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GSK3: Glycogen synthase kinase 3 

Gp130: Glycoprotein 130  

HER2: Human epidermal growth factor  

receptor 2 

HGF(R, MET): Hepatocyte growth factor  

(receptor)  

HIF-1α: Hypoxia inductible factor-1α 

HUVEC: Human umbilical vein endothelial 

cell 

IBA-1: Ionized Ca2+-binding adaptor  

protein-1 

IdoA: Acide iduronique 

IEG: Immediate Early Gene 

IFN: Interferon  

IGF(R): Insulin-like growth factor (receptor) 

 

IgG: Immunoglobuline 

IGF2BP1: Insulin-like growth factor 2 mRNA 

binding protein 1 



Abréviations 

 

 

 -VI- 

IL-…: Interleukin-… 

INOS: Inducible nitric oxide synthase 

JAK/STAT: Janus kinase/signal transducers 

and activators of transcription 

JM: Juxtamembranaire 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

KD : Constante de dissociation à l’équilibre 

kDa: kiloDalton 

KIT (SCFR): Mast/stem cell growth factor  

receptor 

KO: Knocking-out 

LDL: Low density lipoprotein  

LIF: Leukemia inhibitory factor 

LPS: Lipopolysaccharide 

MAM: Meprin, A2, RPTPμ homology 

MAPK: Mitogen-activated protein kinase 

MAYP/PSTPIP2: Macrophage actin-

associated and tyrosine-phosphorylated 

protein 

MCP-1: Monocyte chemoattractant  

protein-1 

M-CSF(R): Macrophage-colony stimulating 

factor (receptor) 

MDM2: Mouse double minute 2 homolog  

(E3 ubiquitin-protein ligase) 

MEC: Matrice extracellulaire 

MEF2: Myocyte enhancer factor 2 

MEK1/2: Map-erk-kinase1/2 (MAP2K1/2) 

MEKK (MAP3K): MAP kinase kinase kinase 

MITF: Microphthalmia-associated  

transcription factor 

MLK: Mixed-lineage kinase 

MMP: Metalloprotease 

MPK: MAPK phosphatase 

MSC: Mesenchymal stem cell 

MT1 – MMP: Membrane type 1 matrix  

metalloprotease 

mTor: Mammalian target of rapamycin 

mTORC1/2: mTOR Complex 1/2  

NFATc1: Nuclear factor of activated T-cells, 

cytoplasmic, calcineurin-dependent 1 

NF-κB: Nuclear factor-kappa B 

NGF: Nerve growth factor 

NK: Natural killer 

OC: Osteocalcin 

OCP: Précurseur ostéoclastique 

OMS : Organisation mondiale de la santé 

OPG: Osteoprotegerin 

OPN: Osteopontin 

OSM: Oncostatin M 

PAG: Phosphoprotein associated with glyco-

sphingolipid-enriched microdomains 

PBM: PDZ binding motif 

PDB: Protein data bank 

PDGF(R): Platelet-derived growth factor  

(receptor) 

PDK-1: Phosphoinositide-dependent kinase-1 

PDZ: Post-synaptic density protein 95, dro-

sophila disc large tumor suppressor 1, and 

zonula occludens-1 protein 

PFA: Paraformaldéhyde 

PGE2: Prostaglandine 2 

PH: Pleckstrin homology 

PIGF: Placenta growth factor 

PI3K: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

3-kinase 

PKB: Protein kinase B (Akt) 

PKC: Protein kinase C 

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

PLC: Phospholipase C 

PMA: Phorbol-12-myristate-13-acetate 

PP2A: Protein phosphatase 2A 

(N)PTP: (Non-receptor) Protein tyrosin  

phosphatase 

PTPN1: Protein-Tyrosine Phosphatase Non-

receptor type 1 

PTB: Phosphotyrosine binding domain 

PTH(rP): Parathormone (relatide protein) 

PTEN: Phosphatase and tensin homolog 

PTN: Pleiotrophin 

qPCR: Quantitative polymerase chain reac-

tion 

RAF: Rapidly accelerated fibrosarcoma 

RANK(L): Receptor activator of nuclear fac-

tor κ B (ligand) (TRANCE pour TNF-related 

activation-induced cytokine) 

RAS: Rat sarcoma 

RPTP: Receptor protein tyrosin phosphatase 

RSK1/2: Ribosomal S6 kinase 

RTK: Receptor tyrosin kinase 

RUNX2: Runt-related gene 2 

SCF: Stem cell factor 

SDF-1: Stromal cell-derived factor 1  

(CXCL-12) 

SFK: Src family kinase 

SH2/3: Src homology 2/3 



Abréviations 

 

