fois transporté dans l’appareil de Golgi, le peptide signal est clivé pour donner forme à 

la proinsuline. La forme mature de l’insuline sera conservée dans des granules cytoplasmiques avant 

sa libération dans l’organisme. Adapté de (Tokarz et al., 2018; Vasiljević et al., 2020). 

 

b. Action de l’insuline sur les tissus cibles   

Le premier organe entrant en contact avec l’insuline après sa libération est le foie qui va 

consommer et éliminer une grande partie de l’insuline sécrétée (50 à 80%), agissant comme le premier 

régulateur de la concentration d’insuline sanguine. L’insuline favorise l’absorption du glucose par les 

hépatocytes qui sera converti en glycogène (glycogenèse), en acides gras ou en triglycérides (TG) 

(Rahman et al., 2021). L’insuline favorise la vasodilatation et donc son transport vers les muscles et le 

tissu adipeux. Le muscle squelettique est une des cibles majoritaires de l’insuline puisqu’il consomme 

près de 70% de la quantité totale de glucose pour assurer la production d’ATP nécessaire à sa fonction. 

L’insuline favorise également l’absorption du glucose et des acides gras dans le tissu adipeux et inhibe 

la lipolyse (Tokarz et al., 2018). Enfin, l’insuline peut également réguler les fonctions métaboliques de 
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nombreux autres types cellulaires, tels que les macrophages (Dror et al., 2017), les cellules β et les 

cellules endothéliales (Haeusler et al., 2018). 

 

c. La signalisation induite par l’insuline 

Le récepteur InsR ne participe pas seulement à la régulation du métabolisme, mais également 

à la croissance et la régulation du vieillissement. InsR appartient à une sous-famille de récepteurs à 

tyrosine kinase dont font également partie le récepteur IGF-1R et le récepteur lié à l’insuline (Insulin 

receptor-related receptor ou INSRR).  

Le récepteur InsR est composé de deux sous-unités α et β liées par un pont disulfure pour 

former un tétramère glycoprotéique. Il existe deux isoformes induites par un épissage alternatif de 

l’exon 11 : IR-A et IR-B (Forbes, 2023). La liaison de l’insuline à la sous-unité α du récepteur induit la 

phosphorylation de la sous-unité β et le changement conformationnel du récepteur nécessaire à son 

activation. Cette activation par autophosphorylation favorise le recrutement de substrats 

intracellulaires nécessaires à l’activation des voies de signalisation sous-jacentes (Cf figure 15). Parmi 

ces substrats intracellulaires, les mieux identifiés sont les protéines IRS (Insulin receptor substrate) et 

Shc (Src-homology-2) (Saltiel, 2021). Le recrutement des molécules IRS-1 et IRS-2 active la voie de 

signalisation PI3/Akt tandis que la phosphorylation de Shc active la voie de signalisation des MAPK 

(Forbes, 2023; Saltiel, 2021). L’action principale de l’insuline utilise la voie PI3K/Akt. L’insuline, par 

l’activation de la voie PI3K/Akt inhibe également la synthèse de glycogène et d’acide gras (Rahman et 

al., 2021).  L’activation de la voie des MAPK promeut la division cellulaire, la synthèse protéique et la 

croissance cellulaire (Rahman et al., 2021).  La phosphorylation d’Akt module la signalisation induite 

par le glucose en favorisant notamment la translocation du transporteur au glucose GLUT4 à la surface 

membranaire. Au stade basal, la moitié des transporteurs GLUT4 sont séquestrés dans des vésicules 

intracellulaires. L’insuline provoque l’expression de GLUT4 à la membrane plasmatique, facilitant 

l’entrée du glucose.  

Les réponses induites par l’insuline doivent être finement régulées pour maintenir 

l’homéostasie du glucose. Ainsi, une fois l’insuline dissociée, l’activation du récepteur de type tyrosine 

kinase est inhibée sous l’action des protéines phosphatases (PTPases).  
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Figure 15 : Activation de la signalisation induite par l’insuline. La liaison de l’insuline à son récepteur 

entraîne l’autophosphorylation de résidus tyrosines kinase spécifiques. Une fois activé, le récepteur à 

l’insuline recrute des protéines adaptatrices pour initier une cascade de phosphorylation entraînant 

l’activation et la répression d’un réseau protéique qui médient les effets de l’insuline sur la production 

du glucose, son utilisation et son absorption de même que la synthèse de glycogène, de protéines et 

de lipides. Adapté de (De Meyts, 2000; Haeusler et al., 2018). 

 

d. Les membres de la superfamille de l’insuline   

L’insuline appartient à une famille d’hormones comprenant les facteurs de croissance 

analogues à l’insuline (IGF I et II) ainsi que de 7 membres de la famille des peptides de type relaxine 

(Shabanpoor et al., 2009). Les analyses génomiques et phylogéniques ont permis d’identifier des 

homologies au niveau de la structure des membres de cette superfamille. Chaque membre possède 4 

segments fonctionnels comprenant un signal N-terminal impliqué dans la sécrétion, une chaîne B 

conservée, un peptide C non conservé et une chaîne A au niveau C-terminal. Tous les membres sont, 

comme l’insuline, exprimés sous la forme de pré-hormone.  

IGF-1 est synthétisé majoritairement par le foie sous l’action de l’hormone de croissance. IGF-

1, qui circule sous la forme d’un complexe avec les protéines de liaison à l’IGF (IGF binding protein ou 

IGF-BP), agit comme un facteur de croissance au niveau local. IGF-1 se lie aux récepteurs IGF-1R et IGF-
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2R ainsi qu’au récepteur InsR. IGF-1 est impliqué dans la prolifération, la différenciation et la migration 

cellulaire (Shabanpoor et al., 2009). IGF-2 est surtout impliqué dans la croissance fœtale et plus 

particulièrement dans le développement musculaire et osseux (Shabanpoor et al., 2009). 

Les relaxines jouent des rôles pléiotropes en fonction des récepteurs auxquelles elles se fixent 

(Relaxin Familily Peptide Receptors ou RXFP). La majorité des relaxines, telles que la relaxine 2, Insulin-

like 3 (INSL3) et INSL6, régulent la fertilité. INSL3 et INSL4 sont également impliquées dans la croissance 

fœtale et la relaxine 2 est définie comme une hormone de grossesse. La relaxine 3 jouerait un rôle 

dans l’homéostasie énergétique ainsi que dans la régulation de l’appétit tandis qu’INSL5 aurait des 

propriétés neuroendocrines (Shabanpoor et al., 2009). 

Ces hormones présentent des homologies de structure avec l’insuline et pour certaines sont 

capables de se lier au récepteur à l’insuline. Cependant, leurs fonctions sont assez éloignées de celle 

de l’insuline, et notamment la régulation glycémique.  

 

IV. L’obésité  
 La situation d’obésité est observée quand l’excès de graisse corporelle a un impact sur la santé 

de l’individu. Elle se définit par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 30 kg/m² (Apovian, 

2016). Cette pathologie est un phénomène sociétal qui touche majoritairement les pays développés 

et dont l’incidence ne cesse d’augmenter. En 2016, 13% de la population adulte mondiale était en 

situation d’obésité d’après l’OMS et les statistiques annoncent que 51% de la population mondiale 

sera obèse en 2030 (Ahmed et al., 2021). La genèse d’une situation d’obésité peut être multifactorielle, 

intégrant des causes environnementales (alimentation riche en sucres et en graisses associée à un 

mode de vie sédentaire), génétiques (défaut d’expression des gènes associés au stockage du gras) ou 

associées à l’âge (diminution de la dépense énergétique au repos en vieillissant et augmentation des 

graisses viscérales) (Ahmed et al., 2021). L’obésité favorise l’initiation d’anomalies de sécrétion et de 

sensibilité à l’insuline. Ainsi, dans plus de 80% des cas d’obésité, les patients développent une 

résistance à l’insuline à un moment de leur vie (Ahmed et al., 2021). Cela est principalement dû à un 

défaut de fonctionnement du tissu adipeux.   

 

1. Structure du tissu adipeux :  

 Le tissu adipeux (TA) est un organe endocrine qui comprend le tissu adipeux blanc (TAB) et le 

tissu adipeux brun. Ces tissus se composent de différents types cellulaires, organisés en deux 

composantes : les adipocytes matures (20 à 30% des cellules totales) et le stroma-vasculaire, 
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composée de cellules-souches mésenchymateuses, de pré-adipocytes, de fibroblastes, de cellules 

endothéliales, de progéniteurs vasculaires et de cellules immunitaires (Barilla et al., 2021). 

 Chez les mammifères, il existe trois types d’adipocytes : les blancs, les bruns et les beiges. Les 

adipocytes du tissu adipeux brun contiennent des gouttelettes lipidiques multiloculaires ainsi qu’un 

grand nombre de mitochondries. Leur rôle principal est de dissiper l’énergie stockée sous forme de 

chaleur afin de maintenir la température corporelle (Zwick et al., 2018). Le tissu adipeux blanc (TAB) 

comprend les graisses viscérales (TAV) et sous-cutanées (TASC). Il se caractérise par des adipocytes de 

tailles variables (de 25 à 200 µm de diamètre) contenant des gouttelettes lipidiques uniloculaires et 

moins de mitochondries que les adipocytes bruns (Barilla et al., 2021; Luo and Liu, 2016). Alors que la 

majorité du TAB est représenté par le TASC (80%), le TAV (10-20% du tissu adipeux blanc) est associé 

à des troubles métaboliques (Zwick et al., 2018). Les adipocytes du TAB jouent un rôle prépondérant 

dans l’homéostasie métabolique par le stockage et la libération des acides gras (Morigny et al., 2021).   

 

a. Fonctions métaboliques des adipocytes :  

Le rôle majeur du tissu adipeux est de stocker les triglycérides par le phénomène de lipogenèse 

et de libérer des acides gras libres (Free fatty acid ou FFA) par le phénomène de lipolyse (Luo and Liu, 

2016; Morigny et al., 2021). La lipogenèse est stimulée par l’ingestion de nourriture et favorise la 

synthèse de novo d’acides gras à partir de l’acétyl-coenzyme A et la biosynthèse des triglycécides (TGs). 

Le glucose participe à la lipogenèse du tissu adipeux par la stimulation de sécrétion d’insuline. Une fois 

sécrétée, l’insuline favorise l’absorption du glucose par les adipocytes et stimule les voies de 

signalisations nécessaires à la synthèse du cholestérol, des acides gras, des TGs et des phospholipides 

(Luo and Liu, 2016). De la même façon, la lipoprotéine lipase (LPL) entraîne l’hydrolyse des acides gras 

à partir des TGs circulants pour faciliter leur entrée dans les adipocytes (Barilla et al., 2021; Luo and 

Liu, 2016). 

À l’inverse, en condition de jeûne, la voie catabolique de la lipolyse facilite l’utilisation des TGs 

stockés dans les adipocytes afin de libérer des acides gras libres ainsi que du glycérol. Les acides gras 

libres seront oxydés par les organes en demande énergétique et le glycérol sera transporté dans le foie 

pour la néoglucogenèse. Le jeûne est associé à des niveaux diminués d’insuline et plus élevés de 

glucagon qui sont également des signaux déclencheurs des voies de signalisation de la lipolyse (Luo 

and Liu, 2016). La balance entre la lipogenèse et la lipolyse permet donc de maintenir une homéostasie 

énergétique et une sensibilité à l’insuline (Luo and Liu, 2016). 
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b. Expansion du tissu adipeux en condition d’obésité  

Les adipocytes sont produits constamment à partir des cellules-souches qui se différencient en 

pré-adipocytes puis en adipocytes. En fonction de l’apport lipidique, la taille et la masse des adipocytes 

varient par les phénomènes d’hypertrophie et d’hyperplasie. L’hypertrophie caractérise une 

augmentation de la taille des adipocytes préexistants tandis que l’hyperplasie induit la génération en 

grande quantité d’adipocytes de petite taille à partir des pré-adipocytes (Luo and Liu, 2016). En 

condition d’obésité, la balance énergétique positive augmente les mécanismes d’hypertrophie et 

d’hyperplasie pour permettre l’accumulation des graisses (Cf figure 16). Lorsque la capacité de 

stockage est dépassée, les graisses s’accumulent dans les tissus ectopiques comme le foie, le muscle 

squelettique et le pancréas entrainant des altérations métaboliques. L’apport trop important d’acides 

gras libres au niveau du foie augmente la néoglucogenèse et induit un défaut de sécrétion d’insuline 

responsable d’hyperinsulinémie. L’hyperinsulinémie diminue la sensibilité du récepteur à l’insuline au 

niveau des muscles, réduisant ainsi la capacité d’absorption du glucose et facilitant le développement 

d’une résistance à l’insuline. En parallèle, les cellules β s’expandent et produisent plus d’insuline pour 

compenser un taux de glucose sanguin élevé. Au fil du temps, cette surproduction induit la destruction 

des cellules β, qui est à l’origine de l’hyperglycémie et donc du développement d’un diabète de type 2 

(Barilla et al., 2021).  

 

c. Activité endocrine du tissu adipeux  

Le TA est considéré comme un organe endocrine par sa capacité à sécréter des nombreux 

médiateurs qui régulent le métabolisme et l’inflammation. Ces facteurs sont appelés adipokines et leur 

nombre ne cesse d’augmenter au fil des recherches (plus de 600 adipokines identifiées à ce jour) 

(Taylor, 2021). Première adipokine à avoir été identifiée, la leptine est une hormone de satiété codée 

qui agit au niveau des cellules hypothalamiques pour contrôler l’appétit et les dépenses énergétiques 

(Luo and Liu, 2016; Taylor, 2021). Son inhibition (souris ob/ob) ou l’inhibition de son récepteur (souris 

op/op) favorise le développement d’une obésité chez les souris. En condition d’obésité, les patients 

présentent une quantité de leptine importante qui entraîne une résistance à cette dernière. La leptine 

favorise aussi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα et l’IL-6 (Taylor, 2021). 

Le TA produit également l’adiponectine qui est l’adipokine la plus abondante de la circulation. Elle 

participe au maintien de la sensibilité à l’insuline des tissus cibles (foie, muscle squelettique). Elle se 

comporte comme une cytokine anti-inflammatoire (inhibition de la production d’IL-6 et de TNFα, 

induction de la production d’IL-10) et ses taux sont diminués en situation d’obésité (Taylor, 2021). Le 

TA sécrète de la même façon de nombreuses cytokines impliquées dans le recrutement des cellules de 

l’immunité innée au niveau local (Taylor, 2021). L’excès de masse graisseuse, associé à des 
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modifications métaboliques, entraîne donc un déséquilibre dans la sécrétion d’adipokines qui favorise 

la genèse de l’inflammation chronique. (Cf figure 16)   

 

2. L’inflammation naissante dans le TAB 

Il est aujourd’hui bien établi que l’obésité est associée à une inflammation chronique de bas 

grade. L’apport énergétique trop important pour les capacités métaboliques des adipocytes entraîne 

l’augmentation des taux de glucose et de lipides circulants qui activent l’inflammasome et les TLRs 

notamment (Rohm et al., 2022). L’hypoxie est également un facteur clé dans l’initiation de 

l’inflammation au niveau du TAV. L’hypertrophie des adipocytes est associée à une diminution des taux 

d’oxygène au niveau tissulaire favorisant l’expression de HIF-1α (hypoxia inducible factor 1 subunit 

alpha) dont l’activation initie l’expression de chimiokines impliquées dans le recrutement des 

monocytes dans le TAV (Rohm et al., 2022) (Cf figure 16).  Les macrophages du TAV (ATMs) sont les 

cellules immunitaires les plus abondantes et jouent un rôle prépondérant dans l’inflammation induite 

par l’obésité et dans le développement d’une résistance à l’insuline (Caslin et al., 2020). Chez l’homme 

et la souris, l’accumulation de macrophages est directement corrélée à l’augmentation de l’adiposité 

(Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). Les autres cellules myéloïdes participent à l’inflammation locale 

en favorisant le recrutement et les modifications phénotypiques des ATMs (Rohm et al., 2022). Des 

populations lymphocytaires sont également présentes avec notamment une augmentation de la 

fréquence de lymphocytes Th1 sécrétant de fortes quantités d’IFNγ et des lymphocytes T CD8+ 

impliqués dans le recrutement des monocytes.  

 

a. Phénotype et rôle des macrophages du TAB dans l’inflammation associée à 

l’obésité 

En conditions physiologiques, les macrophages du tissu adipeux présentent un profil de type 

immunorégulateur M2. De manière schématique, les macrophages de type M2 sont impliqués dans le 

maintien de l’homéostasie par différents mécanismes : l’élimination des adipocytes mourants, la 

régulation de l’adipogenèse, l’oxydation des acides gras et la production d’IL-10 (via sa capacité à 

maintenir une sensibilité à l’insuline) (Caslin et al., 2020; Orliaguet et al., 2020). La situation d’obésité 

entraîne un recrutement de macrophages présentant un profil inflammatoire au niveau du TAV 

(Lumeng et al., 2007; Orliaguet et al., 2020). Avec l’évolution des techniques d’analyses, les études 

actuelles montrent que les ATMs accumulés dans le TAV pendant l’obésité ont des profils hétérogènes 

(Caslin et al., 2020). Le microenvironnement du TAV a donc un impact direct sur l’identité des ATMs 

ainsi que des monocytes recrutés. A titre d’exemple, nous pouvons citer la molécule CD9 qui a été 

identifiée comme un nouveau marqueur phénotypique des ATMs chez l’homme et la souris. Son 
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expression permet de distinguer les ATMs présents dans l’espace interstitiel (CD11b+/Ly6c+CD9-) de 

ceux qui s’accumulent dans des structures en couronne qui apparaissent avec l’expansion du TAV 

(CD11b+/Ly6c+, CD9+). Les ATMs CD9+ expriment fortement des gènes liés au métabolisme lipidique 

(Lpl, Plin 2, CD63), aux voies lysosomales (Acp5, Lamp2) et à l’inflammation (Il1, Il18, tnfα, ccl2) (Hill et 

al., 2018). Cette diversité phénotypique dans le modèle murin est associée à des profils métaboliques 

associant des capacités de glycolyse (retrouvée chez les macrophages M1 générés in vitro) et de 

phosphorylation oxydative (utilisée par les macrophages de type générés M2 in vitro) (Caslin et al., 

2020). Les ATMs accumulés en condition d’obésité sont donc des acteurs majeurs dans le 

développement de l’inflammation chronique et l’apparition d’une résistance à l’insuline en condition 

d’obésité (Johnson and Olefsky, 2013; Orliaguet et al., 2020) (Cf figure 16). 

 

 

Figure 16 : Conséquences métaboliques et inflammatoires de l’expansion du tissu adipeux en 

condition d’obésité.  Le déséquilibre de la balance énergétique favorise l’expansion progressive du 

tissu adipeux par des phénomènes d’hypertrophie et d’hyperplasie sur les adipocytes. Cette expansion 

du tissu adipeux entraîne le recrutement de monocytes qui se différencient en macrophages pro-

inflammatoires chez les personnes en situation d’obésité. Le déséquilibre de sécrétion des adipokines, 

l’hypoxie, et la lipotoxicité sont les conséquences de l’incapacité des adipocytes à stocker les graisses. 

L’infiltrat immunitaire associé promeut l’inflammation locale par la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires.  
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b. Résistance à l’insuline induite par l’obésité et impact sur les fonctions du 

pancréas 

 Un défaut d’action et/ou de sécrétion de l’insuline entraîne un déséquilibre homéostatique 

responsable de différents syndromes métaboliques. La situation d’obésité favorise l’hyperglycémie 

consécutive à une diminution de l’utilisation du glucose par les tissus périphériques et donc d’une 

glycémie sanguine élevée. Ce déséquilibre est généralement associé au développement d’une 

résistance à l’insuline traduite par une augmentation des quantités d’insuline circulantes. Cette 

hyperinsulinémie peut être la conséquence d’une production trop importante de l’hormone par les 

îlots pancréatiques et/ou par une diminution de son élimination systémique (Johnson and Olefsky, 

2013; Rahman et al., 2021). 

 

V. Impact de l’obésité sur le pancréas 

1. Le diabète de type 2 

Le diabète de type 2 (DT2) est une maladie métabolique et inflammatoire chronique induite 

par une situation d’obésité et qui a été responsable de 4,2 millions de décès en 2019. Le 

développement d’un DT2 favorise l’apparition de complications pour les patients telles que des 

pathologies cardiovasculaires, des pathologies rénales ou encore cérébrales. Aux Etats-Unis, les 

maladies coronariennes, les maladies vasculaires périphériques et les maladies cérébrovasculaires 

sont les premières causes de décès (Zheng et al., 2018). Dans plus de 90% des cas, les patients atteints 

de DT2 présentent une anomalie de sécrétion d’insuline par les cellules β associée à une résistance à 

l’insuline des tissus cibles ainsi qu’une réponse de sécrétion compensatoire de l’hormone inappropriée 

(Galicia-Garcia et al., 2020). Les symptômes métaboliques et inflammatoires associés à la maladie 

affectent le pancréas, le foie, le muscle squelettique, les reins, le cerveau, l’intestin grêle et le tissu 

adipeux. Au niveau du pancréas, les cellules β qui ont, dans un premier temps augmenté leur capacité 

de production d’insuline, vont finir par mourir sous l’action de différents facteurs toxiques.   

 

2. L’obésité et les îlots de Langerhans 

a. L’inflammation chronique dans les îlots de Langerhans 

L’augmentation des taux d’acides gras libres circulants et de glucose favorise la destruction 

des cellules β par apoptose et le développement de l’inflammation chronique dans les îlots de 

Langerhans.  Madler et coll. ont montré que les îlots humains cultivés en présence de fortes quantités 

de glucose présentaient une capacité de production d’IL-1β accrue ; ce phénomène a également été 

observé in vivo chez des gerbilles développant un diabète. Cette apoptose des cellules β induite par 
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l’IL-1β est prévenue par un antagoniste de l’IL-1R  (IL-1Ra) (Maedler et al., 2002). En parallèle, les acides 

gras libres sont aussi responsables de l’augmentation d’expression de cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-1β, l’IL-6 et la chimiokine CXCL-8 par les îlots pancréatiques (Böni-Schnetzler et al., 2009) 

ainsi que l’activation de l’inflammasome NLRP3 qui réduit la tolérance au glucose et favorise la 

résistance à l’insuline in vivo (Wen et al., 2011). 