 

 -VII- 

SH3B: Src homology 3 domain binding motif 

SOS: Son of sevenless 

SPR: Résonance plasmonique de surface  

S6K: S6 kinase 

TACE: TNF-converting enzyme 

TAK1: Transforming growth factor-β-

activated kinase 1 

TAM: Tumor associated macrophage 

TEM: TIE2 expressing macrophage 

TIE2: Tyrosine kinase with immunoglobulin 

and EGF homology domains, angiopoietin 

receptor 

TGF α/β: Transforming growth factor α/β  

TLR: Toll-like receptor 

TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteases 

TK: Tyrosine kinase 

TM: Transmembrane 

TMA: Tissue microarray 

TNF-α/β: Tumor necrosis factor-α/β 

T/OC: Trophoblast osteoclast 

TrkA: Tropomyosin-receptor-kinase A 

TRAIL: Tumor-necrosis-factor related  

apoptosis inducing ligand 

TRAP: Tartrate resistant acidic protein 

TrkA: Neurotrophic tyrosine kinase receptor 

type 1, High affinity nerve growth factor re-

ceptor, TRK1-transforming tyrosine kinase 

protein 

VE-PTP: Vascular endothelial protein tyrosine 

phosphatase 

VDR: Vitamin D receptor 

VEGF(R): Vascular endothelial growth factor 

(receptor) 

Xyl: Xylose
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I. Récepteurs à activité tyrosine kinase, phosphatase et protéogly-

canes 

1. Généralités sur les récepteurs 
 

Afin d’assurer leur rôle physiologique, de répondre aux signaux transmis et de s’adapter aux 

changements qui peuvent avoir lieu dans leur microenvironnement, les cellules doivent être ca-

pables de recevoir et d’intégrer les différents messages. Ces communications entre les cellules et 

leur environnement sont permises grâce à la fixation de molécules (les messagers) sur leurs ré-

cepteurs (les effecteurs). En effet, comme le soulignait Ehrlich en 1910 : « Pour qu’une substance 

puisse agir, elle doit se fixer ». Ces récepteurs sont localisés principalement au niveau de la 

membrane plasmique des cellules, bien qu’il existe aussi des récepteurs intracytoplasmiques 

comme les récepteurs aux hormones stéroïdes, pouvant être transloqués dans le noyau pour 

réguler l’expression de gènes. Les récepteurs membranaires possèdent une partie extracellulaire 

hydrophile, souvent glycosylée qui reconnaît le ligand, une partie hydrophobe transmembra-

naire qui permet l’enchâssement au sein de la bicouche lipidique de la membrane plasmique, 

et une partie intracytoplasmique servant à la transduction du signal au sein de la cellule. La fixa-

tion du ligand sur son récepteur est spécifique, réversible et implique un grand nombre de liai-

sons de faible énergie (hydrogènes, ioniques, hydrophobes, de Van der Waals). Ainsi, à 

l’équilibre, la vitesse de dissociation est égale à la vitesse d’association. La constante de disso-

ciation (KD) correspond à la concentration en ligand pour laquelle la moitié des récepteurs est 

occupée, et témoigne donc de l’affinité du récepteur pour son ligand. En général, la fixation du 

ligand sur son récepteur est dite de forte affinité si la constante KD est inférieure à 10-8 M (10 nM). 

Il faut noter que les concentrations locales en ligands sont généralement comprises entre 10-9 et 

10-11 M. 

Il existe six types de récepteurs, porteurs d’une activité enzymatique intrinsèque (les ré-

cepteurs à activité kinase ou phosphatase, et les récepteurs à activité guanylyl cyclase) ou non 

(les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs type « canal », et les autres récepteurs à 

cytokines).  

Les récepteurs à activité guanylyl cyclase sont les récepteurs des peptides natriurétiques, 

de l’oxyde nitrique, du monoxyde de carbone et des entérotoxines. La fixation du ligand sur la 

partie extracellulaire induit l’activation de la guanylate cyclase intracellulaire du récepteur, en-

traînant la synthèse d'un second messager, la GMPc à partir de GTP pour activer des protéines 

kinases AMPc dépendante (Garbers, Koesling, et Schultz 1994).  

Les récepteurs couplés aux protéines G à sept domaines transmembranaires dont les pro-

téines G trimériques situées sous la membrane plasmique transduisent et amplifient le signal entre 
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le récepteur activé par son ligand et les protéines de signalisation intracellulaire, via la produc-

tion d’AMP cyclique. Ils incluent les récepteurs à chimiokines (ou chémokines) (Bhattacharya, 

Babwah, et Ferguson 2004) .  

Les récepteurs type « canal ionique » sont des canaux ioniques ligands dépendants dont 

l’activité canal dépend de la fixation spécifique d’un ligand. Ces récepteurs peuvent être iono-

tropiques ou métabotropiques. Dans le premier cas, le récepteur est réellement le pore, et 

s’ouvre suite à un changement de conformation permis par la fixation du ligand. Au contraire, 

dans le cas des récepteurs métabotropiques, le récepteur activé par le ligand active un canal 

indépendant par l’intermédiaire d’effecteurs intracellulaires (Li, Wong, et Liu 2014).  

Les récepteurs cytokiniques ne portant pas d’activité enzymatique peuvent être divisés 

en quatre groupes : les récepteurs possédant un ectodomaine de type immunoglobuline (ré-

cepteur à l’IL-1/, récepteur à l’IL-18), les membres trimériques de la superfamille du récepteur 

au TNF (qui comprennent par exemple RANK, les récepteurs à TRAIL, les récepteurs du TNF-α/β), 

les récepteurs à cytokines de classe I (ou récepteur des hématopoïétines) (Liongue et Ward 

2007) ou de classe II (ou récepteur des interférons et de l’IL-10) (Langer, Cutrone, et Kotenko 

2004). Les récepteurs à cytokines de classe I/II présentent des structures oligomériques, où une 

chaîne α spécifique sert à la reconnaissance du ligand tandis qu’une ou deux chaînes (β/γ) ser-

vent à la transduction du signal. Ainsi, les récepteurs des interleukines (IL) 2, 4, 7, 9 et 15 sont 

constitués d’une chaîne spécifique à la cytokine, et de la chaîne γC du récepteur à l’IL-2. De 

plus, les récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15 sont trimériques et partagent également la chaîne β. L’IL-3, 

l’IL-5 et le GM-CSF se lient sur une chaîne α spécifique, tandis qu’une chaîne β commune sert à 

la transduction du signal, conduisant à une réponse biologique proche. Les récepteurs de la 

famille de l’IL-6 ne dérogent pas à cette règle puisqu’ils partagent la chaîne polypeptidique 

gp130 pour l’IL-6, l’IL-11, le CNTF, l’OSM et le LIF. 

2. Les récepteurs à activité tyrosine kinase et leurs cytokines 

2.1. La famille des récepteurs à activité tyrosine kinase 

2.1.1. Classification et structure 
 

Les protéines kinases sont des enzymes clés de la régulation des divers processus cellu-

laires. Elles catalysent le transfert d’un groupe phosphate (P) de l’ATP sur un groupe hydroxyle 

des acides aminés sérine, thréonine et tyrosine. Parmi les 90 gènes identifiés codant pour des 

protéines à activité tyrosine kinase, 58 codent pour des récepteurs répartis en vingt sous-familles 

(Figure 1) (Robinson, Wu, et Lin 2000). Les plus connues sont les six premières classes, avec les 

familles de l’EGFR/ErbB (classe I), du récepteur à l’insuline (classe II), du PDGFR (classe III), du FGF 

(classe IV) du VEGF (classe V) et du récepteur à l’HGF/MET (classe VI).  
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Figure 1 : Les différentes familles de récepteurs à activité tyrosine kinase 

 et  désignent deux sous-unités distinctes des récepteurs. AB: domaine acide, CadhD: domaine cadhe-

rine, CRD: domaine riche en cystéines, DiscD : domaine discoidine, EGFD: domaine EGF, FNIII : domaine 

fibronectine de type III, IgD : domaine immunoglobuline, KrinD : domaine kringle, LRD : domaine riche en 

leucines. Adapté de (Blume-Jensen et Hunter 2001). 

 

 

Ces RTKs sont des récepteurs de type I, possédant un unique domaine transmembranaire 

séparant la partie extracellulaire du domaine intracellulaire. De manière générale, ceux-ci pos-

sèdent un domaine N-terminal extracellulaire hautement glycosylé et riche en ponts disulfures 

qui sert à la reconnaissance du ligand. La composition de ces ectodomaines (EC) varie entre les 

vingt classes de RTKs, définissant ainsi la spécificité des ligands : domaines immunoglobulines, 

riches en leucines ou lysines/cystéines, domaine fibronectine de type III, etc. De plus, ce do-

maine extracellulaire est impliqué dans la dimérisation du récepteur (Figure 2). L’insertion du ré-

cepteur dans la membrane est permise grâce à un domaine transmembranaire (TM) en hélice α 

constitué d’une vingtaine d’acides aminés. Ce segment transmembranaire ne joue pas unique-

ment un rôle d’ancrage, puisque son importance a aussi été montrée dans la formation et la 

stabilisation du dimère. En effet, une fois mises dans l’environnement lipidique de la membrane, 

les hélices α s’oligomérisent de façon non-covalente (Arkin 2002). Ainsi, les hélices α des do-

maines transmembranaires permettent une pré-dimérisation des RTKs au sein de la membrane 

plasmique, comme démontré dans la famille de l’EGFR (Moriki, Maruyama, et Maruyama 2001). 