La lipotoxicité et la glucotoxicité participent à l’augmentation de la synthèse du polypeptide 

amyloïde des îlots (islet amyloid poypeptide ou IAAP) qui favorise l’accumulation de protéines mal 

repliées dans le réticulum endoplasmique rugueux ainsi que la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (reactive oxygen species ou ROS)  (Galicia-Garcia et al., 2020; Gao et al., 2022).  Masters et 

coll. ont montré que les dépôts amyloïdes étaient impliqués dans l’activation de l’inflammasome 

NLRP3 et la production d’IL-1β par les macrophages murins. Ainsi, les souris transgéniques produisant 

l’IAPP humain présentent une perte de cellules β plus importante après un régime HFD et les dépôts 

d’IAPP sont colocalisés avec l’IL-1β dans les macrophages (Masters et al., 2010). Ces altérations 

fonctionnelles favorisent les signaux pro-apoptotiques responsables de la destruction des cellules β et 

participent au recrutement de macrophages dans les îlots, vecteurs de l’inflammation locale et du DT2 

(Gao et al., 2022). 

   

b. Obésité et morphologie des îlots pancréatiques 

En situation d’obésité, la résistance à l’insuline est responsable de changements 

morphologiques au niveau des îlots de Langerhans et plus particulièrement des cellules β. Les travaux 

chez la souris ont montré qu’après un régime riche en graisse, les îlots de Langerhans présentent une 

augmentation de la masse des cellules β résultant d’une hyperplasie et corrélée à la prise de poids 

(Hull et al., 2005; Sachdeva and Stoffers, 2009). Une autre étude a montré que l’augmentation de la 

prolifération des cellules β s’observait rapidement pendant le régime, dès 7 jours après la mise en 

place du régime, et était associée à une augmentation précoce de l’expression d’effecteurs comme la 

cycline D. Cette augmentation de la prolifération des cellules β n’était pas associée à une hypertrophie 

ou à une génération de nouveaux îlots (Stamateris et al., 2013). En parallèle, des études sur les 

conséquences d’un apport continu de glucose dans la circulation sanguine chez le rat a montré une 

adaptation des cellules β conduisant à augmenter la production d’insuline (Sachdeva and Stoffers, 

2009; Steil et al., 2001). De la même façon, un modèle d’hyperglycémie par perfusion chez la souris a 

montré que la réplication des cellules β augmentait de façon significative suite à l’apport de glucose 

(Alonso et al., 2007; Sachdeva and Stoffers, 2009). Plus récemment, l’étude de l’impact d’un régime 

HFD chez des souris C57BL6/6NTac a également mis en évidence une augmentation des gènes 

fonctionnels des cellules β (Pdx1, Mafa, Glut2, GcK) dans les îlots de Langerhans 8 semaines après le 
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début du régime associé à une augmentation la masse des cellules β. Cependant, la persistance du 

régime sur le plus long terme induit une dysfonction des cellules β associée à un arrêt de la 

surexpression de ces gènes et une augmentation d’expression des gènes associés à l’UPR reflétant un 

stress du RE (Gupta et al., 2017).  Ces données montrent une adaptation temporelle des cellules β vis-

à-vis des changements métaboliques observés chez les souris en situation d’obésité induite (Cf figure 

17). Chez l’homme quelques études réalisées sur des échantillons de patients obèses ont montré que 

la masse des cellules β était augmentée par rapport aux sujets sains (Butler et al., 2003; Saisho et al., 

2013).  

Les cellules β sont donc sensibles aux changements métaboliques et vont adapter leur 

morphologie afin de produire les quantités d’insuline adéquates (Sachdeva and Stoffers, 2009).  

 

 

Figure 17 : Impact de l’obésité sur les tissus sensibles à l’insuline et sur la morphologie des îlots 

pancréatiques.  En situation d’obésité, l’inflammation du tissu adipeux et la résistance à l’insuline 

favorisent le stockage des acides gras libres dans les organes associés à l’homéostasie du glucose 

entraînant des désordres métaboliques dans ces derniers.  Au niveau des îlots de Langerhans du 

pancréas, la masse des cellules β augmente pour compenser la résistance à l’insuline des tissus. Cette 

surproduction entraîne in fine une dysfonction sécrétoire des îlots et la perte des cellules β au stade 

DT2.   
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c. Les macrophages dans le pancréas  

i. Macrophages et communication avec les cellules β  

Les macrophages sont impliqués dans différentes fonctions biologiques pendant le 

développement, l’homéostasie tissulaire et le remodelage (Cosentino and Regazzi, 2021). Les données 

chez la souris montrent qu’au niveau pancréatique, les macrophages se développent à partir des 

précurseurs embryonnaires du sac vitellin au stade E12.5, suggérant un rôle prépondérant de ces 

derniers au niveau local (Geutskens et al., 2005). 

La diminution du nombre de macrophages chez des souris déficientes en M-CSF était associée 

à une altération de production d’insuline et à un défaut de la morphogenèse des îlots pancréatiques, 

que ce soit au stade embryonnaire, à l’âge adulte ou pendant la gestation (Banaei-Bouchareb et al., 

2004). Plus récemment, dans un modèle d’ablation des cellules pancréatiques chez la souris, 

l’implication des macrophages dans le remodelage pancréatique a été mis en évidence (Criscimanna 

et al., 2014). De la même façon, dans un contexte d’ablation partielle des cellules β, le traitement avec 

le facteur de croissance du tissu conjonctif (conjonctive tissue growth factor ou CTGF) favorise le 

recrutement des macrophages dans les îlots. Le blocage de leur recrutement diminue drastiquement 

la régénération des cellules β dans ce modèle (Riley et al., 2015). Les macrophages semblent donc 

répondre à l’effet chimio attractant du CTGF et participent à la prolifération des cellules β.  

Les macrophages sont également capables de répondre aux stimuli libérés par les cellules β 

pancréatiques. Jonathan R et coll. ont montré que les macrophages des îlots détectent l’ATP libéré par 

les cellules β lors d’une stimulation au glucose, impactant la mobilité de leurs pseudopodes (Weitz et 

al., 2018).  L’implication de la signalisation purinergique sur les macrophages des îlots a également été 

mise en évidence dans une étude sur les îlots pancréatiques humains. Les auteurs ont montré que la 

production et la sécrétion de l’IL-10 et de la métalloprotéase MMP9 était régulée par une signalisation 

via les récepteurs purinergiques qui est altérée dans les macrophages des îlots de patients DT2 (Weitz 

et al., 2020). En parallèle, une étude a montré que les macrophages des îlots présentent des filopodes 

et sont étroitement liés aux vaisseaux sanguins ainsi qu’aux cellules β. Ces filopodes leur permettent 

de capter des particules issues de la circulation sanguine ainsi que des granules d’insuline (Zinselmeyer 

et al., 2018). 

Les macrophages sont donc des cellules immunitaires ayant une place prépondérante dans la 

maintenance de l’homéostasie tissulaire au niveau des îlots de Langerhans et un déficit ou des 

modifications de leur profil semble être impliqué dans des pathologies inflammatoires. 
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ii. Les macrophages pancréatiques dans l’obésité et le diabète de type 2  

Les macrophages situés à la périphérie des îlots de Langerhans (macrophages péri-îlots) se 

distinguent au niveau fonctionnel des macrophages des îlots (macrophages intra-îlots). Les 

macrophages du stroma sont issus de l’hématopoïèse primitive et présentent un profil de 

macrophages de type M2 tandis que les macrophages intra-îlots dérivent de l’hématopoïèse définitive 

et expriment fortement le CMH de classe II ainsi que les gènes codant l’IL-1β et le TNFα, reflétant un 

profil de type M1 (Calderon et al., 2015). Une étude plus récente a montré que ces deux populations 

pouvaient être différenciées en fonction du niveau d’expression du marqueur de surface CD11c, les 

macrophages intra-îlots, mais pas ceux localisés en périphérie expriment cette molécule (Ying et al., 

2019). Il reste cependant difficile d’établir le profil phénotypique des macrophages pancréatiques en 

conditions physiologiques, puisque leur polarisation est hétérogène, s’adaptant en permanence à la 

demande du tissu au long du développement et à l’âge adulte (Gao et al., 2022). 

L’inflammation chronique de bas grade associée à l’obésité induit une accumulation de 

macrophages dans les îlots de Langerhans (Ehses et al., 2007; Ying et al., 2020) (Cf figure 18).    Helena 

Cucak et al. ont étudié la polarisation de ces macrophages accumulés dans le modèle de souris db/db 

(modèle de souris diabétique) et ont montré que la majorité des macrophages accumulés dans les 

premiers stades du diabète présentent un profil M1 (Cucak et al., 2014). Plus récemment, une étude 

sur un modèle d’induction d’obésité par un régime riche en graisse et en sucre a confirmé 

l’accumulation de macrophages intra-îlots présentant un profil d’expression différents des 

macrophages en périphérie des îlots. De plus, comparativement à un régime standard, les 

macrophages des îlots présentent des changements phénotypiques sur un spectre plus large que la 

dichotomie M1/M2 et dérivent d’une prolifération locale et non d’un recrutement des monocytes 

sanguins. Enfin, cette accumulation de macrophages chez les souris a un impact sur la fonction des 

cellules β, notamment en favorisant la prolifération des cellules β et en internalisant également les 

granules d’insuline qu’elles sécrètent (Ying et al., 2019). Chez l’homme, l’accumulation de 

macrophages a aussi été mise en évidence chez les personnes atteintes de DT2 (Butcher et al., 2014; 

Ehses et al., 2007; Kamata et al., 2014). Ces macrophages présentent une expression élevée de 

cytokines pro-inflammatoires, associée à une réponse altérée des îlots de patients DT2 lors d’une 

stimulation au glucose (Butcher et al., 2014).  

Différentes études ont montré que ces macrophages participent au développement de 

l’inflammation chronique dans les îlots ainsi qu’au dysfonctionnement des cellules β. Une étude de 

2012 a, en particulier, montré que la perfusion de palmitate d’éthyle hydrolysé en acides gras libre 

chez les souris favorise la dysfonction des cellules β dans les îlots pancréatiques (Eguchi et al., 2012). 

Le palmitate induit l’activation de la voie TLR4/Myd88 par les cellules β entrainant la libération de 

cytokines responsables du recrutement de macrophages de type M1 dans les îlots (Eguchi et al., 2012). 
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D’autre part, le polypeptide amyloïde IAPP favorise le recrutement de macrophages chez les patients 

DT2 (Kamata et al., 2014). Une étude sur les îlots murins a montré que les dépôts d’IAPP induisaient la 

production des cytokines pro-inflammatoires telle que l’IL-1β, le TNFα ou encore l’IL-6 par les 

macrophages résidents. Un régime HFD chez des souris exprimant l’IAPP altère leur tolérance au 

glucose et ce processus est associé à une augmentation d’expression d’IL-1β et une diminution 

d’expression d’IL-10 par les macrophages (Westwell-Roper et al., 2014). Les cytokines pro-

inflammatoires produites par les macrophages activent les voies de signalisation telles que la voie NFκB 

et JNK qui inhibent la sécrétion d’insuline après stimulation au glucose et favorisent l’apoptose des 

cellules β (Ying et al., 2020). 

L’inflammation observée dans les organes périphériques en situation d’obésité participent in 

fine au dysfonctionnement des cellules β, notamment par l’intermédiaire d’une augmentation de la 

fréquence de macrophages activés présentant un profil de type M1 (Gao et al., 2022).  

 

 
Figure 18 : Ilots de Langerhans et inflammation au cours du développement du diabète de type 2. En 

condition normale, les îlots de Langerhans présentent une immunité locale et une sécrétion d’insuline 

dans les conditions homéostatiques. Les déséquilibres métaboliques (lipotoxicité, glycotoxicité et 

résistance à l’insuline) induits par l’obésité entraînent une augmentation de la masse des cellules β, 

des macrophages intra-îlots et des cytokines pro-inflammatoires. Le maintien de ce milieu 

inflammatoire conduit finalement la détérioration de la masse des cellules β et de leur fonction 

entraînant le développement du diabète de type 2.    
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VI. Contexte et objectifs de la thèse  

L‘homéostasie de l’organisme est assurée entre autres par des connections entre le métabolisme 

et le système immunitaire conduisant à un équilibre contrôlé par l’adaptation des cellules 

immunitaires à leur environnement. L’immunométabolisme traduit les connections qui existent dans 

ce dialogue entre le métabolisme et le système immunitaire. Un déséquilibre de cette communication 

peut être responsable de l’apparition de dysfonctionnements métaboliques pouvant conduire à des 

situations pathologiques telles que l’obésité ou le diabète. La situation d’obésité induit le 

développement d’une inflammation initiale dans le tissu adipeux pouvant ensuite atteindre les 

organes impliqués dans l’homéostasie énergétique comme le foie, les muscles, ou le pancréas. Le 

développement de l’inflammation chronique dans ce contexte est notamment associé à un 

déséquilibre entre la quantité de cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires produites entre 

autres par les cellules immunitaires et en particulier par les macrophages.  

L’Interleukine-34 (IL-34) est une cytokine initialement identifiée comme un ligand alternatif au 

récepteur du M-CSF. Tout comme le M-CSF, l’IL-34 favorise la différentiation des monocytes in vitro en 

macrophages M2 immunorégulateurs (IL-10high/IL-12low). L’IL-34 est produite de façon spécifique par 

les lymphocytes T régulateurs et participe à la tolérance immunitaire par son rôle sur la différentiation 

des macrophages M2. Ce rôle immunorégulateur peut être impliqué dans des pathologies telles que 

la fibrose ainsi que dans le microenvironnement tumoral où l’IL-34 agit comme une molécule 

immunosuppressive. Des études ont également identifié une surexpression d’IL-34 dans des contextes 

de maladies auto-immunes suggérant un rôle prépondérant de la cytokine dans les mécanismes de 

réponse inflammatoire et laissent penser que cette cytokine peut présenter deux visages. Les auteurs 

ont donc conclu que l’IL-34 pouvait être envisagée comme une cible thérapeutique dans des conditions 

inflammatoires chroniques. Mais, la production d’IL-34 qui peut être induite par les cytokines pro-

inflammatoire suggère que cette augmentation puisse représenter un mécanisme inhibiteur de 

l’inflammation chronique plutôt que la cause de la maladie.  

 

Au niveau métabolique, l’IL-34 est retrouvée augmentée dans le sérum de patients obèses est 

produite par les adipocytes. L’obésité est un facteur de risque dans le développement d’un diabète de 

type 2 et dans ce contexte, des SNPs ont été identifiés sur le gène de l’IL-34 comme facteurs prédictifs 

du développement d’un DT2. Aussi, une corrélation positive a été mise en évidence entre 

l’augmentation d’IL-34 circulante chez les patients DT2 et l’index de résistance à l’insuline. D’autres 

études ont suggéré que l’IL-34 pourrait dans ce cas jouer un rôle sur la sécrétion d’insuline, ceci 

implique une production locale pancréatique de la cytokine (Chang et al., 2014; Piao et al., 2019). 
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Au laboratoire, nous avons ainsi identifié pour la première fois une expression constitutive 

(protéique et transcriptionnelle) de l’IL-34 au niveau des îlots de Langerhans dans le pancréas humain. 

Nous avons également montré que la cytokine était produite par les cellules β pancréatiques 

productrices d’insuline.    

 

Ainsi, l’objectif de ce travail de thèse était de comprendre le rôle de l’IL-34 retrouvée dans le 

pancréas. Pour comprendre les mécanismes locaux impliquant la cytokine, nous avons mis en place au 

laboratoire un modèle de souris invalidée pour le gène de l’IL-34 au niveau des cellules β pancréatiques 

uniquement (souris IL-34ΔPdx). Une fois le modèle mis en place, l’objectif a été de comprendre 

l’implication de l’IL-34 dans l’immunométabolisme des îlots pancréatiques et l’évolution de son 

expression dans un contexte de désordre métabolique. 
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 Matériel et Méthodes 

I. Procédures d’expérimentations animales :  

1. Génération des souris IL-34∆Pdx : 

Les souris transgéniques Pdx-Cre (JAX #014647 ; Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) expriment la 

recombinase Cre sous le contrôle du promoteur murin Pdx1. Les souris transgéniques IL-34f/f, portant 

un allèle Il34 sur lequel les introns 2 et 5 sont flanqués des sites LoxP ont été fournies par le Pr Marco 

Colona (Washington University, St Louis, MO). Pour générer les souris mutantes spécifiques dans le 

pancréas, les souris Pdx-Cre ont été croisées avec les souris IL-34f/f pour obtenir la génération F1 

hétérozygote. Les souris mâles Pdx-Cre+/- IL-34f/+ issus de la génération F1 ont ensuite été croisés avec 

les souris IL-34f/f femelles pour générer des souris déficientes pour l’IL-34 dans les cellules β (IL-34ΔPdx). 

Les souris frères-sœurs n’exprimant pas la recombinase cre ont été utilisées comme contrôles (IL-34f/f). 

Les souris ont été hébergées dans des conditions spécifiques exempts de pathogènes (EOPS). Les 

expériences ont été réalisées sur les femelles et ont été approuvées et conduites en accord avec le 

comité d’éthique en expérimentation animale de la région des Pays de la Loire (CEEAPdL) et autorisées 

par le ministère français de la recherche. (Autorisation APAFIS#8256-2016121823456077/APAFIS 

#37469-2022052417088984 v3). 

 

2. Génotypage des lignées de souris :  

Le génotypage des souris s’effectue suivant le protocole REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit (Biosystem, 

California, USA). Les poinçons d’oreilles de souris de 1mm3 sont mis dans 50 µL de solution d’extraction 

(E7526) afin d’obtenir l’ADN génomique. 12,5 µL de solution de tissus de préparation (T3073) sont 

ajoutés. La solution est agitée par vortex puis incubée 10 min à température ambiante et 3 min à 95°C.  

50 µL de solution de neutralisation (N3910) sont ajoutées. Les solutions finales sont mélangées par 

vortex puis centrifugées avant l’analyse par PCR.  

Les échantillons de PCR contiennent 4µL d’ADN, 1µL de chaque amorce à 10 µmol/L, 10µL de mix de 

réaction de PCR (Mix de PCR 2X contenant le tampon, le MgCl, les dNTPs, la Taq Polymérase, le colorant 

REDTaq et l’anticorps JumpStart Taq) et 4µL d’eau pour la PCR ciblant le gène IL-34f/f et 2µL d’eau pour 

la PCR ciblant le gène Cre pour un volume final de 20µL.  

L’ADN cible est amplifié dans un thermocycleur avec une dénaturation initiale à 94°C pendant 3 min, 

suivie de 35 cycles de dénaturation à 94°C pendant 30 sec, d’hybridation à 51,7°C et d’extension à 72°C 

pendant 30 sec. Les produits de PCR migrent par électrophorèse sur gel d’agarose 2%. L’ADN est 

visualisé sous U.V.  
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La PCR de génotypage pour la recombinase Cre consiste en une double PCR, une permettant 

d’amplifier le transgène Cre (100 pb) et une contrôle permettant d’éliminer les faux négatifs (324 pb). 

La PCR ciblant le transgène IL-34f/f permet de générer deux fragments de 468 et 570 pb discriminant 

les souris possédant ou non la séquence LoxP. Les amorces de PCR encadrent l’insert LoxP situé sur 

l’intron 5 (entre les exons 5 et 6).  

 

Tableau 1 : Liste des oligonucléotides utilisés pour le génotypage des souris.  

Gène Oligonucléotide Séquence 

Pdx-Cre 

Cre sens GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 

Cre antisens GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

Control sens CTAGGCCACAGAATTGAAAGATC 

Control antisens GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC 

IL-34 
IL-34 sens CCCTGGTCGGCTTTGCATGT 

IL-34 antisens CCATGGTCAGAGTCCCCAGG 

 

3. Test de tolérance au glucose :  

Pour réaliser le test de tolérance au glucose en intrapéritonéale (ipGTT), après une mise à jeun de 5h, 

les souris reçoivent une injection de D-glucose (Biosolve, Dieuze, France) concentrée à 2g/kg. Le taux 

de glucose sanguin a été mesuré à 0, 15, 30, 60, 120, 150, 210 et 240 min après l’injection à l’aide du 

glucomètre Accu-check guide (Accu-check ; Roche Diagonostics, Basel, Switzerland). 

 

4. Test de tolérance à l’insuline :  

Pour réaliser le test de tolérance à l’insuline en intrapéritonéale (ipITT), suite à une mise à jeun de 5h, 

les souris reçoivent une injection d’insuline concentrée à 0,5 UI/kg (Sigma-Aldrich). Le taux de glucose 

sanguin a été mesuré avant l’injection, puis 15, 30, 45, 60, 90, 120 et 140 min après à l’aide du 

glucomètre Accu-check guide (Accu-check ; Roche Diagonostics, Basel, Switzerland). 

 

5. Dosage d’insuline :  

Les souris ont été mise à jeun pendant 5h puis un prélèvement de sang retro-orbital a été réalisé. De 

la même façon pendant l’ipGTT, un prélèvement de sang au niveau de la veine caudale a été réalisé 15 

et 30 min après l’injection de glucose. Les échantillons de sang sont centrifugés pendant 15 min à 

2500g à 4°C afin de récupérer le sérum qui a ensuite été congelé à -20°C pour le dosage de l’insulinémie 

par ELISA.  
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6. Mise en place du régime « High Fat Diet » (HFD) :  

Les souris femelles IL-34ΔPdx et IL-34f/f âgées de 6-7 semaines ont été assignées à 2 groupes de 10 souris 

de façon aléatoire recevant la nourriture conventionnelle (CD) (SAFE D04 : 18.1% protéines, 8.4% 

lipides and 73.6 NFE) ou une nourriture riche en graisse (HFD) (SAFE 260HF : 14.4% protéines, 58.6% 

lipides et 27% NFE) (les deux provenant de SAFE, Rotterdam, The Netherlands). Des échantillons de 

sang ont été prélevés à 4, 8, 12 et 16 semaines après le début du régime. Des tests de tolérance au 

glucose ont été réalisés tous les mois pendant les 16 semaines de régime et un test de sensibilité à 

l’insuline a été réalisé la 15e semaine. Après 16 semaines de régime, les souris ont été anesthésiées 

par injection de kétamine (1 mg/mL, Merial SAS, Lyon, France) et xylazine (0,05 mg/mL, Bayer Sante 

Division Santé Animale, La Garennne-Colombe, France) puis euthanasiées. Différents échantillons 

tissulaires ont été récupérés pour les analyses.  

 

II. Procédures expérimentales ex vivo :  

1. Isolement des îlots de Langerhans :  

Après anesthésie par association de xylazine (0,05 mg/mL, Bayer Sante Division Santé Animale, La 

Garennne-Colombe, France) et de kétamine (1 mg/mL, Merial SAS, Lyon, France) en intrapéritonéale, 

les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale. Le pancréas a ensuite été perfusé avec 5mL de 

collagénase de type V (1mg/mL) (Sigma-Aldrich, St Luois, MO). Une fois complètement gonflé, le 

pancréas est retiré de l’abdomen puis incubé à 37°C pendant 20 min avec agitation toutes les 5 min. 