Le domaine intracytoplasmique (ou endodomaine ED) possède une activité de protéine tyrosine 

kinase et catalyse la phosphorylation ATP-dépendante de protéines cibles. Il comprend une ré-

gion juxtamembranaire (JM) de 40 à 80 acides aminés, le domaine à activité tyrosine kinase (TK) 

et la région carboxy-terminale (C-term).  

Classe IV 

FGFR1 

FGFR2 

FGFR3 

FGFR4 

Classe V 

VEGFR1 

VEGFR2 

VEGFR3 
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Figure 2 : Structure générale des RTKs avec l’exemple de l’EGFR, du PDGFR et du complexe EGF/EGFR. 

Un RTK est composé d’un ectodomaine ou domaine extracellulaire (EC), d’un domaine transmembranaire 

(TM) et d’un domaine intracellulaire ou endodomaine (ED). L’endodomaine comporte la région juxta-

membranaire (JM), le domaine à activité tyrosine kinase (TK) qui peut être divisé en deux par un domaine 

kinase d’insertion, et le domaine C-terminale (C-term). Le complexe EGF : EGFR de stoéchiométrie 2 : 2 

présente une symétrie axiale verticale. Les deux monomères de récepteurs sont colorés respectivement en 

violet et en cyan, et les molécules d’EGF sont représentées en jaune. Les quatre parties de l’ectodomaine 

sont notées L1/CR1/L2/CR2. Les deux lobes N- et C- des domaines tyrosines kinases intracytoplasmiques 

forment un dimère asymétrique, et l’interaction d’un lobe C d’un domaine kinase avec un lobe N active le 

domaine kinase du deuxième lobe C. Les sphères jaunes du domaine C-terminal représentent les résidus 

tyrosines impliqués dans le recrutement d’autres protéines. Structures extraites des PDB suivants : 1IVO, 1NQL 

(ectodomaine) et 1M14 (domaine kinase). Adapté de (Hubbard et Till 2000) et 

http://dc224.4shared.com/doc/DuWSZ5cy/preview.html.  

 

Le domaine TK est fait de douze sous-domaines, répartis en deux lobes et reliés entre eux 

par le domaine kinase d’insertion (sous-domaine V) (Figure 2). Le domaine TK comprend une 

boucle d’activation dont l’orientation (et la phosphorylation) détermine l’état actif ou inactif du 

domaine kinase (Figure 3). L’ATP nécessaire à l’activité kinase se loge entre ces deux lobes, et le 

petit lobe (N, pour N-terminal, sous-domaines I à IV), composé de feuillets β et d’une hélice α, 

fixe, stabilise et oriente l’ATP complexée aux ions Mg2+. Le grand lobe (C, pour C-terminal, sous-

domaines VI à IX) est quant à lui principalement composé d’hélices α, et participe à la chélation 

de l’ATP par le Mg2+, lie le substrat protéique contenant les tyrosines cibles, et catalyse le transfert 

du P de l’ATP vers celui-ci (Hubbard et Till 2000). Il faut noter que la taille du domaine TK est rela-

tivement constante entre les différents RTKs. Au contraire, la taille et le contenu des domaines 

l’encadrant (JM, C-term) sont très variables entre les familles de RTKs, leur conférant une spécifi-

cité propre dans la génération et la propagation des signaux intracellulaires. Ainsi, le domaine 

intracellulaire du PDGFR possède 552 acides aminés, celui de l’EGFR 542 acides aminés, tandis 

que le FGFR1 en possède 425, et le récepteur TrkA seulement 356. Le nombre de résidus tyrosines 
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(phosphorylables ou non) ainsi que leur répartition sont également très différents entre les RTKs. 

En effet, le PDGFR compte 27 tyrosines (dont 19 phosphorylables) contre seulement 11 pour TrkA 

(avec 6 tyrosines phoshorylables) (Bradshaw et al. 2013). Cependant, une paire de tyrosines très 

proches l’une de l’autre, et phosphorylées après l’activation des RTKs est retrouvée au niveau de 

la boucle d’activation chez ces différents membres, et est requise pour la fonctionnalité du ré-

cepteur. En effet, des mutations affectant ces tyrosines rendent le domaine kinase inactif, 

puisque leur activation sert à stabiliser la conformation ouverte de la boucle d’activation et des 

deux lobes, permettent la liaison de l’ATP et du substrat peptidique (Hubbard et Till 2000). Une 

troisième tyrosine située un peu en amont joue également un rôle dans le changement de con-

formation de la boucle d’activation. Seul l’EGFR fait figure d’exception puisqu’il ne possède 

qu’un résidu tyrosine à cet endroit, et l’activation de cette tyrosine n’est pas essentielle à la 

fonction kinase du récepteur. 

2.1.2. Fonctionnement général 
 

Dans la majorité des cas, la fixation d’un ligand dimérique sur ces récepteurs entraîne le 

rapprochement ou la stabilisation de deux chaînes réceptrices qui vont alors s’autophosphoryler 

l’une et l’autre via leur domaine kinase (phosphorylation trans). En effet, cette dimérisation non-

covalente permet des changements de conformation qui rendent les domaines kinases cyto-

plasmiques des récepteurs actifs. Un monomère de récepteur va alors trans-phosphoryler spéci-

fiquement les tyrosines cytoplasmiques de l’autre monomère (Lemmon et Schlessinger 2010). 

Cependant, certains récepteurs comme celui de l’insuline existent déjà sous forme dimérique. 

De plus, certains ligands comme l’EGF sont monomériques (Figure 2), et leur fixation induit un 

changement de conformation qui déplace la boucle intramoléculaire, exposant un domaine de 

liaison sur le récepteur, entraînant ainsi sa dimérisation (Ogiso et al. 2002). La dimérisation peut 

donc se faire uniquement par contact entre les récepteurs, ou au contraire par contact entre les 

ligands, comme c’est le cas pour TrkA où l’unique lien entre les monomères de récepteur passe 

par la dimérisation du NGF (Bradshaw et al. 2013). Néanmoins, la dimérisation est généralement 

un mélange entre ces deux mécanismes. En absence de ligand, la boucle d’activation auto-

régule l’activation du récepteur, puisque sa conformation fermée permet d’inhiber l’activité 

catalytique du récepteur (inhibition en cis). La fixation du ligand sur le RTK et sa dimérisation in-

duisent une rotation du lobe N autour du lobe C et du grand axe de la protéine. Ce change-

ment de conformation ouvre le site actif, puisque la boucle d’activation qui masquait le site de 

fixation à l’ATP avec ses résidus tyrosines se déplace pour permettre la liaison de l’ATP et 

l’autophosphorylation des résidus tyrosines de la chaîne réceptrice opposée (Figure 3). Tout 

d’abord, la phosphorylation trans de résidus tyrosines clés au sein de la boucle d’activation sta-

bilise la conformation ouverte, et rompt les liaisons qui existent entre ces tyrosines et les sites de 
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liaison aux substrats protéiques, permettant l’accès au lobe C et conférant alors sa pleine activ i-

té à la kinase. 

 

 
 

Figure 3 : Activation du domaine kinase des RTKs suite à la fixation du ligand 

À gauche : En absence d’une stimulation extérieure, le récepteur se trouve dans une conformation « fer-

mée » où son activité kinase est fermement réprimée. La boucle d’activation est en équilibre entre un état 

fermé (en bleu) et une conformation ouverte (en vert). Les domaines juxtamembranaire et C-terminal 

jouent également un rôle dans l’inhibition de l’activité kinase et l’accessibilité du substrat. À droite : La di-

mérisation induite par le ligand suivie de la trans-phosphorylation du récepteur entraînent un changement 

de conformation de la boucle d’activation, et permettent de lever les contraintes stériques exercées par 

les régions juxtamembranaire et C-terminale. Tiré de (Blume-Jensen et Hunter 2001). 

 

Par ailleurs, l’autophosphorylation du récepteur peut aussi se faire en cis sur certains sites 

des régions JM ou C-term. De plus, certains résidus tyrosines des RTKs ne sont pas phosphorylables 

alors que d’autres sont phosphorylés par des protéines kinases recrutées sur les tyrosines phos-

phorylées du récepteur (Hubbard 2002). D’autres types de freins moléculaires de l’activité kinase 

existent en plus de celui exercé par la boucle d’activation, et la liaison de l’ATP peut aussi être 

inhibée par les domaines JM (KIT, PDGFR) ou C-term (TIE2). Dans ces deux derniers cas, ces freins 

moléculaires seront levés par cis-phosphorylation du récepteur lors de son changement de con-

formation engendré par la fixation du ligand (Figure 3) (Lemmon et Schlessinger 2010). 