Une fois la digestion terminée, le pancréas est lavé avec le milieu de culture des îlots (HBSS 1X, HEPES 

1M, BSA FAA), centrifugé (1200 rpm, 2 min, 4°C) puis filtré sur un tamis. Après la filtration, le pancréas 

est lavé à nouveau puis le surnageant est retiré en séchant au maximum le culot. Les îlots de 

Langerhans sont ensuite purifiés à l’aide d’un gradient de densité consistant en 3 couches successives 

de 1100, 1080 et 1060 mg/mL à partir d’une première couche d’Histopaque 1119 (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO). Les îlots sont collectés à l’interface des gradients 1080 et 1100 puis lavés dans du HBSS 

froid (Biowest, Riverside, MO) avant d’être piqués manuellement sous le microscope. Les îlots sont 

cultivés pendant 24h dans du milieu de culture RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SVF, 2 mM de L-

glutamine, 1 mM de sodium pyruvate, 0,1 mM d’acides aminés non essentiels, 10 mM d’HEPES, 100 

UI/Ml de pénicilline et 100µg de streptomycine (tous provenant de Corning, NY, USA).  
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2. Test de sécrétion d’insuline en réponse au glucose :  

Suite à l’isolement des îlots de Langerhans, ces derniers ont été mis en culture dans un milieu complet 

supplémenté ou non avec 50 ng/mL d’IL-34 (R&D systems, Minneapolis, MN), 50 ng/mL de TNF-α ou 

25 ng/mL IL-1β (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany). Pour mesurer la sécrétion d’insuline, 20 îlots 

ont été ensemencés dans des tubes Eppendorf 1,5 dans 100µL de tampon Krebs-Ringer supplémenté 

avec de l’HEPES et 0,5% de BSA FFA et 2,8 mM de glucose pendant 1h à 37°C sous agitation. Après 1h, 

50µL de milieu est retiré et remplacé par 50 µL de tampon Krebs-Ringer contenant 2,8mM de glucose. 

Après 1h, 50µL de milieu est récupéré pour être stocké à -20°C et 50µL de tampon Krebs Ringer 

contenant 30,6 mM de glucose est ajouté. Les îlots cultivés en présence des cytokines ont été stimulés 

avec les mêmes concentrations que celles utilisées pour la culture. Après 1h, le milieu est de nouveau 

récupéré et stocké à -20°C. Les îlots sont ensuite lysés dans une solution d’acide alcool puis stockés à 

-20°C. Après décongélation et avant de doser l’insuline totale des îlots lysés, 10 µL de solution de 

neutralisation est ajoutée. L’insuline libérée dans le milieu et l’insuline totale ont été mesurées en 

utilisant un kit commercial (Mercodia, Uppsala, Sweden). Les résultats sont exprimés en index de 

stimulation d’insuline calculé comme le ratio entre les niveaux d’insuline sécrétés en présence de 16,7 

mM et de 2,8 mM de glucose 

 

3. Isolement des cellules immunitaires et cytométrie en flux 

Les souris ont été anesthésiées par association de xylazine (0,05 mg/mL, Bayer Sante Division Santé 

Animale, La Garennne-Colombe, France) et de kétamine (1 mg/mL, Merial SAS, Lyon, France) en 

intrapéritonéale puis sacrifiées par dislocation cervicale. Les rates et les ganglions ont été isolés et 

broyés afin de récupérer les splénocytes après la lyse des globules rouges. Les foies ont été perfusés 

avec du PBS et digérés enzymatiquement à l’aide du GentleMacs Octo Dissociator with heater (Miltenyi 

biotec, Bergish Gladbach, Allemagne). Après la lyse des globules rouges, les cellules immunitaires ont 

été purifiées par centrifugation avec un gradient de densité de Percoll (35-70%) (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO). 

Les splénocytes et les cellules immunitaires du foie et des ganglions ont été suspendus dans du tampon 

FACS (1% BSA, 0.01% NaN3 dans du PBS) et incubés pendant 10 min avec les anticorps listés dans le 

tableau 2 en fonction des panels. Les cellules ont ensuite été fixées et perméabilisées 

(Foxp3/Transcription Factor Staining buffer set; Invitrogen, Waltham, MA) permettant les marquages 

intracellulaires. Les données ont été acquises en utilisant le cytomètre Cytoflex (Beckman-Coulter, 

Brea, CA) et analysées en utilisant le logiciel FlowJo (BD Biosciences, Franklin lakes, NJ). 
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Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour le marquage des différentes populations immunitaires. 

Antibody Provider Reference 

BV421-labeled rat anti-CD49b BD Bioscience  Cat #563063 

Viogreen-labeled anti-CD45 Miltenyi biotec Cat #130-102-412 

FITC-labeled rat anti-CD8α BD Bioscience Cat #553031 

PerCP/Cyanine 5.5-labeled anti-CD3ε Biolegend Ca t#100327 

PE-labeled anti-CD44 eBioscience Cat #12-0441-83 

PE/Cyanine 7-labeled anti-CD19 Biolegend Cat #115519 

APC-labeled anti-CD62L Biolegend Cat #400512 

BV421-labeled anti-CD11c BD Bioscience Cat #565452 

FITC-labeled anti-I-Ab BD Bioscience Cat #553551 

PE-labeled anti-CD11b eBioscience Cat #12-0112-81 

PE/Cyanine 7-labeled anti-Ly6c Biolegend Cat #128017 

APC-labeled anti-Ly6g BD Bioscience Cat #560599 

V450-labeled anti-Ly6c BD Bioscience Cat #560594 

PE-labeled anti-F4/80 Invitrogen Cat #MF48004-3 

Viogreen-labeled anti-ouse CD68 Miltenyi biotec Cat #130-102-922 

FITC-labeled anti-CD11c Biolegend Cat #117306 

APC-labeled anti-CD11b Miltenyi biotec Cat #130-091-241 

APC/Cyanine 7-labeled anti-CD45 Miltenyi biotec Cat #130-102-412 

PerCP/Cyanine 5.5-labeled anti-I-A/I-E BD Bioscience Cat #562363 

PE-labeled anti-CD3e BD Bioscience  Cat #553064 

 

III. Procédures expérimentales in vitro :  

1. Analyse tissulaire :  

Les analyses tissulaires sur le pancréas humain ont été réalisées par la plateforme MicroPICell 

(Micromorph, Nantes, France). Les immunomarquages ont été réalisés sur des coupes pancréatiques 

commerciales (T2234188 and T2236188D ; CliniSciences, Nanterre, France). Les coupes tissulaires ont 

été incubées avec un anti-IL-34, un anti-M-CSF (Abcam, Cambridge, UK), un anti-glucagon, un anti-

somatostatine et un anti-insuline (Santa Cruz Biotechnnology, Santa Cruz, CA). Les noyaux cellulaires 

ont été marqués avec du 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI ; Sigma-Aldrich, St Louis, MO). La 

fluorescence a été visualisée à l’aide d’un microscope inversé automatisé Axio Observer et les images 

ont été analysées à l’aide du logiciel Zen (Zeiss, Göttingen, Germany).  
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2. ELISA :  

Les taux d’IL-34 dans le plasma murin ont été quantifiés à l’aide d’un ELISA commercial suivant les 

recommandations du fournisseur (BioLegend, San Diego, CA). Les niveaux d’insuline ont été quantifiés 

d’une part dans le sérum murin (Merck, Rahway, NJ et Mercodia, Uppsala, Sweden) et d’autre part 

dans les surnageants de culture (Mercodia, Uppsala, Sweden). 

 

3. Etude de l’expression génique :  

a. Extraction d’ARN :  

L’extraction des ARN totaux tissulaires a été réalisée en utilisant le réactif TRIZOL (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA). Les ARN sont extraits par ajout de chloroforme puis transférés sur une 

colonne de silice afin de les purifier. Les ARN des îlots de Langerhans ont été lysés dans 350 µL de 

tampon RLT provenant du micro-kit RNeasy Plus (Qiagen, Hilden, Germany). L’extraction de l’ARN est 

ensuite réalisée suivant le protocole du même réactif d’extraction.  

 

b. Rétrotranscription et génération des ADNc : 

Les ADNc ont été synthétisés à partir de 500ng d’ARN total, d’1µg de randoms hexamers (0,5µg/mL) 

dans un volume final de 10µL d’eau RNase/DNase free. La solution est dénaturée pendant 5 min à 70°C 

avant d’être refroidie à 4°C pour bloquer la renaturation.  La rétrotranscription est réalisée en ajoutant 

10µL d’un mélange contenant 1µL d’eau, 4 µL de tampon 5X, 2µL de DTT à 0,1 mol/L, 1µL de dNTP à 

10 mmol/L, 1µL de RNaseout à 400 U/L, 1µL de SuperScript II (Invitrogen). La solution est ajoutée aux 

ARNs puis incubée successivement 10 min à 25°C, 1h à 42°C et 10 min à 70°C. Les ADNc obtenus sont 

conservés à -20°C avant d’être dilués pour la qPCR. 

 

c. PCR quantitative (qPCR) : 

L’expression de l’ARNm a été analysée par qPCR. La quantification relative a été calculée en utilisant 

la méthode développée par Pfaffl (facteur d’induction = 2-ΔΔCT) reprise et adaptée par Vandesompele 

pour déterminer une expression relative normalisée. Elle permet de traduire les Cq d’une échelle 

linéaire en échelle logarithmique en utilisant le calcul Q=2(ΔCt) afin de déterminer la quantité relative 

pour un gène donné avec ΔCT= minCq du gène à quantifier – Cq de l’échantillon au sein de la cohorte 

pour ce même gène. Quand minCq = Cq, le plus petit au sein de la cohorte pour un gène donné, on 

obtient alors 2(0) = 1. Les Cq pour un gène donné sont ainsi échelonnés en échelle logarithmique avec 

l’échantillon ayant la plus forte expression au sein d’une cohorte un niveau à 1.   



65 
 

L’expression relative déterminée pour un gène donné ou pour un ensemble de gènes donnés avec ce 

calcul est ensuite normalisée avec l’expression relative déterminée pour un gène de ménage ou avec 

la moyenne géométrique de l’expression de plusieurs gènes de ménage dont l’expression a été 

précédemment testée pour ne pas être modifiée au cours de l’étude. On a alors Qnorm gène(s) d’intérêt 

= Q gène(s) d’intérêt / Q gènes de ménage ou Qnorm gène(s) d’intérêt = G gène(s) d’intérêt / moyenne 

géométrique Q gènes de ménage. Les gènes B2M, ACTB, TBP and HPRT1 comme référence en fonction 

du tissu. Les résultats sont exprimés en termes d’expression relative de l’ARNm.  

 

Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisés pour l’analyse de l’expression génique.  

Gènes  Séquence d’oligonucléotide sens  Séquence d’oligonucléotide antisens 

B2M Murine CTCGCTCGGTGACCC CGGGTGGAACTGTGTTACG 

TBP Murine CTATCACTCCTGCCACACC TGTTCTTCACTCTTGGCTCC 

ACTB Murine GCTGTATTCCCCTCCATCG GGTGAGCAGCACAGGG 

HPRT1 Murine CGGGGGACATAAAAGTTATTGG TTCGAGAGGTCCTTTTCACC 

IL-34 
Murine CCAACATCACAAGGCTGC TCTCCAGCAATGTCTGAACC 

Humain GTGCTTAGGCCTCTGTGGAC GCCAAGGAAGATCCCAAGATA 

M-CSF 
Murine GATCCCTGAGTCTGTCTTCC CACCTGTCTGTCCTCATCC 

Humain GAAAGATCCAGTGTGCTACC CTCATAGAAAGTTCGGACGC 

CD115 
Murine ACTGGTGAAGGATGGATACC GCAGGTTAGCATAGTCCTGG 

Humain TGCAAGGTTTTAACTGGACC ATATGACGCTTACCTCTGGG 

CD11c Murine TGTGAAGTTGCTTCTCCCG GCAGATGTGGTCAGCTCC 

IL-6 Murine TCTGCAAGAGACTTCCATCC CCACGATTTCCCAGAGAACA 

TNFα Murine TGTACCTTGTCTACTCCCAGG AGGTATATGGGCTCATACCAGG 

IL-1β Murine AAAGCTCTCCACCTCAATGG GCCGTCTTTCATTACACAGG 

CCL2 Murine CCTGCTGCTACTCATTCACC TGTATGTCTGGACCCATTCC 

F4/80 Murine CGTGTTGTTGGTGGCACTGTGA CCACATCAGTGTTCCAGGAGAC 

GLUT4 Murine CCTGTAACTTCATTGTCGGC TCTAAAAGGGAAGGTGTCCG 

Pdx1 Murine ATTGTGCGGTGACCTCGGGC GATGCTGGAGGGCTGTGGCG 

Mafa Murine TCCGACTGAAACAGAAGCGG CTCTGGAGCTGGCACTTCTC 

glucagon Murine AGGCCGAGGAAGGCGAGACT GGAGCCATCAGCGTGCCTGC 

Ins1 Murine GCCAAACAGCAAAGTCCAGG GTTGAAACAATGACCTGCTTGC 

Ins2 Murine CAGCAAGCAGGAAGCCTATCT CAGGTGGGAACCACAAAGGT 
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IV. Analyses statistiques :  

Les tests Mann-Whitney, Krustall-Wallis, Wilcoxon ANOVA et de Sidak ont été réalisés en utilisant le 

logiciel Prism Graph-Pad version 9.0 (Graph-Pad, Boston, MA). Les données sont exprimées en 

moyennes  SEM. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives à des 

valeurs p<0,05 (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001). 
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 Résultats  

Dans cette étude, après avoir identifié une expression constitutive d’IL-34 dans les îlots de 

Langerhans humains et murins, par des analyses de co-marquage entre l’IL-34 et les hormones 

produites dans les îlots, nous avons observé une colocalisation par immunofluorescence entre l’IL-34 

et l’insuline suggérant une production de l’IL-34 par les cellules β dans les îlots de Langerhans.  

 Suite à cette mise en évidence de l’expression d’IL-34 dans les îlots de Langerhans, afin de 

comprendre le rôle de l’IL-34 dans le pancréas, nous avons généré un modèle de souris dans lequel les 

cellules β des îlots de Langerhans sont invalidées pour le gène de l’Il34. Ces souris ont été obtenues 

par croisement de souris transmises par l’équipe de Marco Colona et chez lesquelles le gène de l’Il34 

est flanqué de deux séquences Lox (IL-34f/f), avec des souris pour lesquelles l’expression de la 

recombinase cre est dépendante du promoteur Pdx1 (Pdx-Cre). Les souris obtenues par ce croisement 

nommées IL-34ΔPdx sont invalidées pour le gène de l’Il34 dans les cellules β uniquement.  

 L’étude des souris IL-34ΔPdx nous a permis d’analyser les conséquences de l’absence 

d’expression de l’IL-34 pancréatique. Alors que la concentration plasmatique de l’IL-34 n’est pas 

différente entre les souris IL-34ΔPdx et leurs contrôles (IL-34f/f), les souris IL-34ΔPdx présentent pourtant 

une tolérance au glucose diminuée en vieillissant comparativement aux souris contrôles indiquant un 

rôle local de l’IL-34 sur l’homéostasie du glucose. En parallèle, une augmentation de l’expression des 

cytokines pro-inflammatoires dans les îlots de Langerhans semble être plus prononcée chez les souris 

IL-34ΔPdx âgées. Les conséquences de cette surexpression des cytokines pro-inflammatoires en absence 

d’IL-34 sur les fonctionnalités des îlots de Langerhans ont été analysées in vitro. Les îlots de Langerhans 

de souris jeunes et âgées ont été stimulés par du glucose en présence ou en absence de cytokines pro-

inflammatoires et avec ou sans IL-34 et la sécrétion d’insuline a ensuite été quantifiée par ELISA. Les 

résultats in vitro confirment une action directe des cytokines pro-inflammatoires sur la sécrétion 

d’insuline qui est diminuée comparativement aux îlots stimulés en absence de cytokines. L’ajout d’IL-

34 inhibe les effets des cytokines pro-inflammatoires et restaure un ratio de sécrétion d’insuline 

suggérant un rôle prépondérant de l’IL-34 dans l’inflammation locale. Les îlots pancréatiques issus de 

souris IL-34ΔPdx âgées répondent plus faiblement en termes de quantité d’insuline sécrétée par rapport 

à ceux des souris IL-34f/f du même âge confirmant que l’absence d’IL-34 dans les îlots altère la 

fonctionnalité des cellules β. Ces résultats montrent un rôle régulateur de l’IL-34 au niveau local sur 

l’action des cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées de façon 

plus prononcée au cours du vieillissement suite à une stimulation chronique du système immunitaire, 

inflammation chronique appelée « inflammaging ». Cet état de fait caractérisé comme de 

l’inflammation à bas bruit est également associé à des dysfonctions métaboliques.  
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Suite à ces premiers résultats obtenus chez les souris IL-34ΔPdx en condition physiologique de 

vieillissement, les souris ont été mises sous un régime riche en graisse et en sucre (HFD) afin d’obtenir 

un modèle d’inflammation chronique de bas grade par l’intermédiaire d’une situation d’obésité. Les 

souris IL-34ΔPdx après 16 semaines de régime HFD présentent une tolérance au glucose diminuée par 

rapport aux souris IL-34f/f sous le même régime alimentaire. Cette altération de la régulation 

glycémique est similaire à celle observée chez les souris IL-34ΔPdx âgées et est associée à une activité 

des cellules β et une inflammation locale significativement plus importante. Ces résultats obtenus chez 

les souris invalidées pour le gène de l’Il34 dans les cellules β confirment le rôle immunorégulateur de 

l’IL-34 dans les îlots de Langerhans.  

Parallèlement, les souris contrôles sous régime HFD présentent une augmentation significative de 

l’IL-34 dans les îlots de Langerhans vis-à-vis des souris contrôles sous régime conventionnel. Cette 

augmentation d’expression de la cytokine est retrouvée dans les îlots de Langerhans de patients 

diabétiques, avec une augmentation d’expression intermédiaire chez les patients obèses. En 

conclusion, l’IL-34 module l’inflammation dans les îlots de Langerhans et participe à la maintenance de 

l’homéostasie du glucose.  

 

 

Figure 19 : Schéma bilan de l’étude du rôle de l’IL-34 dans la physiologie du pancréas. En condition 

d’inflammation induite par le vieillissement ou l’obésité, l’IL-34 module les effets des cytokines pro-

inflammatoires sur la sécrétion d’insuline. L’inhibition de l’expression d’IL-34 favorise l’augmentation 

des cytokines pro-inflammatoires qui impacte la sécrétion d’insuline. La signalisation des cytokines 

joue un rôle majeur dans le microenvironnement des îlots de Langerhans et un déséquilibre affecte le 

métabolisme du glucose.  
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Summary 

This study demonstrates that IL-34 is constitutively expressed in the pancreas and controls 

inflammaging and metaflammation, acting as a regulator of T2D. 

 

Short running titles 

IL-34 regulates pancreatic inflammation.  
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Abstract 

 

IL-34 is a ligand of CD115 that controls Langerhans cells and microglia homeostasis and acts 

as regulatory cytokine. Here, we describe an unexpected role for IL-34 in metabolic 

homeostasis. We highlighted IL-34 is constitutively expressed by human -cell and mouse 

islets of Langerhans. -cell specific genetic invalidation of Il34 in mice (IL-34ΔPdx) impaired 

glucose tolerance associated with increased inflammation in islets of Langerhans during aging. 

This phenotype was exacerbated when IL-34ΔPdx mice were subjected to a high-fat diet, 

suggesting a role for IL-34 in controlling local inflammation. Accordingly, in the presence of 

pro-inflammatory cytokines, ex vivo murine islets of Langerhans exhibited a decreased insulin 

synthesis, which was restored in the presence of IL-34.  Finally, we observed that the levels of 

IL-34 were elevated in islets of Langerhans from type 2 diabetic donors. Altogether, our results 

identify IL-34 as a major regulator of pancreas inflammation. 
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Introduction 

 

A complex interplay between the immune system and metabolism maintains a delicate balance 

to protect against severe chronic diseases such as obesity and diabetes (Lee and Olefsky, 

2021; Rohm et al., 2022).  Obesity is the most common leading cause of insulin resistance (IR) 

(Ahmed et al., 2021). When hyperinsulinemia cannot longer compensate IR, β-cell dysfunction 

appears, leading to type 2 diabetes (T2D) (Lee and Olefsky, 2021; Ruze et al., 2023, p. 2). In 

this context, insulin-sensitive organs, such as liver, adipose tissues and muscles, are subjected 

to chronic low-grade inflammation, which sequentially affects islets of Langerhans and the 

insulin-producing -cells (Lee and Olefsky, 2021). One of the hallmarks of T2D-related chronic 

inflammation is the accumulation of macrophages (M) in adipose tissues and pancreas 

(Caslin et al., 2020; Cucak et al., 2014; Ehses et al., 2007; Weisberg et al., 2003). Infiltrating 

M exhibit a M1-type inflammatory phenotype, as illustrated by the production of IL-1β and 

TNF-α (Cucak et al., 2014; Hill et al., 2018; Lumeng et al., 2007; Ying et al., 2019). In addition, 

expansion of islet-resident immune cells affects β-cell proliferation and function in obesity (Ying 

et al., 2020). T2D is therefore defined as a chronic, low-grade inflammatory disease whose 

mechanisms are not fully understood. 

 

Interleukin 34 (IL-34) was identified as the second ligand of the M-CSF receptor CD115 (Lin 

et al., 2008). Mostly produced by keratinocytes and neurons (Wang et al., 2012), IL-34 is a 

master regulator of myeloid cell survival and controls Langerhans cells and microglia 

homeostasis (Greter et al., 2012). Monocyte-derived macrophages generated in vitro in the 

presence of IL-34 exhibit a regulatory IL-10hi/IL-12lo phenotype (Foucher et al., 2013) and pro-

fibrotic properties (Preisser et al., 2014). The immunoregulatory properties of IL-34 have been 

described in different pathophysiological conditions, thanks to its capacity to control the 

expression of inflammatory cytokines or to promote regulatory T-cell functions (Foucher et al., 

2015; Guillonneau et al., 2017; Wang et al., 2017).  