 La phosphorylation du domaine catalytique des RTKs active et augmente l’activité du 

domaine kinase, tandis que celle des domaines non-catalytiques crée des sites d’ancrage pour 

les cibles cytoplasmiques impliquées dans la transduction du signal intracellulaire. Ces tyrosines 

sont majoritairement localisées au niveau des domaines JM et C-term, et au niveau du domaine 

kinase d’insertion (Hubbard et Miller 2007). Des protéines sont alors recrutées sur les résidus tyro-

sines phosphorylés, permettant la liaison, l’activation et la phosphorylation de protéines intracy-

toplasmiques qui vont alors relayer le signal dans diverses voies d’activation intracellulaire. Ces 

protéines possèdent des domaines SH2 ou PTB qui reconnaissent les tyrosines phosphorylées du 

récepteur, et peuvent avoir une activité enzymatique intrinsèque, comme Src ou la phospholi-
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pase C, ou servir simplement de protéines adaptatrices pour le recrutement d’autres enzymes, 

comme Grb2 qui permet l’activation de la voie des MAPK. La formation de complexes pro-

téiques se fait grâce à d’autres domaines comme SH3 capables de reconnaître des motifs pro-

téiques ou phospholipidiques (Pawson 2002). Les protéines recrutées par leur domaine SH2 sont 

dites « adaptatrices », tandis que celles qui se lient directement au récepteur ou sur la protéine 

adaptatrice Grb2 par l’intermédiaire de leur domaine PTB sont appelées « protéines 

d’ancrage ». Ces dernières possèdent un domaine homologue de la pleckstrine (PH) ou un site 

de myristoylation en position N-terminale permettant leur liaison à la membrane plasmique. Les 

protéines adaptatrices ou d’ancrage peuvent se partager la fixation sur une même tyrosine 

phosphorylée, ou une même protéine peut se fixer sur plusieurs résidus du même récepteur, 

comme Gab1 sur la tyrosine1068 et la tyrosine1086 de l’EGFR. Les récepteurs à l’insuline et au FGF 

lient un assemblage de protéines, qui une fois phosphorylées servent elles-mêmes de protéines 

adaptatrices (Liu et Rohrschneider 2002). Les RTKs sont considérés comme des plateformes pro-

téiques, point de départ de nombreux signaux cellulaires, en recrutant sur leur endodomaine soit 

directement des effecteurs enzymatiques (PLC, PI3K, Src, etc) soit des protéines adaptatrices 

(Grb2, Shc, etc) qui forment des complexes capables d’activer des enzymes intracellulaires (Ras, 

etc). Les voies de signalisation activées par les RTKs sont principalement la voie des MAPK, la voie 

PI3K et celle de Src, ainsi que d’autres voies de signalisation impliquant la PLC, JAK/STAT, etc. 

Alors que les premières étapes de la transduction du signal qui suivent l’activation du récepteur 

reposent principalement sur la phosphorylation de tyrosines, la propagation du signal dans les 

vingt minutes qui suivent repose sur la modification de résidus sérine/thréonine dans la majorité 

des processus cellulaires, ainsi que sur d’autres processus comme l’ubiquitination, l’acétylation 

ou la glycosylation (Choudhary et Mann 2010). L’activation des RTKs active des processus physio-

logiques variés, comme la prolifération cellulaire en favorisant la progression dans le cycle cellu-

laire grâce à l’activation de la cycline D1 par exemple, ainsi que la transcription et la régulation 

de gènes activant la prolifération cellulaire et inhibant l’apoptose. Les RTKs sont également im-

pliqués dans la survie et la différenciation cellulaire, la migration, l’adhésion, le remodelage du 

cytosquelette, etc. 
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2.1.3. Activation et voies de signalisation associées 

2.1.3.i. La voie des MAPK 
 

La voie des MAPK permet d’orienter le devenir de la cellule vers la prolifération, la mort 

cellulaire ou la différenciation, et favorise la migration et l’angiogenèse. La cascade de signali-

sation des MAPK se sépare en quatre branches majeures dont celle de ERK1/2, principalement 

utilisée par les RTKs pour la transduction du signal (Figure 4). Après activation du RTK par son li-

gand, la protéine adaptatrice Grb2 va se fixer par son domaine SH2 aux résidus tyrosines phos-

phorylés du récepteur et à la protéine adaptatrice SOS par son domaine SH3, elle-même liée au 

PIP2 membranaire par son domaine PH. Cette liaison permet l’activation de la petite protéine G 

sous-membranaire Ras par sa liaison au GTP grâce à SOS, qui est une protéine GEF échangeant 

le GDP contre un GTP. Ras redevient inactive suite à l’hydrolyse du GTP en GDP par les protéines 

GAP. Ras oscille donc entre son état actif et inactif, jouant ainsi le rôle « d’interrupteur » des mo-

lécules intracellulaires effectrices. Une fois activée, Ras phosphorylée permet la transduction du 

signal par le recrutement et la phosphorylation des kinases RAF A, B ou C (ou MAP3K) (Cseh, 

Doma, et Baccarini 2014). RAF activée va alors phosphoryler MEK1 et MEK2 (ou MAP2K1/2) sur les 

résidus sérine 218/222218  et sérine 222/226 de leur boucle d’activation, et MEK1/2 activée cata-

lyse elle-même la phosphorylation de Erk1 et Erk2 (ou MAPK1/2) sur leurs thréonines 202/185 et 

leurs tyrosines 204/187. Erk1/2 phosphorylée va ensuite être transloquée dans le noyau pour acti-

ver des facteurs de transcription qui réguleront la transcription de gènes impliqués dans la survie 

et la croissance des cellules et leur progression dans le cycle cellulaire, ou bien activer des pro-

téines cytosoliques comme RSK1/2 qui cibleront des effecteurs cytoplasmiques ou seront égale-

ment transloquées dans le noyau pour agir comme facteur de transcription (Roskoski Jr. 2012).  

 

 

Figure 4 : Activation de la voie MAPK ERK1/2 associée aux RTKs. 
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Les cibles de ces facteurs de transcription sont des régulateurs transcriptionnels comme 

STAT, Elk-1, CREB ou encore l’histone H3 qui active la transcription de gènes précoces, dits IEGs 

comme c-Fos, c-My ou c-Jun. L’expression de ces IEGs stimule elle-même l’expression de gènes 

comme ceux de la cycline D1 ou de CDK6 qui permettent la progression en phase G1 et la tran-

sition G1/S. Si l’activation du RTK, et donc de Erk1/2 est maintenue, l’expression des protéines 

précédentes est stabilisée, comme c-Fos qui est phosphorylée sur ses résidus thréonines par 

RSK1/2 et ERK1/2, et forme avec c-Jun le complexe AP-1 qui active également la transcription 

de gènes cibles (Figure 4). La voie des MAPK active également trois autres sous-voies, p38, JNK, 

et ERK5 (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Les trois « bras d’activation » principaux de la voie des MAPK : ERK, JNK, p38. 

Dans le cas des RTKs, la cascade de signalisation est initiée grâce à des protéines adaptatrices et des pe-

tites protéines de liaison au GTP non représentées sur ce schéma qui transmettent le signal aux MAP3Ks. 

Chaque voie possède trois niveaux d’activation : MAP3K, MAP2K et MAPK. Une fois phosphorylées, les 

MAPKs (ERK, JNK ou p38) transloquent dans le noyau pour activer différentes réponses cellulaires comme la 

prolifération ou la migration. La plupart des MAPKs sont activées par la phosphorylation duale sur des rési-

dus tyrosines ou thréonines. Le signal est régulé par des phosphatases duales (DUSP sur le schéma) qui dé-

phosphorylent les MAPKs sur leurs résidus tyrosines et thréonines pour les rendre inactives. Les flèches rouges 

indiquent les boucles de rétrocontrôle ou de communication entre les différentes cascades d’activation. 

D’après (Jeffrey et al. 2007). 
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Néanmoins, p38 et JNK sont plutôt activées par des cytokines pro-inflammatoires comme 

le TNF-α ou l’IL-1β après induction d’un stress cellulaire (choc osmotique, hypoxique, stress oxyda-

tif, etc.). Dans le premier cas, p38 α/β/γ/δ est activée par une MAP2K comme MKK3 ou MKK6, 

qui a elle-même été activée par une MAP3K comme TAK1, et p38 active la transcription de 

gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, l’angiogenèse, l’inflammation et la production de 

cytokines immunomodulatrices. Dans le deuxième cas, les MAP3Ks TAK1, MEKK1, ou MLK activent 

les MAP2Ks MAP2K4 ou MAP2K7, qui activent elles-mêmes JNK1,2 ou 3, conduisant par exemple 

à l’apoptose ou au développement de cellules du système immunitaire (Raman, Chen, et Cobb 

2007). Dans la voie ERK5, WNK1 active MEKK2 et 3, qui phosphoryle MEK5, activant alors ERK5. La 

translocation dans le noyau de ce dernier régule la survie et la prolifération cellulaire, en activant 

de la même façon que Erk1/2 la transcription de la cycline D1 par exemple, qui permet la transi-

tion G1/S dans le cycle cellulaire. ERK5 possède aussi des substrats plus spécifiques comme la 

famille des facteurs de transcription MEF2, la protéine pro-apoptotique BAD, la connexine 43, 

etc. (Cargnello et Roux 2011). 