 

As other regulatory mediators, studies have reported that IL-34 is overexpressed in chronic 

inflammatory and metabolic disorders such as obesity and gestational diabetes (Ciccia et al., 

2013; Franzè et al., 2015; Moon et al., 2013; Wang et al., 2016) Chang et al., 2014; Piao et 

al., 2019). IL-34 expression is increased in an adipogenic context (Chang et al., 2014) and 

meta-analyses identified Il34 in risk loci associated with T2D (Below et al., 2011; Zorena et al., 

2016). Accordingly, circulating levels of IL-34 are increased in serum samples of obese 

patients and of women with gestational diabetes (Chang et al., 2014; Piao et al., 2019). 
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Collectively, these data suggest that IL-34 may be involved in the inflammation process 

associated with a dysregulated metabolism as observed in T2D. However, to date, the 

expression and role of IL-34 in -cell function have been poorly studied. Whether IL-34 has a 

beneficial or a deleterious role in these conditions remains to be explored. The aim of this study 

was to evaluate the expression and role of IL-34 in pancreatic β-cells. To investigate its 

potential role in β-cell function, we generated mice deficient for IL-34 in pancreatic β-cells by 

crossing IL-34f/f mice with mice expressing Cre recombinase under the β-cell specific Pdx1 

promoter (IL-34Pdx mice). Our results reveal that the loss of IL-34 expression in β-cells affected 

glucose homeostasis during aging, a process associating with an exacerbated low-grade 

inflammation in islets of Langerhans. Il34 deficiency is also detrimental in the context of low-

grade inflammation induced by a high fat regimen. Altogether, these results identify an 

unexpected modulatory role of IL-34 in the local environment of islets of Langerhans. 
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Methods 

 

Animals. 

Pdx-Cre transgenic mice (JAX #014647; Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) (Hingorani et 

al., 2003) express the Cre recombinase under the control of the mouse Pdx1 promoter. IL-34f/f 

transgenic mice, carrying a conditional Il34 allele in which exons 2-5 are flanked by loxP sites 

(Wang et al., 2012), were provided by Pr Marco Colonna (Washington University, St Louis, 

MO). To generate pancreas-specific mutant mice, Pdx-Cre mice were mated with IL-34f/f mice 

to generate a F1 heterozygous generation. F1 Pdx-Cre+/- IL-34f/+ males were then crossed with 

IL-34f/f females to generate mice deficient for IL-34 in pancreatic β cells (IL-34ΔPdx). Littermates 

were used as controls. Mice were genotyped by PCR using the following oligonucleotides: For 

Pdx-Cre, forward Cre primer: GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC, reverse Cre primer: 

GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT, generating a 100 bp product; internal positive control: 

forward control primer: CTAGGCCACAGAATTGAAAGATC, reverse control primer: 

GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC, generating a 324 bp product. For IL-34f/f, forward 

primer: CCCTGGTCGGCTTTGCATGT, reverse primer: CCATGGTCAGAGTCCCCAGG, 

generating a 468 or a 570 bp product, corresponding to wild type IL-34 or to IL-34f/f, 

respectively. Animals were housed under specific pathogen-free conditions. Experiments were 

performed on females and were approved and conducted in accordance with the institutional 

ethics committee of Region des Pays de la Loire and authorized by the Research French 

Ministry (agreements APAFIS#8256-2016121823456077/APAFIS #37469-

2022052417088984 v3). 

 

Tissue analysis. 

Immunostaining was performed using commercial pancreatic sections (T2234188 and 

T2236188D; CliniSciences, Nanterre, France). Tissue sections were incubated with anti- 

human IL-34, anti-human M-CSF (Abcam, Cambridge, UK), anti-glucagon, anti-somatostatin 

and anti-insulin (Santa Cruz Biotechnnology, Santa Cruz, CA). Nuclei were stained with 4′,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Fluorescence was visualized 

using an automated Axio Observer inverted fluorescence microscope and images analyzed 

using the ZEN software (Zeiss, Göttingen, Germany). 

 

ELISA. 

Murine IL-34 in plasma samples was quantified by commercial assays according to the 

manufacturer recommendations (BioLegend, San Diego, CA). Insulin was quantified in serum 

(Merck, Rahway, NJ) and culture supernatants (Mercodia, Uppsala, Sweden) according to 

manufacturer instructions. 
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Glucose tolerance and insulin sensitivity tests. 

After a 5 hours starvation, mice were intraperitoneally injected with 2 g/kg body weight glucose 

(Biosolve, Dieuze, France) for glucose tolerance test (GTT) or with 0.5 IU/kg insulin (Sigma-

Aldrich) for insulin tolerance test (ITT). Capillary blood glucose levels were measured at 0, 15, 

30, 45, 60 and 120 min after glucose administration by using a glucometer (Accu-check; Roche 

Diagonostics, Basel, Switzerland). 

 

Pancreatic islet isolation. 

Mice were anesthetized and euthanized before pancreas perfusion with type V collagenase 

(Sigma-Aldrich). Once completely inflated, the pancreas was incubated at 37°C for 20 min. 

After washings and filtrations, islets of Langerhans were purified by centrifugation using a 

density gradient consisting in three layers of 1100, 1080 and 1060 g/mL Histopaque 1119 

(Sigma-Aldrich). Islets of Langerhans were collected at the 1080-1100 interfaces and washed 

in iced cold HBSS (Biowest, Riverside, MO) before hand-picked under microscope. Islets of 

Langerhans were cultured for 24 hours in RPMI 1640 culture medium supplemented with 10% 

fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acids, 

10 mM HEPES, 100 U/mL penicillin and 100 µg streptomycin (all from Corning, NY, USA) 

(complete culture medium). 

Human islets of Langerhans were used for research only if research consent was obtained as 

specified by U1190’s authorization from the Agence de la BioMedecine France / French 

procurement agency. 

 

Glucose-stimulated insulin secretion. 

Islets of Langerhans from IL-34ΔPdx1 and control mice were cultured for 24 hours in complete 

culture medium, in the absence or presence of 50 ng/mL IL-34 (R&D systems, Minneapolis, 

MN), 50 ng/mL TNF-α or 25 ng/mL IL-1β (both form Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Germany). 

After culture, 20 islets of Langerhans were resuspended in Krebs-Ringer buffer supplemented 

with HEPES and 0,5% free fatty acid BSA and exposed to 2.8 mM or 16.7 mM glucose, in the 

absence or presence of the cytokines used at the same concentrations. Insulin released in the 

presence of glucose and total insulin were measured using a commercial kit (Mercodia, 

Uppsala, Sweden). Results were expressed as an insulin stimulation index calculated as the 

ratio between the levels of insulin secreted in the presence of 16.7 mM and in the presence of 

2.8 mM glucose. 
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Quantitative real-time PCR. 

RNA was extracted from mouse and human tissues using TRIZOL reagent (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA) or the RNeasy Plus micro kit (Qiagen, Hilden, Germany) following 

manufacturer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed using the Superscript II 

reverse transcriptase (ThermoFisher Scientific). The expression of mRNA was analysed by 

qPCR. Relative quantification was calculated using the 2-ΔΔCT method (Vandesompele et al., 

2002) using B2M, ACTB, TBP and HPRT1 as references. Results are expressed as relative 

mRNA expression. Primer sequences are listed in Supplementary Table 2. 

 

High fat diet. 

6-7 weeks-old IL-34ΔPdx and IL-34f/f female mice were randomly allocated to 2 groups of 10 

mice which received a standard diet (SAFE D04: 18.1% protein, 8.4% lipids and 73.6 NFE) or 

a high fat diet (SAFE 260HF: 14.4% protein, 58.6% lipids and 27% NFE) (both from SAFE, 

Rotterdam, The Netherlands). Blood glucose was measured in plasma samples collected 4, 8, 

12, and 16 weeks after the initiation of diet. Glucose tolerance test was performed every month 

during the 16 weeks of diet and insulin tolerance test was performed at month 4. After 16 

weeks of diet, mice were anesthetized with ketamine/xylazine and euthanized. Tissues were 

harvested for analysis. 

 

Statistical analysis. 

Mann-Whitney, Kruskall-Wallis, ANOVA and Sidak tests were performed using Graph-Pad 

Prism version 9.0 software (Graph-Pad, Boston, MA). Data are expressed as means  SEM. 

Differences were considered statistically significant at p values <0.05 (* p<0.05; ** p<0.01; *** 

p<0.001; **** p<0.0001).  
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Results 

 

Interleukin-34 is expressed in human and mouse islets of Langerhans. 

We first analyzed the expression of IL-34 in pancreatic sections from healthy subjects. Results 

showed that IL-34 is expressed in islets of Langerhans (Fig. 1A) and interestingly, IL-34-

producing cells were distinct from M-CSF-producing cells (Fig. 1A). We next determined the 

nature of IL-34-expressing cells by pancreatic hormones co-staining. IL-34 was found to be 

expressed by insulin-producing β-cells (Fig. 1B, upper panel); no or low co-expression with 

somatostatin and glucagon was observed (Fig. 1B, middle and lower panels). The expression 

of IL-34 mRNA was detected in both human (Fig. 1C) and mouse islets of Langerhans (Fig. 

1D). 

These results revealed that IL-34 is constitutively expressed in human and mouse islets of 

Langerhans. 
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Figure 1. IL-34 expression in human and mouse pancreas. (A) IL-34 and M-CSF expression was 

analyzed by immunofluorescence in pancreas sections from healthy subjects. M-CSF, FITC labelling 
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(green); IL-34, TRITC labelling (red); nucleus, DAPI labelling (blue). Scale bar = 20 µm. (B) The 

expression of IL-34, insulin, glucagon and somatostatin proteins was analyzed in pancreas sections 

from healthy subjects. Hormones, FITC labelling (green); IL-34, TRITC-labelling (red); nucleus, DAPI 

labelling (blue). Scale bar = 50 µm. (C,D) IL-34, M-CSF and CD115 mRNA expression in human (C) 

(n=9) and murine islets of Langerhans (D) (n=6-8) was assessed by RT-qPCR. Results are expressed 

in relative mRNA levels. 
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Aged IL-34Pdx mice have impaired glucose homeostasis. 

To determine the role of IL-34 in the pancreas, we generated β-cell specific IL-34 deficient 

mice by mating Pdx-Cre mice expressing the recombinase gene under the Pdx1 promoter with 

IL-34f/f mice (Fig. 2A). IL-34f/+ offsprings and Cre-transgenic hemizygous/heterozygous mice 

were mated back to IL-34f/f mice to generate IL-34ΔPdx; IL-34f/f mice not expressing the cre 

transgene were used as littermate controls (Fig. 2A). Based on the data from the literature 

reporting that IL-34 is overexpressed in gestational diabetes (Piao et al., 2019) and that Il34 

SNPs are predictive of T2D in women (Below et al., 2011), we decided to focus on female mice 

in our study. Mice were divided in two groups according to their age (young mice from 7 to 24 

weeks and aged mice from 25 to 45 weeks). RT-qPCR analyses on islets of Langerhans 

confirmed that the expression of IL-34 mRNA was strongly reduced in both young and aged 

IL-34ΔPdx mice (Fig. 2B). No compensatory expression of M-CSF was observed in islets of 

Langerhans from IL-34ΔPdx mice (Supplemental Fig. S1A). The expression of IL-34 was not 

affected in the brain of IL-34ΔPdx mice (Supplemental Fig. S1B) and the circulating levels of IL-

34 were equivalent in both IL-34ΔPdx and control mice regardless of their age (Fig. 2C). Finally, 

body weight (Fig. 2D) and immune cell frequencies in lymph nodes, spleen and liver 

(Supplemental Fig. S1C-E) were similar during aging in IL-34ΔPdx and control mice. 

Pancreas controls glucose homeostasis and contributes to metabolic diseases occurring in the 

course of aging (De Tata, 2014). Although blood glucose levels were similar in IL-34ΔPdx and 

control mice (Fig. 2E), glucose tolerance was altered in aged IL-34ΔPdx mice compared to 

control mice (Fig. 2F), suggesting that glucose homeostasis was altered in the absence of IL-

34 in pancreatic β-cells during aging. Such difference was not observed when comparing 7-24 

weeks old mice (Fig. 2G). Insulin sensitivity assessed through insulin tolerance test (ITT) 

revealed that before 25 weeks of age, IL-34ΔPdx mice had improved insulin sensitivity (Fig. 2H) 

which was normalized in older IL-34ΔPdx mice (Fig. 2I). 

 

Fasting insulin levels tended to be higher in young IL-34ΔPdx mice compared to IL-34f/f mice, 

confirming the gradual onset of impaired glucose tolerance with aging (Fig. 2J).  

 

Altogether, these results evidence metabolic changes in glucose and insulin regulation that 

occurs in IL-34ΔPdx mice as they aged. 
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 Figure 2. Impact of IL-34 inhibition on glucose homeostasis. (A) Schematic description of the 

strategy used to generate IL-34ΔPdx mice and control littermates. (B) Islets of Langerhans IL-34 mRNA 
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expression was determined by RT-qPCR in young and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice (n= 7-12 per 

group). Results are expressed as relative mRNA expression. (C) Plasma IL-34 levels were determined 

at the indicated times in IL-34ΔPdx and control mice. (D) Weight of IL-34ΔPdx and control mice (n=10). 

Results are expressed as the difference of weight at the indicated time compared to week 7 ( weight). 

(E) Fasting glucose levels were determined in IL-34ΔPdx and control mice (n=7) at the indicated times. 

(F-G) Blood glucose intake was measured in IL-34ΔPdx1 (n=19-35) and IL-34f/f mice (n=20-34) in 25-45 

weeks (F) and 7-24 weeks old mice (G); area under the curve (AUC) value (right) are presented. (H-I) 

Insulin tolerance test was performed in 7-24 (H) and 25-45 weeks old (I) IL-34ΔPdx1 (n= 34) and IL-34f/f 

female mice (n=30); area under the curve (AUC) value are presented. (J) Fasting insulin was quantified 

in young and aged IL-34ΔPdx1 (n=5) and IL-34f/f mice (n=8). (K) Insulin was quantified 15 and 30 min after 

glucose injection. Results are expressed as a ratio between insulin levels at 30 min compared to 15 min 

(mean  SEM, n=3-6). (B-K) Statistical analysis was performed using mixed-effect model, Sidak test, 

Mann-Whitney test and Kruskal-Wallis test (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001). 

 

 

Islets of Langerhans of IL-34ΔPdx mice exhibit local inflammation which associates with 
impaired insulin secretion. 

Based on the observation that IL-34ΔPdx mice exhibited an impaired capacity to regulate glucose 

as they aged, we further evaluated whether the absence of IL-34 expression by -cells impacts 

the expression of pancreatic identity genes. As expected, results showed that the expression 

of the transcripts encoding Pdx1, Mafa and the insulin genes Ins1 and Ins2 were significantly 

increased in aged IL-34f/f mice compared to young mice (Fig. 3A). In contrast, only the 

expression of Ins2 mRNA was significantly increased in aged IL-34ΔPdx compared to young IL-

34ΔPdx (Fig. 3A). Glucagon mRNA levels were increased in aged IL-34ΔPdx compared to IL-34f/f 

mice (Fig. 3A). 

Immunosenescence is defined as the decline of immune functions during aging. This is related 

to an increase of inflammatory cytokine production and immune cell recruitment within tissues, 

a process referred to as inflammaging (Santoro et al., 2021). As IL-34 exhibits regulatory 

properties, we next hypothesized that β-cell IL-34 deficiency may have impacted the local 

immune environment. We observed that the expression of the mRNA encoding CD115 and 

CD11c was increased in both aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice, reflecting an increase of myeloid 

cell infiltrate in islets of Langerhans of both genotypes (Fig. 3B). Moreover, the expression of 

TNF and IL-1β, but not of IL-6, was increased in islets of Langerhans from aged IL-34ΔPdx 

mice (Fig. 3B). Although not significant, results showed that this increase was more 

pronounced in IL-34ΔPdx mice compared to control mice, suggesting that -cell specific deletion 

of IL-34 may modulates local immunity in the pancreas with aging. 



83 
 

To elucidate the respective role of inflammatory cytokines and IL-34 in pancreatic -cell 

function, islets of Langerhans isolated from young and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice were 

subjected to glucose stimulated insulin secretion tests (GSIS), in the absence or presence of 

TNFα and IL-1β, to mimic an inflammatory environment, and with or without IL-34. Whatever 

their origin, islets of Langerhans were sensitive to inflammatory cytokines, as evidenced by the 

decrease of the insulin stimulation index (ratio of insulin secretion in high verus low glucose 

media) upon exposure to TNF and IL-1β (Fig. 3C). Interestingly, the insulin stimulation 

indexes were equivalent to basal conditions when islets of Langerhans from young IL-34ΔPdx 

and IL-34f/f mice were exposed to TNF and IL-1β in the presence of IL-34. However, IL-34 

did not rescue the insulin stimulation index in islets of Langerhans from aged IL-34ΔPdx mice 

when exposed to TNF and IL-1 (Fig. 3C). Insulin content was equivalent between young 

and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice (Fig. 3D). 

Collectively, these data indicated that islets of Langerhans from aged mice display an 

inflammatory status that may be exacerbated in islets of Langerhans from -cells IL-34-

deficient mice. Moreover, IL-34 seemed to counteract the impact of inflammatory cytokines on 

insulin secretion. 
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Figure 3. Aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice exhibit local inflammation in islets of Langerhans. (A) 

The expression of the transcript encoding Pdx1, Mafa, glucagon, Ins1 and Ins2 was evaluated by RT-

qPCR in young and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice islets of Langerhans (n= 7-9 per group). (B) 

CD115, CD11c, IL-6, TNF and IL-1 mRNA expression was determined by RT-qPCR in young and 

aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice islets of Langerhans (n= 7-9 per group). (A,B) Results are expressed 

as relative mRNA expression. (C) Islets of Langerhans isolated from young and aged IL-34ΔPdx and IL-

34f/f mice (n= 4-6 per group) were stimulated with low (2.8 mM) or high (16.7 mM) concentration of 

glucose, in the absence (none) or presence of TNF and IL-1, with or without IL-34. Results are 

expressed as stimulation indexes (ratio of insulin secretion in high and low glucose). (D) Insulin 
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content was determined in islets of Langerhans from young and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice (n=4-7 

per group). Results are represented as mean  SEM (Kruskal-Wallis test; * p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001). 

 

 

IL-34 has an immunomodulatory role in the context of chronic low-grade inflammation 

associated with a metabolic stress. 

Metainflammation defines a pathophysiological status characterized by chronic inflammation 

associated with metabolic dysfunction. This process accelerates the decline of immune 

functions during inflammaging (Hotamisligil, 2017). Since IL-34 regulates glucose metabolism 

and local inflammation during inflammaging, we wondered whether it may be protective during 

obesity-induced low-grade inflammation, a prototypic model of metaflammation. 

IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice were fed with a chow diet (CD) or a high fat diet (HFD) and glucose 

metabolism was monitored during aging (Fig. 4A). Body weight gain was increased in HFD-

fed compared to CD-fed mice, with a slight increase, although not significant, in IL-34ΔPdx mice 

compared to IL-34f/f mice (Fig. 4B). No difference in fasting insulin levels was observed 

between IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice fed HFD after 4 months of diet (data not shown) 

nevertheless fasting blood glucose levels were increased in IL-34ΔPdx mice under HFD 

compared to IL-34f/f mice after 4 months of diet (Fig. 4C). Analysis of inflammation parameters 

in adipose tissue did not show differences between IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice on HFD 

suggesting a local impact in pancreas (Supplemental Fig. S2D-F). Glucose tolerance was 

impaired in IL-34ΔPdx mice fed on HFD (Fig. 4D) and circulating insulin levels tended to be lower 

in IL-34ΔPdx versus IL-34f/f under HFD (Supplemental Fig. S2A-B). In vitro insulin secreted ratios 

during GSIS were equivalent when using islets of Langerhans from IL-34ΔPdx and IL-34f/f fed 

on HFD (Supplemental Fig. S2C). The assessment of insulin tolerance was similar in both 

genotypes under HFD (Fig. 4E). 

Since glucose tolerance was altered in IL-34ΔPdx mice fed on HFD, we evaluated the expression 

of pancreatic genes involved in glucose metabolism in islets of Langerhans. Pdx1, Mafa and 

Ins2 mRNA levels were significantly increased whereas glucagon and Ins1, albeit increased, 

did not show significant differences in IL-34ΔPdx mice fed on HFD compared to IL-34f/f mice (Fig. 

4F and 4G). Interestingly, the expression of the transcripts encoding CCL2, which is involved 

in monocyte recruitment, and CD11c was increased in IL-34ΔPdx mice on HFD compared to 

control mice (Fig. 4H), suggesting the presence of inflammatory macrophages in IL-34-

invalidated pancreas compared to control pancreas. Moreover, under HFD, the expression of 

the mRNA encoding TNFα and IL-1β was increased in islets of Langerhans from IL-34ΔPdx mice 

compared to IL-34f/f mice (Fig. 4I). IL-6 mRNA levels were equivalent between the two groups 

of mice on HFD (Fig. 4I). 
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These data indicate that the lack of IL-34 in pancreatic -cells modulates glucose metabolism 

associated with increased inflammation during diet-induced obesity.  
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Figure 4. Immunomodulatory role of IL-34 during chronic low-grade inflammation induced by 

obesity. (A) Schematic representation of the protocol. (B) Weight of IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice under 

high fat diet (HFD) or conventional diet (CD) was determined at the indicated times (n=10-12 per group). 

Results are expressed as the weight gain compared to that at the initiation of the protocol ( weight). 

(C) Fasting blood glucose was determined in IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice (n=10-12 per group) 16 weeks 

after the initiation of the regimen. (D, E) Blood glucose quantification during glucose (D) and insulin 
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tolerance tests (E) in IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice at the end of diet (16 weeks) (n=10-12 per group). (F-I) 

The expression of the transcript encoding Pdx1, Mafa (F), glucagon, Ins1, Ins2 (G), CCL2, CD11c (H), 

IL-6, TNFα and IL-1β (I) was determined by RT-qPCR in islets of Langerhans genes isolated from IL-

34ΔPdx and IL-34f/f mice (n=3-5 per group) under HFD. Results are expressed as relative mRNA 

expression. (B,C,D-I) Results are expressed as mean  SEM;  Kruskal-Wallis, Mann-Whitney and 3-

way ANOVA tests have been done (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001). 

 

IL-34 levels are increased in islets of Langerhans of type 2 diabetic subjects. 

Our results showed that IL-34 participates to the control of pancreatic inflammation, as 

evidenced by the exacerbated alteration of glucose metabolism in a preclinical model of 

diabetes. We then wondered whether the expression of IL-34 is also altered in obese subjects 

and T2D patients. Results showed that the expression of the transcript encoding IL-34 is 

significantly increased in islets of Langerhans from diabetic compared to donors (Fig. 5A). 

Although not significant, we observed that the levels of IL-34 mRNA were also increased in 

islets of Langerhans isolated from obese subjects compared to controls (Fig. 5A). A similar 

increase of IL-34 mRNA expression was observed in islets of Langerhans isolated from wild 

type mice fed HFD compared with control mice (CD) (Fig. 5B). Moreover, immunofluorescence 

analysis of pancreatic sections from non-diabetic and T2D subjects confirmed that the 

expression of IL-34 levels was increased in diabetic conditions (Fig. 5C). The expression of M-

CSF was equivalent in both conditions (Fig. 5C). 

These observations support a role for IL-34 in regulating inflammation associated with 

metabolism dysfunction in the pancreas. 
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Figure 5. IL-34 expression is increased in the pancreas from obese and diabetic subjects. (A,B) 

the expression of the transcript encoding IL-34 was determined by RT-qPCR in human islets of 

Langerhans from lean normology, obese and diabetic patients (n= 8-21 per group) (A) and in mouse 

islets of Langerhans from control mice (n=5) fed conventional diet (CD) or high fat diet (HFD) (B). 

Results are expressed as relative mRNA expression (mean  SEM, * p<0.05; Kruskal-Wallis and Mann-

Whitney tests). (C) Analysis of IL-34 and M-CSF expression by immunofluorescence in pancreas 

sections from a healthy subject (upper panel) and from a diabetic subject (lower panel). M-CSF, FITC 

(green); IL-34, TRITC (red); Nuclei, DAPI (blue). Scale bar = 20 µm. 
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Discussion 

 

In this study, we demonstrate that IL-34 is expressed by pancreatic β-cells in both mice and 

humans. Mice invalidated for IL-34 in pancreatic β-cells show impaired glucose metabolism as 

they age, a process associated with local inflammation. Beyond identification of the pancreas 

as a novel IL-34-expressing tissue, our results reveal that IL-34 is a pivotal contributor to 

glucose homeostasis through its ability to mitigate local inflammation. 

 

In order to investigate the role of IL-34 in in the function of islets of Langerhans, we generated 

mice specifically invalidated for IL-34 expression in pancreatic β-cells. We observed that these 

mice, as they aged or when they were subjected to a high-fat diet, exhibited an increase in 

pancreatic pro-inflammatory cytokines compared with control mice and that this phenotype 

associated with impaired glucose tolerance and with a more pronounced dysregulated insulin 

secretion. Taking into account that IL-34 is a regulatory cytokine, these results suggest that 

the lack of IL-34 expression by β-cells may have exacerbated local inflammation (that develops 

during aging or is induced by a pro-inflammatory diet) and is responsible, at least in part, for 

pancreatic immune dysregulation. 

 

IL-34 is a critical actor of inflammation in several diseases (Ciccia et al., 2013; Franzè et al., 

2015; Baek et al., 2015; Tian et al., 2013; Wang et al., 2016; Lin et al., 2019), including T2D 

and obesity (Below et al., 2011; Chang et al., 2014; Mostafa et al., 2021; Zorena et al., 2016). 

IL-34 levels correlated with chronic inflammation and susceptibility to insulin-resistant T2D 

(Mostafa et al., 2021). Mechanistically, IL-34 is overexpressed by adipocytes and elevated 

levels of serum IL-34 are detected in obese women (Chang et al., 2014). In addition, studies 

using the mouse -cell line MIN6 have suggested that IL-34 may reduce insulin secretion (Piao 

et al., 2019). Nevertheless, we failed in detecting an intrinsic effect of IL-34 on GSIS using 

isolated islets of Langerhans, suggesting that this mechanism per se is not sufficient to explain 

the phenotype observed in our study. 

 

Our results revealed that the metabolism was progressively altered during aging in IL-34Pdx 

mice, as evidenced by glucose and insulin dysregulation. Aging is characterized by a 

progressive loss of the immune functions, a process called immunosenescence which is 

associated with an increase of inflammatory cytokine production (Franceschi et al., 2018). This 

chronic and low-grade inflammation, called inflammaging, is suspected to contribute to the 

development of age-related diseases, such as cardiovascular disease, diabetes, and 

neurodegenerative disorders (Fulop et al., 2018). Our results suggest that IL-34 may act as a 

regulator of inflammaging in pancreas. Remarkably, we did not detect any modification of 
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circulating IL-34 levels in aged mice compared to young mice in both IL-34Pdx mice and 

littermates, underlining that IL-34 may exert its role locally and that the absence of IL-34 in the 

pancreas was not compensated by systemic IL-34. 

 

The elevated expression of CD11c, CD115 and inflammatory cytokines in aged mice 

suggested that pancreatic resident myeloid cells acquire an inflammatory phenotype. 

Interestingly, this inflammatory phenotype tended to be more pronounced in islets of 

Langerhans isolated from IL-34ΔPdx mice compared to control mice. These results support the 

fact that IL-34 functions as an endogenous regulatory cytokine. In agreement with this 

hypothesis, studies reported that IL-34 is produced by human adipocytes in response to IL-1β 

and TNFα and that its levels are increased in obese patients (Chang et al., 2014). Energy 

homeostasis, metabolism, endocrine system and innate immunity are interconnected, and 

macrophages are positioned at the interface between immunity and metabolism (Franceschi 

et al., 2018). We can thus hypothesize that IL-34, a master regulator of macrophage activity, 

may control the inflammatory status of islets of Langerhans and that its deficiency exacerbates 

inflammation triggered by aging or by metabolic stress. 

 

Chronic low-grade inflammation associated with aging has a direct impact on glucose 

homeostasis and insulin resistance, the latter being associated with β-cell compensation 

(Gupta et al., 2017; Hull et al., 2005; Sachdeva and Stoffers, 2009; Stamateris et al., 2013). 

We observed that, in our model, aging associates with increased hormonal gene expression 

in islets of Langerhans from both IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice. Since the pancreatic identity genes 

are overexpressed in β-cells from aged mice (Tudurí et al., 2022), this profile may compensate 

for the development of insulin resistance, which is a multifactorial process. These observations 

support the idea that an inflammatory environment can favor cell plasticity and islet remodeling. 

In line with this, we show that inflammatory profiles, which tend to be different in IL-34ΔPdx mice 

compared to control mice, seem to have an impact on insulin secretion in vitro. 

 

Aging and inflammaging emerge as major contributors to metabolic disorders, such as T2D. 

Our results showing that IL-34 levels are increased in islets of Langerhans from T2D subjects 

reinforce our hypothesis on its role as a regulator of pancreas function. Results showed that 

IL-34ΔPdx mice have impaired glucose tolerance compared to control mice when fed HFD. 

Obesity is a major leading cause of insulin resistance that can ultimately induce T2D (Ruze et 

al., 2023). During this process, the function of islets of Langerhans, especially β-cells, is 

modified to compensate systemic metabolic changes including hyperglycemia. This process is 

initially characterized by an increase of β-cell mass in order to produce enough insulin to 

counteract insulin resistance in target tissues. However, the β-cell compensation observed 
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during obesity may lead to exhaustion of these cells and to apoptosis due to glucolipotoxicity, 

eventually leading to T2D (Hudish et al., 2019). Increased gene expression encoding 

inflammatory cytokines testifies to the development of obesity-induced chronic low-grade 

inflammation in our model. 

 

In conclusion, we demonstrate for the first time that IL-34 is expressed in mouse and human 

lean and T2D pancreatic β-cells. Our results suggest that IL-34 may be produced in response 

to inflammaging or metaflammation, acting as a protective cytokine to maintain β-cell functions. 
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Supplementary information 

 

Supplemental Figure S1. (A,B) The expression of M-CSF mRNA was determined by RT-qPCR in IL-

34ΔPdx and IL-34f/f mice (n=3-20 per group). Results are expressed as relative expression compared with 

housekeeping genes. (C-E) The frequency of immune cells in lymph nodes (C), spleen (D) and liver (E) 

in young and aged IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice (n=3 per group) was analyzed by flow cytometry. (A-D) 

Results are expressed as mean  SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Mann-Whitney test). 
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Supplemental Figure S2. (A) Insulin blood levels were quantified at 15 and 30 min during ipGTT in IL-

34ΔPdx and IL-34f/f mice before (7 weeks old, left panel) and at the end of HFD (24 weeks old, right panel) 

(n=10 per group). (B) Ratio of circulating insulin levels between 30 and 15 min after glucose injection in 

IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice under HFD (n=10 per group). (C) Islets of Langerhans isolated from IL-34ΔPdx 

and IL-34f/f mice under HFD (n=5) were stimulated with a low (2.8 mM) or high (16.7 mM) concentration 

of glucose. Ratio based on insulin secretion has been calculated (left panel). Insulin content has been 

determined by ELISA in islets of Langerhans from IL-34ΔPdx IL-34f/f mice under HFD (n=5) (right panel). 

(D-F) The expression of the transcripts encoding IL-34, CD115, CD11c, F4/80, CCL2 (D), IL-1β, TNFα 

(E), GLUT4, InsR and IRS1 (F) in adipose tissue from IL-34ΔPdx and IL-34f/f mice under HFD (n=10 per 

group) was determined by RT-qPCR. (D-F) Results are expressed as relative expression compared with 

housekeeping genes (mean  SEM; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Kruskal-Wallis and Mann-Whitney 

test). 
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Supplemental methods 

 

Isolation of immune cells and flow cytometry analysis. 

Mice were anesthetized (ketamine/xylazine) and sacrificed by cervical dislocation before tissue 

harvesting. Spleens were crushed and splenocytes were then isolated after lysis of red blood 

cells. Liver was perfused with PBS and was enzymatically digested by GentleMacs Octo 

Dissociator with heater (Miltenyi biotec, Bergish Gladbach, Germany). After red blood cell lysis, 

immune cells were purified using centrifugation with Percoll density gradient (35-70%). 

Splenocytes and liver immune cells were resuspended in FACS buffer (1% BSA, 0.01% NaN3 

in PBS) and incubated for 10 minutes with antibodies listed in Table 1. Cells were then fixed 

and permeabilized (Foxp3/Transcription Factor Staining buffer set; Invitrogen, Waltham, MA) 

before CD68 staining. Data were acquired using a Cytoflex cytometer (Beckman-Coulter, Brea, 

CA) and analyzed using FlowJo software (BD Biosciences, Franklin lakes, NJ). 

 

Antibody Provider Reference 

BV421-labeled rat anti-CD49b BD Bioscience  Cat #563063 

Viogreen-labeled anti-CD45 Miltenyi biotec Cat #130-102-412 

FITC-labeled rat anti-CD8α BD Bioscience Cat #553031 

PerCP/Cyanine 5.5-labeled anti-CD3ε Biolegend Ca t#100327 

PE-labeled anti-CD44 eBioscience Cat #12-0441-83 

PE/Cyanine 7-labeled anti-CD19 Biolegend Cat #115519 

APC-labeled anti-CD62L Biolegend Cat #400512 

BV421-labeled anti-CD11c BD Bioscience Cat #565452 

FITC-labeled anti-I-Ab BD Bioscience Cat #553551 

PE-labeled anti-CD11b eBioscience Cat #12-0112-81 

PE/Cyanine 7-labeled anti-Ly6c Biolegend Cat #128017 

APC-labeled anti-Ly6g BD Bioscience Cat #560599 

V450-labeled anti-Ly6c BD Bioscience Cat #560594 

PE-labeled anti-F4/80 Invitrogen Cat #MF48004-3 

Viogreen-labeled anti-ouse CD68 Miltenyi biotec Cat #130-102-922 

FITC-labeled anti-CD11c Biolegend Cat #117306 

APC-labeled anti-CD11b Miltenyi biotec Cat #130-091-241 

APC/Cyanine 7-labeled anti-CD45 Miltenyi biotec Cat #130-102-412 

PerCP/Cyanine 5.5-labeled anti-I-A/I-E BD Bioscience Cat #562363 

PE-labeled anti-CD3e BD Bioscience  Cat #553064 
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Primers. 

 Forward Reverse 

Murine B2M CTCGCTCGGTGACCC CGGGTGGAACTGTGTTACG 

Murine TBP CTATCACTCCTGCCACACC TGTTCTTCACTCTTGGCTCC 

Murine ACTB GCTGTATTCCCCTCCATCG GGTGAGCAGCACAGGG 

Murine HPRT1 CGGGGGACATAAAAGTTATTGG TTCGAGAGGTCCTTTTCACC 

Murine IL-34 CCAACATCACAAGGCTGC TCTCCAGCAATGTCTGAACC 

Human IL-34 GTGCTTAGGCCTCTGTGGAC GCCAAGGAAGATCCCAAGATA 

Murine M-CSF GATCCCTGAGTCTGTCTTCC CACCTGTCTGTCCTCATCC 

Human M-CSF GAAAGATCCAGTGTGCTACC CTCATAGAAAGTTCGGACGC 

Murine CD115 ACTGGTGAAGGATGGATACC GCAGGTTAGCATAGTCCTGG 

Human CD115 TGCAAGGTTTTAACTGGACC ATATGACGCTTACCTCTGGG 

Murine CD11c TGTGAAGTTGCTTCTCCCG GCAGATGTGGTCAGCTCC 

Murine IL-6 TCTGCAAGAGACTTCCATCC CCACGATTTCCCAGAGAACA 

Murine TNFα TGTACCTTGTCTACTCCCAGG AGGTATATGGGCTCATACCAGG 

Murine IL-1β AAAGCTCTCCACCTCAATGG GCCGTCTTTCATTACACAGG 

Murine CCL2 CCTGCTGCTACTCATTCACC TGTATGTCTGGACCCATTCC 

Murine F4/80 CGTGTTGTTGGTGGCACTGTGA CCACATCAGTGTTCCAGGAGAC 

Murine GLUT4 CCTGTAACTTCATTGTCGGC TCTAAAAGGGAAGGTGTCCG 

Murine Pdx1 ATTGTGCGGTGACCTCGGGC GATGCTGGAGGGCTGTGGCG 

Murine Mafa TCCGACTGAAACAGAAGCGG CTCTGGAGCTGGCACTTCTC 

Murine glucagon AGGCCGAGGAAGGCGAGACT GGAGCCATCAGCGTGCCTGC 

Murine Ins1 GCCAAACAGCAAAGTCCAGG GTTGAAACAATGACCTGCTTGC 

Murine Ins2 CAGCAAGCAGGAAGCCTATCT CAGGTGGGAACCACAAAGGT 
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 Discussion  

En conditions physiologiques, L’IL-34 est produite constitutivement dans différents tissus et dans 

différentes pathologies inflammatoires, l’IL-34 elle est surexprimée  (Baghdadi et al., 2018; Lelios et 

al., 2020). Chez les personnes obèses, les cellules immunitaires induisent et entretiennent une 

inflammation du tissu adipeux via notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Kawai et 

al., 2021). En réponse à cette inflammation, les adipocytes sécrètent également des cytokines parmi 

lesquelles l’IL-34 a été identifiée (Chang et al., 2014). L’IL-34 est de ce fait corrélée à l’installation de la 

résistance à l’insuline (Chang et al., 2014). L’inflammation induite par la situation d’obésité est un 

facteur de risque majeur au développement du diabète de type 2 (DT2). Chez les patients DT2,  l’IL-34 

est augmentée et corrélée positivement à la résistance à l’insuline (Mostafa et al., 2021). Des études 

bio-informatiques ont également identifié des SNPs sur le gène de l’Il34 comme étant un facteur de 

risque pour le développement d’un DT2 (Below et al., 2011; Liao et al., 2014). Fort de ces observations, 

et comme le pancréas est un organe clé des régulations métaboliques présentant des 

dysfonctionnements lors d’un diabète, nous nous sommes interrogés dans un premier temps sur la 

possibilité que l’IL-34 soit produite à ce niveau. Nous avons mis en évidence une expression 

constitutive de l’IL-34 dans le pancréas et plus particulièrement dans les îlots de Langerhans chez 

l’homme et la souris. L’IL-34 dans les îlots humains est synthétisée par les cellules β productrices 

d’insuline. Afin de comprendre le rôle de l’IL-34 dans cet organe, nous avons dans un second temps 

mis en place un modèle de souris invalidée pour le gène de l’IL-34 dans ces cellules β. Suite à la 

caractérisation du modèle, en condition inflammatoire associée au vieillissement ou suite à l’induction 

d’une situation d’obésité, l’absence d’IL-34 dans les îlots de Langerhans exacerbe les effets de 

l’inflammation sur l’homéostasie du glucose. En outre, l’IL-34 pancréatique a été retrouvée augmentée 

chez les patients DT2 et chez les souris contrôles soumises à un régime riche en graisse et en sucre.  

 

1. Production de l’IL-34 dans les îlots de Langerhans  

L’analyse de l’expression de l’IL-34 comparativement à sa cytokine jumelle le M-CSF dans le 

pancréas humain a révélé une production de la cytokine dans les îlots de Langerhans. De façon 

intéressante, les cellules productrices de l’IL-34 dans les îlots sont distinctes et plus nombreuses que 

les cellules productrices de M-CSF suggérant un rôle additionnel ou spécifique de l’IL-34. En effet, 

malgré leur fonction similaire sur la différentiation des macrophages immunorégulateurs M2, les 

sources des deux cytokines peuvent être différentes localement. Au niveau de la peau par exemple, 

l’IL-34 est produite dans l’épiderme et le M-CSF est produit dans le derme assurant un rôle spécifique 

de l’IL-34 sur la différentiation et le maintien des cellules de Langerhans. De même, dans le cancer, l’IL-
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34 est majoritairement produite par les cellules cancéreuses tandis que le M-CSF est sécrété par les 

macrophages recrutés et les TAMs (Franzè et al., 2020b; Freuchet et al., 2021). L’analyse de 

l’expression du gène de l’IL-34 par les îlots de Langerhans a été confirmée chez des sujets sains et chez 

des souris sauvages C57BL6/J. Par des analyses de co-marquages entre l’IL-34 et les principales 

hormones produites dans les îlots de Langerhans sur des coupes humaines, nous avons identifié une 

colocalisation entre la cytokine et l’insuline produite par les cellules β du pancréas. Ainsi, l’IL-34 semble 

produite par les cellules β des îlots de Langerhans, reste à comprendre quelle est son action dans cet 

organe : effet juxtacrine ? effet autocrine ? et si son action se cantonne à cet organe ou est retrouvée 

à distance : effet paracrine ou endocrine ? 

  

2. Validation du modèle de souris  

La mise en place d’un modèle de souris basé sur le système Cre/Loxp pour invalider le gène de 

l’IL-34 dans les cellules β pancréatiques uniquement nous a permis de comprendre le rôle de la 

cytokine dans les îlots de Langerhans. Dans notre modèle de souris, l’expression de la recombinase cre 

est dépendante du facteur de transcription Pdx1. C’est un des gènes précoces dans le développement 

embryonnaire et qui persiste dans les cellules β pancréatiques matures. Il a été utilisé dans de 

nombreux modèles murins pour étudier le développement et la fonction du pancréas (Ebrahim et al., 

2022; Magnuson and Osipovich, 2013). L’analyse de l’expression d’IL-34 dans les îlots de Langerhans 

des souris d’intérêt IL-34ΔPdx a confirmé une inhibition d’expression de la cytokine par rapport aux 

souris sœurs contrôles, n’exprimant pas l’enzyme cre (IL-34f/f) et présentant un profil d’expression 

similaire aux souris C57BL6/J non issues du croisement. Cependant l’invalidation du gène de l’Il34 au 

niveau des cellules β des souris IL-34ΔPdx n’as pas entraîné une inhibition complète de son expression 

en ARN suggérant que d’autres types cellulaires semblent exprimer la cytokine dans les îlots de 

Langerhans murins. La dissociation et l’analyse transcriptionnelle des cellules composant les îlots 

pancréatiques permettraient d’identifier les autres types cellulaires exprimant l’IL-34. Il est également 

possible que des cellules immunitaires intra-îlots expriment la cytokine. Néanmoins, la différence 

d’expression du gène est significative entre les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f validant l’inhibition propre aux 

cellules β.  L’inhibition d’expression d’IL-34 dans les îlots de Langerhans des souris IL-34ΔPdx n’a pas 

entraîné de différence sur la croissance comparativement aux souris IL-34f/f. L’analyse du taux d’IL-34 

sérique chez des femmes atteintes de diabète gestationnel a montré une surexpression en 

comparaison aux femmes enceintes ne présentant pas de complications (Piao et al., 2019). De plus, 

l’identification de SNPs sur le gène de l’IL-34 comme facteurs prédictifs pour le développement d’un 

DT2 a été réalisée sur une cohorte de femme (Below et al., 2011). C’est pourquoi nous avons décidé 
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de nous focaliser sur les souris femelles pour cette étude. L’analyse phénotypique des souris IL-34ΔPdx 

mâles devra être faite par la suite.  

 

3. Conséquence de l’inhibition d’IL-34 sur l’inflammation locale 

L’étude de l’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNFα dans les îlots de 

Langerhans a révélé une augmentation plus importante chez les souris IL-34ΔPdx par rapport aux souris 

IL-34f/f dans un contexte de vieillissement et également suite à l’induction d’une situation d’obésité 

par un régime riche en graisse et en sucre (HFD). Cette augmentation des cytokines pro-inflammatoires 

chez les souris IL-34ΔPdx est associée à une tolérance au glucose diminuée. Il est établi que le 

vieillissement s’accompagne de l’apparition de dommages de l’ADN, d’une senescence exacerbée, 

d’une augmentation du stress oxydatif, d’un épuisement des cellules souches et d’une communication 

intracellulaire altérée (López-Otín et al., 2013). Ces modifications sont associées à une augmentation 

des cytokines pro-inflammatoires favorisant un statut d’inflammation stérile, chronique et systémique 

appelée « inflammaging » (Santoro et al., 2021). Le taux d’IL-34 circulant est augmenté dans de 

nombreuses pathologies inflammatoires cependant nous n’avons pas observé de différences au niveau 

sérique chez les souris âgées suggérant que le rôle de la cytokine est restreint aux îlots de Langerhans.  

 

Le vieillissement et cet état d’inflammaging participent à une baisse de la sécrétion et de 

l’action de l’insuline. Ces désordres métaboliques et immunitaires favorisent l’apparition de maladies 

liées à l’âge, comme le cancer, des maladies cardiovasculaires, des maladies neurologiques ou encore 

des maladies métaboliques (De Tata, 2014). Il est aujourd’hui avéré qu’une situation d’obésité 

s’accompagne du développement d’une inflammation chronique de bas grade, un facteur de risque 

majeur pour le développement du DT2 (Kawai et al., 2021). Ce statut inflammatoire, associé au 

métabolisme a donné naissance à la notion de « métaflammation ». L’inflammaging et la 

métaflammation partagent donc des caractéristiques cellulaires et moléculaires telles que le niveau 

élevé de cytokines pro-inflammatoires systémiques (Prattichizzo et al., 2018). Dans un contexte 

d’obésité, les souris IL-34ΔPdx ont une altération du métabolisme du glucose significativement plus 

importante que les souris contrôles. Ainsi, l’induction d’une inflammation chronique de bas grade chez 

les souris par la mise sous régime HFD dès le plus jeune âge accélère et tend à augmenter le phénotype 

observé chez les souris IL-34ΔPdx vieillissantes. Le vieillissement est également associé à des 

changements morphologiques : augmentation de l’adiposité et diminution de la masse musculaire qui 

favorisent l’inflammaging et participent au développement des désordres métaboliques (De Tata, 

2014; Varghese et al., 2021). Les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f en vieillissant présentent une prise de poids 

similaire ce qui suggère que l’inflammation locale observée dans les îlots de Langerhans est 
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directement liée à l’inhibition de l’IL-34 chez les souris IL-34ΔPdx. De plus, le taux d’insuline sérique chez 

les souris IL-34f/f jeunes tend à être plus élevé que chez les souris IL-34ΔPdx confirmant un effet local de 

l’immunité sur la sécrétion d’insuline qui sera accentué en condition d’inflammaging.  

 

La naissance d’une inflammation chronique de bas grade dans le contexte d’obésité a lieu au 

niveau du tissu adipeux avec un recrutement de monocytes important et une différentiation en 

macrophages pro-inflammatoires M1 (Lumeng et al., 2007). L’analyse de l’expression du gène codant 

la chimiokine CCL2 dans le tissu adipeux montre une augmentation chez les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f 

sous HFD associée à une augmentation d’expression du marqueur de surface F4/80 reflétant un 

recrutement de monocytes. L’élévation transcriptionnelle du marqueur de surface CD11c et du TNFα 

témoigne d’une polarisation des macrophages pro-inflammatoires M1 chez les souris sous HFD. 

L’inflammation induite dans le tissu adipeux n’a pas montré de différences entre les souris IL-34ΔPdx et 

IL-34f/f sous HFD. Également, l’expression en ARNm des gènes codants le transporteur au glucose 

GLUT4 et celui du récepteur InsR est similaire entre les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f sous HFD. L’expansion 

du tissu adipeux et la glucolipotoxicité associée jouent un rôle prépondérant dans le développement 

de l’inflammation et d’une résistance à l’insuline (Galicia-Garcia et al., 2020)  mais la réponse du tissu 

semble similaire entre les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f sous HFD confirmant l’impact de la déplétion du 

gène de l’Il34 au niveau local dans les îlots de Langerhans. La prise de poids tend à être plus importante 

pour les souris IL-34ΔPdx sous HFD et est associée à une augmentation significative de la glycémie à jeun 

après 4 mois de régime. Ces observations suggèrent l’établissement d’un défaut de réponse des îlots 

pancréatiques. Aussi, l’insulinémie à jeun des souris IL-34ΔPdx est significativement impactée par la mise 

en place du régime HFD comparativement aux souris contrôles. L’élévation de la glycémie à jeun 

associée à la diminution d’insuline chez les souris IL-34ΔPdx est en accord avec la diminution de la 

tolérance au glucose après le régime HFD et indiquent que l’absence d’IL-34 dans les îlots de 

Langerhans a un impact sur la sécrétion d’insuline par les cellules β pancréatiques favorisée par une 

inflammation locale plus importante.  

 

Nous avons observé une augmentation d’expression des gènes codants les marqueurs de 

surface CD11c et CD115 dans les îlots de Langerhans des souris IL-34ΔPdx et contrôles âgées. Cette 

élévation transcriptionnelle témoigne d’une augmentation du profil inflammatoire des cellules 

myéloïdes dans les îlots de Langerhans. Les macrophages jouent un rôle prépondérant dans l’immunité 

locale des îlots de Langerhans et voient leur nombre augmenté en cas d’inflammation. Des études ont 

montré que les macrophages des îlots de Langerhans présentent un profil activé M1 avec une 

expression de CD11c (Calderon et al., 2015; Ying et al., 2019). Chez les souris IL-34ΔPdx sous HFD, 

l’expression du transcrit codant la chimiokine CCL2 est significativement plus élevée que chez les souris 
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IL-34f/f sous HFD. Des études ont montré que la reconnaissance des acides gras libres par les TLRs 

exprimés à la surface cellules β favorisent l’activation de la voie NFκB et la production de chimiokines 

telles que CCL2 ou CXCL2 (Igoillo-Esteve et al., 2010; Eguchi et al., 2012). Cette expression de 

chimiokines est directement impliquée dans la différentiation de macrophages pro-inflammatoires 

M1. Ce profil de macrophages pro-inflammatoires M1 est associé à une production des cytokines pro-

inflammatoires et l’inhibition de l’IL-34 dans les îlots de Langerhans semblent favoriser l’augmentation 

et la polarisation de ces macrophages. De plus, les souris IL-34f/f sous HFD ne présentent pas 

d’élévation significative du gène codant le marqueur de surface CD11c ainsi que des gènes codant le 

TNFα et l’IL-1β dans les îlots de Langerhans ce qui tend à confirmer le rôle prépondérant de l’IL-34 dans 

les mécanismes inflammatoires. En lien avec ces observations, il a été montré que l’expression d’IL-34 

pouvait être induite par les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNFα notamment par les adipocytes 

chez les patients obèses (Chang et al., 2014). Tenant compte du rôle de l’IL-34 dans la différentiation 

et la prolifération des macrophages immunorégulateurs M2, nos résultats suggèrent que la cytokine 

joue un rôle majeur dans la régulation des macrophages dans le microenvironnement des îlots 

pancréatiques. Et son absence exacerbe les mécanismes inflammatoires initiés par le vieillissement et 

l’obésité.  

 

4. Conséquence de l’inhibition de l’IL-34 et de l’inflammation sur 

les cellules β 

L’augmentation de la production d’IL-1β joue un rôle sur l’altération de la sécrétion d’insuline. 

En effet, les cellules β qui expriment le récepteur à l’IL-1β sont des cibles directes de l’augmentation 

de la production de la cytokine dans les îlots pancréatiques (Wen et al., 2011). L’analyse de la capacité 

de sécrétion d’insuline par les îlots de Langerhans ex vivo nous as permis de confirmer l’impact négatif 

des cytokines pro-inflammatoires sur la sécrétion d’insuline. Et nous avons mis en évidence le rôle 

protecteur apporté par l’IL-34 exogène face aux effets délétères de l’IL-1β et du TNFα sur la sécrétion 

d’insuline par les îlots après stimulation au glucose. Ces tests ont également montré, qu’en présence 

d’IL-34 et des cytokines pro-inflammatoires, les îlots des souris âgées et de façon plus prononcée pour 

les souris IL-34ΔPdx, avaient une réponse moins efficace que les souris jeunes après stimulation. Cela 

laisse sous-entendre que l’absence d’IL-34 exacerbe les effets de l’inflammaging dans les îlots de 

Langerhans qui gardent une empreinte inflammatoire altérée même après l’ajout d’IL-34 en condition 

d’inflammation induite.  L’étude du rôle de l’IL-34 sur une lignée de cellules β murine (lignée MIN6) a 

montré que la cytokine pouvait augmenter la sécrétion d’insuline (Piao et al., 2019). Cependant, nous 

n’avons pas observé de différence sur la sécrétion d’insuline par les îlots de Langerhans issus des souris 
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IL-34ΔPdx et contrôles en présence d’IL-34 suggérant que ce mécanisme n’est pas suffisant pour 

expliquer le phénotype observé dans notre étude.  

L’inflammation chronique joue un rôle direct sur l’homéostasie du glucose et sur la sécrétion 

d’insuline notamment par une modulation de la fonction des cellules β. Nous avons observé une 

surexpression des gènes codant les facteurs de transcription Pdx1 et Mafa similaire chez les souris IL-

34ΔPdx et IL-34f/f âgées qui s’accompagne d’une surexpression des gènes hormonaux suggérant que le 

vieillissement a un impact direct sur les cellules β. Dans la littérature, l’analyse de la sécrétion d’insuline 

après stimulation au glucose montre une augmentation chez les souris âgées (Gregg et al., 2016). Dans 

notre étude, les souris âgées présentent également une augmentation de la sécrétion d’insuline après 

l’injection de glucose qui semble être plus prononcée chez nos souris IL-34ΔPdx. Nous n’avons pas 

d’informations sur la quantité d’insuline circulante chez les souris âgées en conditions physiologiques, 

mais l’augmentation après stimulation au glucose reste concordante avec l’expression des gènes 

pancréatiques. La masse des cellules β est relativement préservée chez l’homme en vieillissant (Saisho 

et al., 2013, p. 201; Tudurí et al., 2022b) ce qui n’est pas le cas chez la souris âgées qui présentent une 

masse des cellules β augmentée (Tudurí et al., 2022a). Ainsi, la surexpression des transcrits de ces 

gènes pancréatiques semble souligner un remodelage des îlots pancréatiques chez les souris âgées en 

réponse notamment à l’inflammation locale et au développement d’une résistance à l’insuline 

progressive. In vitro, nous n’avons pas observé d’augmentation de sécrétion d’insuline par les îlots de 

Langerhans issus de souris âgées par rapport aux souris jeunes. Cependant, les études sur la fonction 

des cellules β in vitro chez les souris âgées sont très hétérogènes et nécessitent de prendre en compte 

les effets de l’âge sur la sensibilité à l’insuline au niveau périphérique (Tudurí et al., 2022b, 2022a). 

L’inflammation chronique de bas grade induite par le régime riche en graisse et en sucre semble 

accélérer le phénomène de remodelage pancréatique chez les souris IL-34ΔPdx. En effet, l’augmentation 

d’expression des gènes codants les facteurs de transcription Mafa et Pdx1 est plus importante pour 

les souris IL-34ΔPdx par rapport aux souris contrôles sous HFD. Il en est de même pour les gènes 

hormonaux indiquant que les îlots de Langerhans des souris IL-34ΔPdx où l’inflammation est plus 

prononcée, favorise un remodelage exacerbé en l’absence d’IL-34. Nos analyses sur la sécrétion 

d’insuline par les îlots pancréatiques de souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f sous HFD n’ont pas permis d’observer 

de différences sécrétoires in vitro.   

 

5. La metaflammation et l’expression d’IL-34 

Une augmentation d’expression protéique et transcriptionnelle de l’IL-34 est observée dans 

de nombreuses pathologies inflammatoires (Baghdadi et al., 2018). Après la mise en place du régime 

riche en graisse et en sucre, nous avons observé une surexpression du gène codant l’Il34 dans les îlots 
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de Langerhans des souris IL-34f/f par rapport aux souris IL-34f/f sous régime conventionnel. 

Parallèlement, l’expression en ARNm du M-CSF n’est pas modifiée dans les îlots pancréatiques des 

souris sous régime HFD confirmant le rôle prépondérant et unique de l’IL-34 dans l’inflammation 

locale. Comme identifiée précédemment dans la littérature, l’augmentation des cytokines pro-

inflammatoires semble participer à l’induction de l’expression d’IL-34 au niveau îlots de Langerhans 

dans notre étude. L’inflammation développée dans le vieillissement ou par une situation d’obésité est 

un facteur de risque pour le développement d’un DT2 (Hotamisligil, 2017). L’analyse de l’expression 

de l’IL-34 dans les îlots de Langerhans issus de patients sains, obèses ou diabétiques a révélé une 

augmentation significative chez les patients diabétiques avec un niveau d’augmentation intermédiaire 

chez les patients obèses. Le marquage de l’IL-34 dans les îlots pancréatiques issus de patients 

diabétiques nous a permis de confirmer cette surexpression de la cytokine comparativement à des 

sujets sains. Cette augmentation de production associée aux résultats précédents semble indiquer que 

la production d’IL-34 participe à la régulation de l’inflammation dans les îlots de Langerhans. En 

condition de stress, les cellules β pancréatiques vont sécréter l’IL-34 qui module l’immunité locale afin 

de maintenir la sécrétion d’insuline et l’homéostasie du glucose.  Cependant il n’est pas exclu que la 

surexpression de l’IL-34 atteigne un niveau où ses effets immunorégulateurs soient altérés. En effet, 

les cytokines coordonnent les signaux inflammatoires et leurs circuits de signalisation incluent de 

multiples points de contrôle pour permettre au tissu cible de retourner à un stade homéostatique.  

Prenons l’exemple de l’IL-1β, Dror et coll. ont mis en évidence un rôle bénéfique de la cytokine dans le 

métabolisme du glucose (Dror et al., 2017). Après la prise de nourriture, les macrophages pro-

inflammatoires sécrètent l’IL-1β qui favorise la sécrétion d’insuline. Une fois sécrétée, l’insuline agit 

directement sur les macrophages au profil M1 pour favoriser l’activité glycolytique (Dror et al., 2017). 

L’IL-1β joue donc un rôle bénéfique sur la glycémie en condition physiologique post-prandiale, mais 

devient délétère pour les îlots de Langerhans en situation inflammatoire chronique. Il pourrait en être 

de même pour les effets de l’IL-34 lorsque la balance tend vers une inflammation trop importante.   

 

En conclusion, nous avons mis en évidence une expression constitutive de l’IL-34 dans les îlots 

pancréatiques qui est surexprimée dans le DT2. L’inhibition de son expression par les cellules β 

pancréatiques nous a permis de montrer son rôle majeur dans l’immunité locale dans un contexte 

d’inflammaging ou de métaflammation. Malgré des études contradictoires sur le rôle de l’IL-34 en 

conditions pathologiques, nous montrons ici un rôle modulateur de la cytokine pour maintenir la 

fonction des cellules β.  
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 Perspectives  

Les macrophages sont des cellules immunitaires jouant un rôle majeur dans l’homéostasie des îlots 

pancréatiques (Cosentino and Regazzi, 2021). L’IL-34 est avant tout connue pour son rôle sur la 

différentiation des monocytes en macrophages immunorégulateurs de type M2 (IL-10highIL-12low) 

(Foucher et al., 2013).  Dans ce contexte et en lien avec nos observations, il serait essentiel d’avoir un 

profil phénotypique et une fréquence des macrophages dans les îlots de Langerhans des souris IL-34ΔPdx 

en condition d’homéostasie et en condition inflammatoire. Nous envisageons donc d’isoler les îlots de 

Langerhans chez les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f jeunes et âgées et de les dissocier afin d’analyser les 

populations mono-macrophagiques non seulement par cytométrie en flux, mais également par 

cytométrie de masse ou CyTOF (Cytometry by Time of Flight). Cette technique repose sur l’utilisation 

d’anticorps couplés à des isotopes non-radioactifs de métaux lourds et non des fluorochromes comme 

pour la cytométrie en flux. La détection des isotopes des anticorps se fait par spectrométrie de masse 

et permet ainsi l’analyse de plus de 30 marqueurs. Ces analyses permettront d’une part d’avoir des 

informations sur l’évolution cinétique de la fréquence des macrophages dans les îlots de Langerhans 

et de les comparer entre les souris contrôles IL-34ΔPdx, et d’autre part, nous aurons une idée du profil 

phénotypique des macrophages chez les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f et de leur évolution pendant le 

vieillissement. Selon les différences observées, les données obtenues permettront de comprendre 

l’implication de l’IL-34 au niveau de l’immunité des îlots de Langerhans à travers la caractérisation des 

cellules mono-macrophagiques.  

Dans le but de compléter ces observations, il serait intéressant de dépléter les macrophages intra-

îlots chez les souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f afin de confirmer le rôle paracrine/juxtacrine de l’IL-34 produite 

par les cellules β sur les macrophages. Cependant, il n’existe pas de marqueur spécifique des 

macrophages pancréatiques permettant leur déplétion seule. Une déplétion systémique par 

l’utilisation d’une solution de clodronate encapsulée dans les liposomes pourrait être utilisée en 

connaissant l’écueil sur la déplétion des autres cellules myéloïdes phagocytaires (Moreno, 2018). In 

vivo, le traitement aux liposomes de clodronate tel qu’il a été réalisé dans l’étude de Westwell-Roper 

et al (Westwell-Roper et al., 2014) permettrait néanmoins de valider si les macrophages des îlots 

pancréatiques sont un intermédiaire de l’action de l’IL-34 localement.  

In vitro, le traitement des îlots de Langerhans avec du clodronate aiderait également à comprendre 

les mécanismes de communication entre les macrophages et les cellules β et de valider l’impact sur la 

sécrétion d’insuline par des tests de GSIS sur les îlots issus des souris IL-34ΔPdx et IL-34f/f. Aussi, toujours 

dans le but d’analyser les mécanismes impliqués dans le dialogue entre les macrophages et les cellules 

β pancréatiques, il serait intéressant de pouvoir transposer les effets de l’IL-34 observés dans notre 

modèle murin in vitro chez l’humain. La lignée cellulaire EndoC-Βh1 est une lignée de cellules β 
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humaines génétiquement créé en 2011 (Ravassard et al., 2011). Cette lignée ressemble fortement aux 

cellules β humaines dans ses capacités de sécrétion d’insuline après stimulation et dans les réponses 

induites par les cytokines pro-inflammatoires (Tsonkova et al., 2017). L’acquisition de cette lignée 

humaine permettrait la mise au point de techniques de coculture en présence de macrophages dérivés 

de monocytes différenciés en présence ou en absence d’IL-34. Cela aiderait à comprendre par quels 

mécanismes les cellules β et les macrophages communiquent, le rôle de l’IL-34 dans ce dialogue et les 

conséquences sur la sécrétion d’insuline en conditions de stress (glucolipotixicité et inflammation). 

L’ajout d’IL-34 exogène confirmerait son effet modulateur pendant l’inflammation et donc sur la 

sécrétion d’insuline par les cellules β. De plus, une coculture physique des deux types cellulaires ou en 

transwell ne permettant le passage que des facteurs solubles, permettra de comprendre les niveaux 

d’interactions nécessaires entre les cellules β et les macrophages dans les îlots de Langerhans.  

Si les résultats ne démontrent pas que le phénotype observé chez les souris IL-34ΔPdx en condition 

inflammatoire implique une action de l’IL-34 sur les macrophages qui eux-mêmes favorisent ensuite 

les désordres métaboliques, il n’est pas exclu que la cytokine puisse agir de façon autocrine sur les 

cellules β productrices. En effet, PTPζ a été identifié comme un second récepteur pour l’IL-34 et SDC1 

comme un corécepteur de CD115 pouvant interagir avec la cytokine (Nandi et al., 2013; Segaliny et al., 

2015). Il serait donc intéressant tout d’abord de vérifier l’expression protéique et transcriptionnelle de 

ces derniers dans les îlots de Langerhans murins et en particulier par les cellules β. Si l’un ou les deux 

récepteurs de l’IL-34 sont exprimés dans les îlots, l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques les ciblant 

permettra d’observer l’impact de la fixation de l’IL-34 sur ces récepteurs sur la sécrétion d’insuline par 

les îlots de Langerhans.    

Enfin, pour attester du rôle immunorégulateur de l’IL-34 dans les îlots de Langerhans, il serait 

intéressant de mettre en place un protocole d’injection de la cytokine dans le modèle de souris IL-

34ΔPdx en condition inflammatoire. Après la mise en place d’un régime HFD et l’apparition des premiers 

signes de diminution de tolérance au glucose, d’augmentation de la glycémie à jeun et de marqueur 

inflammatoires, l’injection d’IL-34 chez les souris permettrait d’évaluer si son action retarde le 

développement de l’inflammation chronique notamment dans les îlots pancréatiques. Aussi, la 

neutralisation de l’IL-34 par des injections intra-pancréatiques d’un anticorps spécifique (Obst et al., 

2020) chez les souris contrôles donnerait une confirmation de son rôle de modulateur de 

l’inflammation au niveau des îlots de Langerhans.   

Les résultats de ces prochains travaux permettront de comprendre plus finement les mécanismes 

d’action dans le pancréas de l’IL-34 au niveau immunitaire et métabolique. 
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 L’interleukine 34 (IL-34) est une cytokine décrite comme un second ligand pour le récepteur au M-

CSF, CD115. Elle a été identifiée comme majoritairement produite au niveau de la peau et du 
cerveau où elle participe à la maintenance des cellules de Langerhans et de la microglie, 
respectivement. L’IL-34 est identifiée comme surexprimée dans de nombreuses pathologies 
inflammatoires.  
Dans notre étude, nous avons observé une expression constitutive d’IL-34 dans les îlots de 
Langerhans humains et murins. L’analyse ds effets de l’invalidation du gène de l’IL-34 dans les 
cellules β dans un modèle de souris mis en place au laboratoire (IL-34ΔPdx) a mis en évidence un rôle 
de la cytokine dans l’immunité locale pancréatique.  
En vieillissant, les souris IL-34ΔPdx présentent une altération de la tolérance au glucose associée à 
une inflammation locale plus prononcée que les souris contrôles. Ce phénotype est exhacerbé 
quand les souris sont soumises à un régime riche en graisse et en sucre. La sécrétion d’insuline par 
les îlots de Langerhans des souris contrôles est altérée en présence de cytokines pro-
inflammatoires. L’ajout d’IL-34 restaure la sécrétion d’insuline. En outre, la production d’IL-34 est 
augmentée chez les patients diabétiques de type 2.  
 
Ces résultats suggèrent que l’IL-34 synthétisée localement dans les îlots pancréatiques aurait un 
rôle protecteur dans un contexte inflammatoire chronique.  
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T
 Interleukin 34 (IL-34) is a cytokine described as a second ligand for the M-CSF receptor, CD115. IL-34 

has been identified as predominantly produced in the skin and brain, where it is involved in the 
maintenance of Langerhans cells and microglia. IL-34 has been identified as overexpressed in several 
inflammatory pathologies. 
In our study, we observed a constitutive expression of IL-34 in human and murine Langerhans islets. 
Analysis of IL34 gene invalidation effects in β cells in a mouse model (IL-34Δpdx) highlighted a role for 
the cytokine in local immunity. 
As they aged, IL-34Δpdx mice showed impaired glucose tolerance associated with more ponounced 
local inflammation than control mice. This phenotype is exacerbated when mice are subjected to a 
high-fat diet. Insulin secretion from the islets of control mice is impaired in the presence of pro-
inflammatory cytokines. The addition of IL-34 restores insulin release. Moreover, IL-34 production is 
increased in type 2 diabetic patients.  
These results support the idea of a protective role for IL-34 locally in pancreatic islets in a chronic 
inflammatory context.  
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Abstract

Rationale: Extracellular histones, released into the surrounding
environment during extensive cell death, promote inflammation
and cell death, and these deleterious roles have been well
documented in sepsis. Clusterin (CLU) is a ubiquitous
extracellular protein that chaperones misfolded proteins and
promotes their removal.

Objectives: We investigated whether CLU could protect against
the deleterious properties of histones.

Methods: We assessed CLU and histone expression in patients
with sepsis and evaluated the protective role of CLU against
histones in in vitro assays and in vivo models of experimental
sepsis.

Measurements and Main Results: We show that CLU
binds to circulating histones and reduces their inflammatory,
thrombotic, and cytotoxic properties. We observed that plasma
CLU levels decreased in patients with sepsis and that the decrease
was greater and more durable in nonsurvivors than in survivors.
Accordingly, CLU deficiency was associated with increased
mortality in mouse models of sepsis and endotoxemia. Finally,
CLU supplementation improved mouse survival in a sepsis
model.

Conclusions: This study identifies CLU as a central endogenous
histone–neutralizing molecule and suggests that, in pathologies
with extensive cell death, CLU supplementation may improve
disease tolerance and host survival.
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Tissue injury and accidental cell death can
induce the passive release of endogenous
molecules in the extracellular milieu. Some of
these molecules are detrimental for the host
by overwhelming sterile inflammation and
inducing cell death and tissue damage,
exacerbating the impact on tissue homeostasis.
Therefore, they have been reported as involved
in the pathophysiology of severe diseases
associated with extensive tissue destruction (1).

Among the danger molecules identified
so far, histones, released by dying cells, have
emerged as major mediators of tissue injury
in a variety of diseases such as sepsis,
trauma, and ischemia (2–6). In addition
to promoting the secretion of cytokines
(3, 5, 7–10), histones induce platelet
aggregation (11, 12) and cell death (3, 5, 13–16).
Injected in mice, histones induce an
inflammatory syndrome similar to that
induced by microbes, associated with
extensive tissue injury (3, 13). Although the
inflammatory properties of histones appear
dependent on innate immunity receptors
(7–9, 13), the mechanism involved in cell
death remains unclear.

Targeting extracellular histones may
have therapeutic potential. Their neutralization
with antibodies (3, 17), heparin (18, 19),
activated protein C (APC) (11, 20),
thrombomodulin (21), and C1 esterase
inhibitor (22) blocks their inflammatory and
prothrombotic activity and reduces mortality
in models of sepsis. A similar protective role
is also observed with some soluble pattern
recognition molecules, such as CRP and
PTX3 (15, 23). However, the expression
of these molecules is dramatically increased
in patients with sepsis, especially in
nonsurvivors (24, 25), suggesting that
elevated expression of these histone-
neutralizing molecules is not systematically
associated with protection.

Clusterin (CLU) is a multifaceted
protein acting as an apolipoprotein, a
complement regulator, and an extracellular
chaperone (26). As a chaperone, CLU
stabilizes a broad range of client proteins and
keeps them soluble, inhibiting the formation
of toxic aggregates (27, 28). The interaction
of CLU with client proteins induces their
clearance in vivo (27). CLU also confers
tissue protection by limiting apoptosis and
necrosis (29–31), dampening inflammation
(32), and reducing autoimmune responses
(33, 34). CLU is found at relatively high
concentrations in a variety of biological fluids
(35). In humans, the concentrations of serum
CLU range from 50 to 400μg/ml, and its
expression is hugely increased in cases of
inflammation (36–38). We reported that
CLU favors efferocytosis (39), suggesting that
it may act as a soluble pattern recognition
molecule. It is interesting that histones,
which accumulate at the surface of late
apoptotic cells (40), have been identified as
CLU-binding elements (39). The objective
of this study was to evaluate the capacity of
CLU to interact with extracellular histones.

Methods

For detailedmethodology, see the Supplemental
Methods section in the online supplement.

Study Approval

Blood from patients with septic shock and
patients with sepsis, in accordance with the
Third International Consensus Definitions
for Sepsis (41), was collected from patients
admitted in the ICU of the University
Hospitals of Angers and of Bordeaux
between January 6, 2016, and April 29, 2018
(from the prospective longitudinal study
SEPSISCLU). This study was conducted with
the approval of the University Hospital of
Angers Ethics Committee (agreement
2013-26) in accordance with the principles of
the Helsinki Declaration of 1964 and its later
amendments. Inclusion criteria are detailed
elsewhere (see the Supplemental Methods in
the online supplement). We also analyzed
plasma from a retrospective study (16).
Blood and plasma from healthy subjects
were obtained from the blood collection
center (EFS Pays de la Loire, Angers, France;
agreement ANG-2017-01). In accordance
with French regulations, we only had access
to blood from donors who had given their
consent for research use; the samples were
anonymized, and only limited information

on donors was available (ages 18–70; weight,
.50 kg; no active infectious, neoplastic,
hemostatic, or vascular disease). In vivo
protocols were approved by the R�egion Pays
de la Loire Institutional Ethics Committee
and authorized by the FrenchMinistry of
Research (agreement CEEA2012.193;
APAFIS 5806-20160613120228765v3).

Patients

We analyzed the status of CLU,
nucleosomes, citrullinated H3, circulating
DNA, and CLU-histone complexes in
patients. We calculated scores on the
Sequential Organ Failure Assessment and
Simplified Acute Physiology Scores II
(SAPSII) 24 hours after admission to the
ICU. Survival or death was recorded during
hospitalization at the ICU of the University
Hospitals of Angers and Bordeaux.

In Vitro and In Vivo Experiments

We analyzed the capacity of CLU to bind to
histones and to inhibit histone-induced
cytokine production, cell death, and platelet
aggregation. The protective role of CLU was
evaluated in animal models of experimental
sepsis and endotoxemia.

Statistics

TheMann-Whitney test was used for two-
group comparisons, and the Kruskal-Wallis
test followed by Dunn’s post hoc test
was used for multiple comparisons. The
difference between cell features treated with
plasma from patients with septic shock was
assessed by using aWilcoxon matched-pairs
signed-rank test. Correlations were
determined using Spearman’s rank
correlation test. Survival curves were
computed using the Kaplan-Meier method
and compared using the log-rank test.
Statistical tests were performed using
GraphPad Prism software (version 9.3.1),
and P values,0.05 were considered
significant. n refer to different independent
biological experiments or individual donors.

Results

CLU Chaperones Extracellular

Histones

We have previously reported that CLU binds
to histones (39). Specifically, CLU bound
to histones H2A, H2B, H3, H4, and total
histones, whereas no interaction with other
danger molecules, such as calreticulin,
HSP70, genomic DNA, and HMGB1, was

At a Glance Commentary

Scientific Knowledge on the

Subject: Extracellular histones
released by damaged tissues are key
pathophysiological actors in sepsis.

What This Study Adds to the

Field: Clusterin was identified as an
endogenous inhibitor of
extracellular histones.
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detected (Figure 1A). The capacity of CLU
to bind to histones was confirmed by
surface plasmon resonance analysis, with
an estimated KD value of 4–6nM (see
Figure E1). Studies reported that NETosis,
a neutrophil-specific death that may
occur during sepsis, was associated with
citrullinated histone (CitHis) release (42, 43),
a process mediated by peptidyl arginine
deiminase 4, or PAD4 (44). Results showed
that CLU binds, in a similar manner,
to immobilized noncitrullinated and
citrullinated histones (Figure 1B) and
to extracellular DNA released by
phorbol myristol acetate–stimulated
neutrophils, treated or not treated with
the PAD4 inhibitor Cl-amidine (Figure E1).

Because histones can be released into
the circulation in particular conditions, we
next assessed whether plasma CLU could
chaperone circulating histones. Therefore,

we set up an ELISA to detect CLU-histone
complexes. CLU-H4 complexes, generated
by mixing a given amount of CLU with
increasing doses of H4, were detected in a
dose-dependent manner (Figure 1C). CLU-
histone complexes were weakly detectable in
plasma from healthy subjects, and the addition
of increasing doses of H4 to these plasma
samples induced a dose-dependent generation
of CLU-histone complexes (Figure 1D).

CLU Reduces In Vivo Extracellular

Histone-induced Inflammation

Extracellular histones induce inflammation
(10). In support, histones dose-dependently
induced tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) and IL-6 production by human
monocytes (Figure 2A). We then evaluated
whether CLU, by complexing histones,
could reduce their inflammatory capacity.
Results showed that CLU dose-dependently

inhibited histone-induced TNF-a and IL-6
production by monocytes (Figure 2B). CLU
also inhibited CitH3-induced cytokine
production by monocytes (see Figure E2).
As a control, CLU alone did not induce
TNF-a and IL-6, nor did it modulate LPS-
and IL-1b–induced cytokine production
(Figures 2B and E2).

We next evaluated the capacity of
plasma CLU to dampen histone-induced
inflammation. Monocytes were cultured
in human plasma either depleted or not
depleted in CLU and stimulated with
histones. The ability of plasma to neutralize
the inflammatory properties of histones was
drastically reduced after CLU depletion
(Figure 2C). We confirmed this observation
using plasma from CLU-deficient mice
(Clu2/2) in which CLU was undetectable
(see Figure E3). The levels of IL-6 and TNF-a
produced by histone-stimulated splenocytes
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Figure 1. Clusterin (CLU) binds to histones and forms complexes in serum. (A and B) The binding of biotinylated CLU and human serum albumin

(HSA) to immobilized H2A, H2B, H3, H4, purified histones, high mobility group box 1 (HMGB1), calreticulin (CRT), HSP70, genomic DNA (A), and to

H3, citrullinated H3 (CitH3), purified histones, citrullinated histones (CitHis) and HMGB1 (B), was determined by a solid phase assay (two to six

independent experiments). (C and D) 1mg/ml recombinant CLU (rec CLU) solution (C; n=2–5) or plasmas (D; n=7) from healthy subjects were
supplemented with the indicated doses of purified histones, and clusterin-histone complexes were quantified by ELISA. For (A–D), statistical

significance was determined using the Mann-Whitney test between CLU bindings and the corresponding HSA bindings (A) or Kruskal-Wallis test

followed by Dunn’s post hoc test (B–D). Data are presented as mean6SEM. *P,0.05, **P,0.01, and ***P,0.001. OD=optical density.
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were higher when stimulation occurred in
the presence of plasma from Clu2/2 mice
compared with plasma from wild-type mice
(Figure 2D).

To evaluate the in vivo relevance of this
observation, we compared the inflammatory
response induced by an intravenous injection
of a nonlethal dose of histones (50mg/kg) (3)

in wild-type and Clu2/2 mice. Histones
induced higher levels of IL-6 and TNF-a in
Clu2/2 than in wild-type mice (Figure 2E).
As a control, IL-1b induced similar levels of
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Wallis test followed by Dunn’s post hoc test (A and B) or the Mann-Whitney test (B–F). Each dot represents an individual mouse. Data are presented
as mean6SEM. *P,0.05, **P, 0.01, and ***P,0.001. NS=not significant; PBS=phosphate-buffered saline; TNF-a= tumor necrosis factor alpha.
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IL-6 in both mouse strains (Figure 2F). We
verified that splenocytes from both strains
were equally sensitive to histone-induced
inflammation and that plasma from wild-
type mice was similarly protective against
histone-induced IL-6 production by
splenocytes from wild-type and Clu2/2

mice (Figure E3).

CLU Blunts Extracellular Histone-

induced Cell Death

High concentrations of histones are cytotoxic
(3, 15, 23). Therefore, we investigated
whether CLUmay prevent the cytotoxic

activity of histones in vitro. As expected
(14, 45), histones induced the death of
humanmonocytes, endothelial cells,
and neutrophils (Figures 3A and 3B).
Preincubation of histones with CLU
protected monocytes and endothelial cells
from histone-induced death (Figure 3A) and
neutrophils from histone-induced NETosis
but not from phorbolmyristol acetate–induced
NETosis (Figure 3B). As expected, CLU also
inhibited CitHis-induced cell death (Figure E2).
Of note, CLU did not induce cell death by
itself (Figures 3A and 3B). Histones also
induce platelet aggregation (11, 12), and this

effect was reduced by CLU (Figure 3C). The
ability of plasma to neutralize the cytotoxic
activity of histones was drastically reduced
after CLU depletion, and the addition of
CLU reduced histone-induced cell death (see
Figure E4).

We then evaluated the ability of CLU
to inhibit the in vivo cytotoxic activity of
histones. An intravenous injection of
100mg/kg histones into wild-type mice is
lethal, and the percentage of surviving mice
was increased when histones were incubated
with CLU before injection (Figure 3D). As a
control, splenocytes from both strains were
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equally sensitive to histone-induced cell
death (Figure E3).

CLU-Histone Complexes in Patients

with Sepsis Positively Correlate with

Disease Severity

We next evaluated the in vivo relevance of
these observations in sepsis, a prototypic
disorder associated with the release of
histones by damaged tissues (2–5). We
hypothesized that circulating CLU-histone
complexes might be present in patients with
sepsis, thereby contributing to reducing
disease severity. We first analyzed the levels
of nucleosomes and CLU-histone complexes
in the plasma of 110 patients with sepsis
(from the SEPSISCLU study) at ICU
admission (Day 0) and on Days 3 and 7.
As expected (46), plasma samples from
patients with sepsis contained higher levels of
nucleosomes than that from healthy subjects
(mean6 SEM: 14.906 19.30AU and
0.726 0.77AU, respectively; P, 0.001)
(Figure 4A), and they were higher
in nonsurvivors than in survivors
(26.156 26.09AU vs. 12.556 16.82AU;
P=0.02) (Figure 4A). Of note, the levels of
nucleosomes remained elevated at Days
3 and 7 after admission in both survivors and
nonsurvivors (Figure 4B). It is interesting
that the levels of CLU-histone complexes
were significantly higher in patients with
sepsis than in healthy subjects (mean6 SEM:
optical density (OD) values, 0.2486 0.298
and 0.1136 0.094, respectively; P=0.02) and
that the levels were equivalent in survivors
and nonsurvivors (optical density [OD]
values, 0.2606 0.311 and 0.1856 0.220,
respectively; P=0.15) (Figure 4C). We also
quantified circulating DNA (CircDNA) and
circulating CitH3 in sepsis patients at ICU
admittance. Results showed that the levels
of CitH3 (Figure 4D) and CircDNA (see
Figure E5) were increased in patients with
sepsis compared with levels in healthy
subjects. As expected, the levels of
nucleosomes positively correlated with
CitH3 and CircDNA (see Figure E6);
however, and contrary to findings with
nucleosomes, they were not statistically
different in nonsurvivors and survivors at
ICU admittance (Figures 4D and E5).

Severity of Sepsis Correlates with a

Drop in Circulating Levels of CLU

Plasma collected at ICU admission
contained lower concentrations of CLU than
that from healthy subjects (mean6 SD:

126.56 70.3μg/ml and 269.16 48.6μg/ml,
respectively; P, 0.001) (Figure 4E).
This decrease in CLUwas not due to its
complexation to histones, as the interaction
of CLU with histones does not affect CLU
quantification (see Figure E7). It is interesting
that CLU levels were even more decreased in
nonsurvivors than in survivors (mean6 SD:
95.06 67.5μg/ml vs. 133.16 69.5μg/ml;
P, 0.05) (Figure 4E). These results were
confirmed in a retrospective collection of
plasma samples collected at ICU admission
(see Figure E8). When patients admitted to
the ICU were grouped according to the
median CLU concentration, subjects with
,103μg/ml CLU had significantly higher
SAPSII scores, lower platelet counts, higher
lactic acid concentrations, and lower
prothrombin times than patients with CLU
>103μg/ml (see Table E1). Whereas CLU
levels recovered to normal levels after 7days
in surviving patients, they remained low in
nonsurviving patients (Figure 4F). CircDNA
levels, but not CitH3 levels, negatively
correlated with CLU concentrations at
ICU admittance (Figure E6).

PTX3 and CRP are other histone-binding
molecules (15, 23). As reported previously
(24, 25), patients at ICU admission had
higher levels of PTX3 than healthy subjects
(mean6 SEM: 221.206 30.56μg/ml) and
were higher in nonsurvivors than in
survivors (Figure E5). Contrary to CLU
levels, PTX3 levels at ICU admittance
positively correlated with the levels of
nucleosomes and CircDNA (Figure E6)
before returning to low levels in both
surviving and non-surviving patients
during the course of the disease (Figure E5).
Similarly, CRP levels were elevated in both
groups and gradually returned to low levels
(Figure E5).

It is important to note that low levels
of CLU at admission were associated with
mortality in univariable and multivariable
models with adjustment for PTX3 levels,
nucleosome levels, or SAPSII scores at
admission (see Table E2). Patients classified
within the lower tertile of CLU level at
admission had a four- to sevenfold increased
risk of death, as compared with patients in
the highest CLU tertile (Table E2).

The Decrease in CLU Is Not Related

to a Defective Synthesis

CLU–client protein complexes are
eliminated by hepatocytes, suggesting that
the half-life of circulating CLUmay be

reduced when complexed to a client protein
(29, 32–34). In support, labeled CLUwas
more efficiently taken up by macrophages
when complexed to histones (Figure 5A),
suggesting that the drop in circulating CLU
in patients may result from the elimination
of CLU-histone complexes. Reinforcing this
hypothesis, we observed that monocytes
isolated from patients expressed high levels
of CLUmRNA (Figure 5B) and that
monocytes from patients spontaneously
produced CLU, contrary to monocytes from
healthy subjects that required activation to
produce CLU (Figure 5C). Finally, western
blot analysis of CLU in plasma from patients
and controls did not reveal differences in the
apparent molecular mass of CLU, making it
unlikely that CLU could be degraded more
rapidly during sepsis (see Figure E9).

CLU Supplementation Lowers

the Inflammatory and Cytotoxic

Properties of Plasma from Patients

with Sepsis

Plasma samples from patients with
sepsis contain nucleosomes and exhibit
inflammatory and cytotoxic properties
(16, 47). Contrary to plasma from healthy
subjects, plasma from patients induced
TNF-a and IL-6 production by monocytes
(Figure 6A) and apoptosis (Figure 6B). As
plasma from patients contains reduced levels
of CLU (Figure 4D), we analyzed the impact
of CLU supplementation. Results showed
that CLU supplementation of plasma from
patients with sepsis and containing high
levels of nucleosomes and low levels of
CLU reduced cytokine production and cell
death (Figures 6A and 6B). Of note, plasma
containing low levels of nucleosomes did not
impact cytokine production and cell death.

CLU Protects Mice in Experimental

Models of Endotoxemia and Sepsis

Our results showed that CLU neutralizes
histones and that its levels are sustainably
low in the most severe forms of sepsis. We,
therefore, evaluated the protective role of
endogenous CLU and the benefit of
exogenous CLU supplementation in
experimental sepsis and endotoxemia. As
expected, the levels of CLU were decreased,
and the levels of nucleosomes and CLU-
histone complexes were increased in mice
subjected to acute endotoxemia (Figure 7A).
The levels of nucleosomes and CLU-histone
complexes were also decreased in mice
subjected to cecal ligation and puncture
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(CLP) (Figure 7B). However, CLU was early
and transiently increased in CLP (Figure 7B),
probably resulting from surgery-induced
inflammation. We, therefore, evaluated
the therapeutic potential of CLU
supplementation in mice subjected to

CLP. The intravenous injection of CLU
significantly reduced mouse mortality
(Figure 7C). Finally, to confirm the
protective role of endogenous CLU,
we compared the sensitivity of wild-type
(Clu1/1) and Clu2/2 mice to endotoxemia

and to CLP (subjected to one or two cecal
punctures). Survival was reduced in Clu2/2

mice compared with Clu1/1 mice that
were subjected to two cecum punctures
(Figure 7D). More precisely, among 72 mice
that underwent CLP (41 Clu1/1 and 31
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Clu2/2 mice), 9 were still alive at Day 15
(7 Clu1/1 and 2 Clu2/2 mice), 29 died from
CLP (17 Clu1/1 and 12 Clu2/2 mice), and
34 were killed (17 Clu1/1 and 17 Clu2/2

mice). Similar results were observed in mice
subjected to endotoxemia (Figure 7E) or to
one cecum puncture CLP (see Figure E10).
Of note, sham surgery did not impact the
survival of Clu2/2 compared with Clu1/1

mice (Figures 7D and E10).

Discussion

Extracellular histones have emerged as
critical inducers of tissue injury in severe
diseases (48, 49), and their neutralization is
protective in models of diseases associated
with extensive cell death. In this study, we
identified CLU as a pivotal endogenous
molecule that neutralizes the inflammatory,
thrombotic, and cytotoxic properties of

extracellular histones. In addition, we showed
that the binding of CLU to extracellular
histones occurs in patients with sepsis and
that a sustained drop in CLU levels is
associated with an increase in mortality.
Finally, we demonstrated that restoring CLU
levels represents a promising therapy to
improve the outcome of patients with sepsis.

We observed that the levels of
circulating CLUwere significantly decreased
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in patients with sepsis. This result is in
agreement with observational studies
reporting that CLU is decreased in
nonsurvivors (50–52) and elevated in
survivors (51, 53, 54). Although not
superimposable to these studies, our results
confirm that the survival of patients with
sepsis is associated with maintenance of CLU
to normal levels. Unfortunately, the design of
our study excluded investigating CLU at later
times after recovery. It is important to note
that monocytes from patients with sepsis
expressed elevated levels of CLU, suggesting
that its decrease in plasmamay not result
from a reduced expression but rather from
a consumption, consecutive to a prolonged
release of histones by damaged tissues.
This result is in agreement with a study
reporting the emergence of a subset of
CLUhighmonocytes in patients with sepsis
(55). One can hypothesize that these cells
could represent one of the disease-relevant
CLU-producing cell types.

CLU limits the severity of tissue damage
in various diseases, such as autoimmune
myocarditis, ischemia reperfusion, and
neuroinflammation (29, 31–34). Our results
provide evidence that the protective role of
CLU could rely on its capacity to inhibit
histones. Indeed, Clu2/2 mice are
more sensitive than wild-type mice to
experimental endotoxemia and sepsis, and
the administration of CLU decreased
histone-induced lethality and reduced
mortality in an experimental model of sepsis
in wild-type mice. This result is in agreement
with the fact that CLU-transgenicmice aremore
resistant to sepsis than wild-type mice (56).

The capacity of CLU to protect against
the deleterious properties of extracellular
histones (e.g., inflammation, platelet
aggregation, cytotoxicity) appears related to
the formation of CLU-histone complexes,
thanks to the chaperone activity of CLU.
These complexes may probably act by
inhibiting their ability to interact with cell

membranes or by facilitating their clearance,
at least by macrophages. Whether cells other
than macrophages may eliminate these
complexes remains to be evaluated. Of
specific interest, the binding capacity of
CLU to client molecules is enhanced in an
acidic milieu (57), a condition commonly
observed during sepsis (58).

In agreement with previous studies
(59–61), we detected the presence of both
CitHis and noncitrullinated histones in
patients with sepsis, which levels were
associated with the severity of the disease.
These danger molecules, reflect the cell death
processes that occur during sepsis (apoptosis
and NETosis, respectively), explaining the
presence of both forms of histones in the
bloodstream of patients with sepsis. Results
show that CLU neutralizes the inflammatory
and cytotoxic activities of both forms of
histones, suggesting that it may be protective
in diseases associated with NETosis and/or
apoptosis, as reported in sepsis models (62).
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LPS (E; n=15 mice per group). For (C)–(E), survival curves were computed using the Kaplan-Meier method and compared using the log-rank
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Albumin (12), thrombomodulin (21),
heparins (18, 19), CRP, and PTX3 (15, 23)
exhibit histone-binding properties. Some
of these molecules, such as PTX3 and CRP
(24, 25, 63), are overexpressed during sepsis,
correlate with a higher risk of death (25, 63),
and are protective in experimental
endotoxemia and sepsis (15, 64). These data
suggest that their increase is not sufficient to
compensate for the decrease of CLU during
sepsis. In our study, the levels of CLU
correlated with all the parameters used to
assess sepsis severity. Moreover, reduced
levels of CLU were associated with death in
two independent cohorts of patients; studies
on larger cohorts of patients with sepsis
are necessary to clinically validate this
observation. This result, which identifies
CLU as a major histone-binding protein
relevant to disease progression, is reinforced
by the fact that CLU-depleted plasma was
less effective in reducing histone-induced
inflammation and cell death than
nondepleted plasma and that using CLU to
supplement plasma from patients with sepsis
reduced their inflammatory and cytotoxic
properties. Collectively, these data showed
that, among histone-binding molecules,
CLU is unique in scavenging extracellular

histones, as none of the other histone-
binding molecules compensate for a drop
of CLU in sepsis. It is interesting that the
variations of CLU levels observed in patients
with sepsis were similar to that of the
histone-binding molecule APC (65, 66).
However, CLU and APC differ in the way
they neutralize extracellular histones
(scavenging vs. proteolysis) (3, 27). Although
clinical trials evaluating the therapeutic
potential of APC in sepsis gave contradictory
results with, in some cases, severe
complications (67), the infusion of
exogenous CLU to restore its physiological
concentrations may represent a safe
approach to treat sepsis.

Sepsis has been defined as a
dysregulated response to infection, leading
to tissue damage (41). It is now well accepted
that sepsis-induced organ dysfunction
results also from the incapacity of the host
to maintain or restore tissue homeostasis
(68, 69). Neutralizing endogenous danger
signals generated during sepsis, including
histones, is essential to prevent tissue
destruction. Our study identifies CLU as a
novel endogenous inhibitor of histones and
highlights a central role for CLU in the
innate host protection system guarding

against histone-mediated injury. One can
anticipate that such protective functions
of CLUmay be also observed in other
diseases associated with tissue destruction.
Notably, this study suggests that normalizing
the levels of CLU through continuous
infusion or regular bolus injections could
represent an effective treatment for
patients suffering from pathologies
associated to the release of histones by
injured tissues.�

Author disclosures are available with the
text of this article at www.atsjournals.org.

Acknowledgment: The authors sincerely
acknowledge Sonia Salle, Luc Frey, members
of the animal facility and of the cytometry and
qPCR facility of the University of Angers for
expert technical assistance. The authors also
acknowledge Dr. Carmelo Di Primo (European
Institute of Chemistry and Biology, University of
Bordeaux) and Mr. Mike Maillasson (Impact
facility, Nantes University, Nantes, France) for
surface plasmon resonance experiments. This
work was performed in the context of the LabEX
IGO program, supported by the National
Research Agency through the investment for the
future program ANR-11-LABX-0016-01, and of
the integrated research program 3I-Impact,
supported by the University of Angers and the
University Hospital of Angers.

References

1. Gong T, Liu L, Jiang W, Zhou R. DAMP-sensing receptors in sterile
inflammation and inflammatory diseases. Nat Rev Immunol 2020;20:
95–112.

2. Zeerleder S, Zwart B, Wuillemin WA, Aarden LA, Groeneveld AB,
Caliezi C, et al. Elevated nucleosome levels in systemic inflammation
and sepsis. Crit Care Med 2003;31:1947–1951.

3. Xu J, Zhang X, Pelayo R, Monestier M, Ammollo CT, Semeraro F, et al.
Extracellular histones are major mediators of death in sepsis. Nat Med

2009;15:1318–1321.
4. Zeerleder S, Stephan F, Emonts M, de Kleijn ED, Esmon CT, Varadi K,

et al. Circulating nucleosomes and severity of illness in children suffering
from meningococcal sepsis treated with protein C. Crit Care Med 2012;
40:3224–3229.

5. Ekaney ML, Otto GP, Sossdorf M, Sponholz C, Boehringer M, Loesche W,
et al. Impact of plasma histones in human sepsis and their contribution
to cellular injury and inflammation. Crit Care 2014;18:543.

6. Abrams ST, Zhang N, Manson J, Liu T, Dart C, Baluwa F, et al. Circulating
histones are mediators of trauma-associated lung injury. Am J Respir

Crit Care Med 2013;187:160–169.
7. Huang H, Evankovich J, Yan W, Nace G, Zhang L, Ross M, et al.

Endogenous histones function as alarmins in sterile inflammatory liver
injury through Toll-like receptor 9 in mice. Hepatology 2011;54:
999–1008.

8. Huang H, Chen HW, Evankovich J, Yan W, Rosborough BR, Nace GW,
et al. Histones activate the NLRP3 inflammasome in Kupffer cells during
sterile inflammatory liver injury. J Immunol 2013;191:2665–2679.

9. Allam R, Scherbaum CR, Darisipudi MN, Mulay SR, H€agele H,
Lichtnekert J, et al. Histones from dying renal cells aggravate kidney
injury via TLR2 and TLR4. J Am Soc Nephrol 2012;23:1375–1388.

10. Pisetsky DS. Immune activation by histones: plusses and minuses in
inflammation. Eur J Immunol 2013;43:3163–3166.

11. Ammollo CT, Semeraro F, Xu J, Esmon NL, Esmon CT. Extracellular
histones increase plasma thrombin generation by impairing
thrombomodulin-dependent protein C activation. J Thromb Haemost

2011;9:1795–1803.

12. Lam FW, Cruz MA, Leung HC, Parikh KS, Smith CW, Rumbaut RE.
Histone induced platelet aggregation is inhibited by normal albumin.
Thromb Res 2013;132:69–76.

13. Xu J, Zhang X, Monestier M, Esmon NL, Esmon CT. Extracellular
histones are mediators of death through TLR2 and TLR4 in mouse fatal
liver injury. J Immunol 2011;187:2626–2631.

14. Saffarzadeh M, Juenemann C, Queisser MA, Lochnit G, Barreto G,
Galuska SP, et al. Neutrophil extracellular traps directly induce
epithelial and endothelial cell death: a predominant role of histones.
PLoS One 2012;7:e32366.

15. Daigo K, Nakakido M, Ohashi R, Fukuda R, Matsubara K, Minami T,
et al. Protective effect of the long pentraxin PTX3 against histone-
mediated endothelial cell cytotoxicity in sepsis. Sci Signal 2014;7:
ra88.

16. Raffray L, Douchet I, Augusto JF, Youssef J, Contin-Bordes C, Richez C,
et al. Septic shock sera containing circulating histones induce dendritic
cell-regulated necrosis in fatal septic shock patients. Crit Care Med

2015;43:e107–e116.

17. Kusano T, Chiang KC, Inomata M, Shimada Y, Ohmori N, Goto T, et al. A
novel anti-histone H1 monoclonal antibody, SSV monoclonal antibody,
improves lung injury and survival in a mouse model of
lipopolysaccharide-induced sepsis-like syndrome. BioMed Res Int

2015;2015:491649.
18. Wildhagen KCAA, Garc�ıa de Frutos P, Reutelingsperger CP, Schrijver R,

Arest�e C, Ortega-G�omez A, et al. Nonanticoagulant heparin prevents
histone-mediated cytotoxicity in vitro and improves survival in sepsis.
Blood 2014;123:1098–1101.

19. Iba T, Hashiguchi N, Nagaoka I, Tabe Y, Kadota K, Sato K. Heparins
attenuated histone-mediated cytotoxicity in vitro and improved the

ORIGINAL ARTICLE

Augusto, Beauvillain, Poli, et al.: Clusterin Inhibits Extracellular Histones 185

 



survival in a rat model of histone-induced organ dysfunction. Intensive
Care Med Exp 2015;3:36.

20. Schouten M, van ‘t Veer C, Poulussen N, Meijers JC, Levi M, Esmon CT,
et al. The cytoprotective effects of endogenous activated protein C
reduce activation of coagulation during murine pneumococcal
pneumonia and sepsis. Thromb Res 2015;135:537–543.

21. Nakahara M, Ito T, Kawahara K, Yamamoto M, Nagasato T, Shrestha B,
et al. Recombinant thrombomodulin protects mice against histone-
induced lethal thromboembolism. PLoS One 2013;8:e75961.

22. Wygrecka M, Kosanovic D, Wujak L, Reppe K, Henneke I, Frey H, et al.
Antihistone properties of C1 esterase inhibitor protect against lung
injury. Am J Respir Crit Care Med 2017;196:186–199.

23. Abrams ST, Zhang N, Dart C, Wang SS, Thachil J, Guan Y, et al. Human
CRP defends against the toxicity of circulating histones. J Immunol

2013;191:2495–2502.
24. Mauri T, Bellani G, Patroniti N, Coppadoro A, Peri G, Cuccovillo I, et al.

Persisting high levels of plasma pentraxin 3 over the first days after
severe sepsis and septic shock onset are associated with mortality.
Intensive Care Med 2010;36:621–629.

25. Caironi P, Masson S, Mauri T, Bottazzi B, Leone R, Magnoli M, et al.;
ALBIOS Biomarkers Study Investigators. Pentraxin 3 in patients with
severe sepsis or shock: the ALBIOS trial. Eur J Clin Invest 2017;47:
73–83.

26. Wilson MR, Easterbrook-Smith SB. Clusterin is a secreted mammalian
chaperone. Trends Biochem Sci 2000;25:95–98.

27. Wyatt AR, Yerbury JJ, Berghofer P, Greguric I, Katsifis A, Dobson CM,
et al. Clusterin facilitates in vivo clearance of extracellular misfolded
proteins. Cell Mol Life Sci 2011;68:3919–3931.

28. Wyatt AR, Yerbury JJ, Ecroyd H, Wilson MR. Extracellular chaperones
and proteostasis. Annu Rev Biochem 2013;82:295–322.

29. Zhou W, Guan Q, Kwan CC, Chen H, Gleave ME, Nguan CY, et al.
Loss of clusterin expression worsens renal ischemia-reperfusion injury.
Am J Physiol Renal Physiol 2010;298:F568–F578.

30. Guo J, Guan Q, Liu X, Wang H, Gleave ME, Nguan CY, et al.
Relationship of clusterin with renal inflammation and fibrosis after
the recovery phase of ischemia-reperfusion injury. BMC Nephrol

2016;17:133.
31. Nguan CYC, Guan Q, Gleave ME, Du C. Promotion of cell proliferation by

clusterin in the renal tissue repair phase after ischemia-reperfusion
injury. Am J Physiol Renal Physiol 2014;306:F724–F733.

32. Kwon MJ, Ju TJ, Heo JY, Kim YW, Kim JY, Won KC, et al. Deficiency of
clusterin exacerbates high-fat diet-induced insulin resistance in male
mice. Endocrinology 2014;155:2089–2101.

33. McLaughlin L, Zhu G, Mistry M, Ley-Ebert C, Stuart WD, Florio CJ, et al.
Apolipoprotein J/clusterin limits the severity of murine autoimmune
myocarditis. J Clin Invest 2000;106:1105–1113.

34. Newkirk MM, Apostolakos P, Neville C, Fortin PR. Systemic lupus
erythematosus, a disease associated with low levels of clusterin/apoJ,
an antiinflammatory protein. J Rheumatol 1999;26:597–603.

35. Jenne DE, Lowin B, Peitsch MC, B€ottcher A, Schmitz G, Tschopp J.
Clusterin (complement lysis inhibitor) forms a high density lipoprotein
complex with apolipoprotein A-I in human plasma. J Biol Chem 1991;
266:11030–11036.

36. Ataseven A, Kesli R, Kurtipek GS, Ozturk P. Assessment of lipocalin 2,
clusterin, soluble tumor necrosis factor receptor-1, interleukin-6,
homocysteine, and uric acid levels in patients with psoriasis.
Dis Markers 2014;2014:541709.

37. Krop�a�ckov�a T, Vernerov�a L, �Stork�anov�a H, Horv�athov�a V, Vokurkov�a M,
Klein M, et al. Clusterin is upregulated in serum and muscle tissue in
idiopathic inflammatory myopathies and associates with clinical disease
activity and cytokine profile. Clin Exp Rheumatol 2021;39:1021–1032.

38. Won JC, Park CY, Oh SW, Lee ES, Youn BS, Kim MS. Plasma clusterin
(ApoJ) levels are associated with adiposity and systemic inflammation.
PLoS One 2014;9:e103351.

39. Cunin P, Beauvillain C, Miot C, Augusto JF, Preisser L, Blanchard S,
et al. Clusterin facilitates apoptotic cell clearance and prevents
apoptotic cell-induced autoimmune responses. Cell Death Dis 2016;7:
e2215.

40. Radic M, Marion T, Monestier M. Nucleosomes are exposed at the cell
surface in apoptosis. J Immunol 2004;172:6692–6700.

41. Singer M, Deutschman CS, Seymour CW, Shankar-Hari M, Annane D,
Bauer M, et al. The third international consensus definitions for sepsis
and septic shock (sepsis-3). JAMA 2016;315:801–810.

42. Wang Y, Li M, Stadler S, Correll S, Li P, Wang D, et al. Histone
hypercitrullination mediates chromatin decondensation and neutrophil
extracellular trap formation. J Cell Biol 2009;184:205–213.

43. Neeli I, Khan SN, Radic M. Histone deimination as a response
to inflammatory stimuli in neutrophils. J Immunol 2008;180:
1895–1902.

44. Leshner M, Wang S, Lewis C, Zheng H, Chen XA, Santy L, et al. PAD4
mediated histone hypercitrullination induces heterochromatin
decondensation and chromatin unfolding to form neutrophil
extracellular trap-like structures. Front Immunol 2012;3:307.

45. Zhang Y, Wu C, Li L, Pandeya A, Zhang G, Cui J, et al. Extracellular
histones trigger disseminated intravascular coagulation by lytic cell
death. Int J Mol Sci 2022;23:6800.

46. Chen Q, Ye L, Jin Y, Zhang N, Lou T, Qiu Z, et al. Circulating
nucleosomes as a predictor of sepsis and organ dysfunction in critically
ill patients. Int J Infect Dis 2012;16:e558–e564.

47. Brandtzaeg P, Osnes L, Ovstebø R, Joø GB, Westvik AB, Kierulf P.
Net inflammatory capacity of human septic shock plasma evaluated by
a monocyte-based target cell assay: identification of interleukin-10 as a
major functional deactivator of human monocytes. J Exp Med 1996;
184:51–60.

48. Xu Z, Huang Y, Mao P, Zhang J, Li Y. Sepsis and ARDS: the dark side of
histones. Mediators Inflamm 2015;2015:205054.

49. Li Y, Wan D, Luo X, Song T, Wang Y, Yu Q, et al. Circulating histones in
sepsis: potential outcome predictors and therapeutic targets. Front
Immunol 2021;12:650184.

50. Høgåsen K, Mollnes TE, Brandtzaeg P. Low levels of vitronectin and
clusterin in acute meningococcal disease are closely associated with
formation of the terminal-complement complex and the vitronectin-
thrombin-antithrombin complex. Infect Immun 1994;62:4874–4880.

51. DeCoux A, Tian Y, DeLeon-Pennell KY, Nguyen NT, de Castro Br�as LE,
Flynn ER, et al. Plasma glycoproteomics reveals sepsis outcomes
linked to distinct proteins in common pathways. Crit Care Med 2015;
43:2049–2058.

52. Garcia-Obregon S, Azkargorta M, Seijas I, Pilar-Orive J, Borrego F,
Elortza F, et al. Identification of a panel of serum protein markers in
early stage of sepsis and its validation in a cohort of patients. J
Microbiol Immunol Infect 2018;51:465–472.

53. Kalenka A, Feldmann RE Jr, Otero K, Maurer MH, Waschke KF, Fiedler
F. Changes in the serum proteome of patients with sepsis and septic
shock. Anesth Analg 2006;103:1522–1526.

54. Bauer M, Giamarellos-Bourboulis EJ, Kortgen A, M€oller E, Felsmann K,
Cavaillon JM, et al. A transcriptomic biomarker to quantify systemic
inflammation in sepsis—a prospective multicenter phase II diagnostic
study. EBioMedicine 2016;6:114–125.

55. Reyes M, Filbin MR, Bhattacharyya RP, Billman K, Eisenhaure T,
Hung DT, et al. An immune-cell signature of bacterial sepsis. Nat Med

2020;26:333–340.
56. Dias AA, Goodman AR, Dos Santos JL, Gomes RN, Altmeyer A,

Bozza PT, et al. TSG-14 transgenic mice have improved survival to
endotoxemia and to CLP-induced sepsis. J Leukoc Biol 2001;69:
928–936.

57. Poon S, Rybchyn MS, Easterbrook-Smith SB, Carver JA, Pankhurst GJ,
Wilson MR. Mildly acidic pH activates the extracellular molecular
chaperone clusterin. J Biol Chem 2002;277:39532–39540.

58. Lee S-W, Hong YS, Park DW, Choi SH, Moon SW, Park JS, et al. Lactic
acidosis not hyperlactatemia as a predictor of in hospital mortality in
septic emergency patients. Emerg Med J 2008;25:659–665.

59. Hirose T, Hamaguchi S, Matsumoto N, Irisawa T, Seki M, Tasaki O, et al.
Presence of neutrophil extracellular traps and citrullinated histone H3 in
the bloodstream of critically ill patients. PLoS One 2014;9:e111755.

60. Hampson P, Dinsdale RJ, Wearn CM, Bamford AL, Bishop JRB,
Hazeldine J, et al. Neutrophil dysfunction, immature granulocytes, and
cell-free DNA are early biomarkers of sepsis in burn-injured patients: a
prospective observational cohort study. Ann Surg 2017;265:1241–1249.

61. Claushuis TAM, van der Donk LEH, Luitse AL, van Veen HA, van der
Wel NN, van Vught LA, et al. Role of peptidylarginine deiminase 4 in

ORIGINAL ARTICLE

186 American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine Volume 208 Number 2 | July 15 2023

 



neutrophil cxtracellular trap formation and host defense during
Klebsiella pneumoniae-induced pneumonia-derived sepsis. J Immunol
2018;201:1241–1252.

62. Li Y, Liu Z, Liu B, Zhao T, Chong W, Wang Y, et al. Citrullinated histone H3:
a novel target for the treatment of sepsis. Surgery 2014;156:229–234.

63. Meisner M, Tschaikowsky K, Palmaers T, Schmidt J. Comparison
of procalcitonin (PCT) and C-reactive protein (CRP) plasma
concentrations at different SOFA scores during the course of sepsis
and MODS. Crit Care 1999;3:45–50.

64. Xia D, Samols D. Transgenic mice expressing rabbit C-reactive protein
are resistant to endotoxemia. Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:
2575–2580.

65. Shorr AF, Bernard GR, Dhainaut JF, Russell JR, Macias WL,
Nelson DR, et al. Protein C concentrations in severe sepsis: an early

directional change in plasma levels predicts outcome. Crit Care 2006;
10:R92.

66. Yan SB, Helterbrand JD, Hartman DL, Wright TJ, Bernard GR. Low levels
of protein C are associated with poor outcome in severe sepsis. Chest
2001;120:915–922.

67. Bernard GR, Vincent JL, Laterre PF, LaRosa SP, Dhainaut JF,
Lopez-Rodriguez A, et al.; Recombinant human protein C Worldwide
Evaluation in Severe Sepsis (PROWESS) study group. Efficacy and
safety of recombinant human activated protein C for severe sepsis.
N Engl J Med 2001;344:699–709.

68. Medzhitov R. Septic shock: on the importance of being tolerant. Immunity
2013;39:799–800.

69. Medzhitov R, Schneider DS, Soares MP. Disease tolerance as a defense
strategy. Science 2012;335:936–941.

ORIGINAL ARTICLE

Augusto, Beauvillain, Poli, et al.: Clusterin Inhibits Extracellular Histones 187

 



 

 
 

Titre : L’interleukine 34 exprimée dans le pancréas régule l’inflammation locale.   

Mots clés : interleukine 34, inflammation, métabolisme, pancréas, insuline. 

Résumé : L’interleukine 34 est une cytokine 
décrite comme un second ligand pour le 
récepteur au M-CSF, CD115. Elle a été 
identifiée comme majoritairement produite au 
niveau de la peau et du cerveau où elle participe 
à la maintenance des cellules de Langerhans et 
de la microglie, respectivement. L’IL-34 est 
identifiée comme surexprimée dans de 
nombreuses pathologies inflammatoires.  
 
Dans notre étude, nous avons observé une 
expression constitutive de l’IL-34 dans les îlots 
de Langerhans humains et murins. L’analyse 
des effets de l’invalidation du gène de l’Il34 dans 
les cellules β dans un modèle de souris mise en 
place au laboratoire (IL-34Δpdx) a mis en 
évidence un rôle de la cytokine dans l’immunité 
locale.  

En vieillissant, les souris IL-34Δpdx présentent 
une altération de la tolérance au glucose 
associée à une inflammation locale plus 
prononcée que les souris contrôles. Ce 
phénotype est exacerbé quand les souris sont 
soumises à un régime riche en graisse et en 
sucre. La sécrétion d’insuline par les îlots de 
Langerhans des souris contrôles est altérée en 
présence de cytokines pro-inflammatoire. 
L’ajout d’IL-34 restaure la sécrétion d’insuline. 
En outre, la production d’IL-34 est augmentée 
chez les patients diabétiques de type 2.  
 
Ces résultats suggèrent que l’IL-34 synthétisée 
localement dans les îlots de Langerhans aurait 
un rôle protecteur dans un contexte 
inflammatoire chronique.  

 

Title: Interleukin-34 expressed in the pancreas regulates local inflammation.  

Keywords: interleukin-34, inflammaging, metaflammation, pancreas, insulin.  

Abstract:  Interleukin 34 (IL-34) is a cytokine 
described as a second ligand for the M-CSF 
receptor, CD115. IL-34 has been identified as 
predominantly produced in the skin and brain, 
where it is involved in the maintenance of 
Langerhans cells and microglia. IL-34 has been 
identified as overexpressed in several 
inflammatory pathologies. 
 
In our study, we observed a constitutive 
expression of IL-34 in human and murine 
Langerhans islets. Analysis of Il34 gene 
invalidation effects in β cells in a mouse model 
(IL-34Δpdx) highlighted a role for the cytokine in 
local immunity. 
 
 

As they aged, IL-34Δpdx mice showed impaired 
glucose tolerance associated with more 
pronounced local inflammation than control 
mice. This phenotype is exacerbated when 
mice are subjected to a high-fat diet.  Insulin 
secretion from the islets of control mice is 
impaired in the presence of pro-inflammatory 
cytokines. The addition of IL-34 restores insulin 
release. Moreover, IL-34 production is 
increased in type 2 diabetic patients. 
 
 

These results support the idea of a protective 
role for IL-34 locally in pancreatic islets in a 
chronic inflammatory context. 

 