2.1.3.ii. La voie PI3K 
 

Cette voie appelée communément PI3K/Akt contrôle la progression dans le cycle cellu-

laire et la balance survie cellulaire/apoptose. Son activation favorise la prolifération et la migra-

tion cellulaire, le métabolisme du glucose, etc. La PI3K est une « lipide » kinase qui phosphoryle 

les lipides membranaires via sa sous-unité catalytique p110 (α, β ou δ) une fois recrutée par les 

deux domaines SH2 de sa sous-unité régulatrice p85 sur les RTKs activés. Le PIP2 donne alors du 

PIP3 par transfert d’un phosphate, et Akt (ou Protéine Kinase B) ainsi que PDK-1 viennent se lier à 

la membrane, où la PDK-1 est activée par le PIP3 et phosphoryle Akt. La protéine Akt activée 

devient alors un carrefour d’activation pour de nombreuses protéines (Figure 6), permettant no-

tamment la survie cellulaire en inhibant, ubiquitinant et dégradant des protéines pro-

apoptotiques comme BAD, p53 et induisant l’expression de protéines anti-apoptotiques comme 

Bcl-2 ou même Akt elle-même. De plus, Akt induit également la prolifération cellulaire en stimu-

lant le cycle cellulaire par l’activation des cyclines et l’inhibition des inhibiteurs du cycle cellulaire 

comme p21 ou p27. Akt permet aussi la transcription de gènes pro-angiogéniques comme ceux 

du VEGF et de HIF-1α. Par ailleurs, Akt inhibe le métabolisme du glucose en réprimant la GSK3, et 

régule également le métabolisme lipidique grâce à mTor (Song, Ouyang, et Bao 2005). 
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Figure 6 : Activation de la voie PI3K par les RTKs et régulations physiologiques. 

Adapté de (Blume-Jensen et Hunter 2001). 
 

2.1.3.iii. La voie Src 
 

Le rôle de Src dans la transmission du signal au sein de la cellule a été mis en évidence 

pour la première fois dans des fibroblastes stimulés au PDGF (Ralston et Bishop 1985). Les tyrosines 

kinases membres de la famille de Src (SFKs) comme Src, Fyn ou Yes sont activées par les RTKs, et 

s’associent avec de nombreuses enzymes comme Ras, PI3K, la PLC ou encore les FAKs. Les SFKs 

possèdent donc des fonctions redondantes dans les voies de signalisation intracellulaire décrites 

ici. Les SFKs sont recrutées sur les RTKs (EGFR, FGFR, IGFR, M-CSFR, HGFR etc.) suite à leur activa-

tion, et transmettent des signaux mitogènes à l’origine de la synthèse d’ADN, de la survie cellu-

laire, de remaniements du cytosquelette, de l’adhésion et de la motilité cellulaire, et contrôlent 

aussi le turn-over du récepteur (Bromann, Korkaya, et Courtneidge 2004). Ces SFKs s’associent via 

leur domaine SH2 aux résidus tyrosines phosphorylés, ce qui entraîne un changement de con-

formation des protéines leur conférant leur activité kinase. Cependant, cette activation semble 

plus complexe puisque Goi et al. ont montré qu’elle nécessitait le recrutement des GTPases Ras 

et Ral. De plus, la protéine tyrosine phosphatase Shp2 semble également jouer un rôle phare 

dans cette activation puisqu’elle empêche l’accès aux SFKs de leur régulateur négatif, Csk, en 

déphosphorylant la protéine de liaison à Csk, PAG (Goi et al. 2000). Les signaux régulés par les 

SFKs se font à plusieurs niveaux, puisque ces enzymes inhibent par exemple un régulateur majeur 

de la synthèse d’ADN, la protéine p53. De la même manière, les SFKs activés augmentent 
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l’expression du facteur de transcription Myc (Blake et al. 1999; Furstoss et al. 2002). Les SFKs peu-

vent également réguler des effecteurs cytoplasmiques comme la PKC dont l’inhibition lève la 

répression transcriptionnelle de certains gènes (Furstoss et al. 2002). Par ailleurs, plusieurs études 

ont démontré que les SFKs pouvaient réguler directement l’activation des RTKs en phosphorylant 

certains résidus tyrosines, comme les tyrosines 845 et 1101 de l’EGFR (Biscardi et al. 1999). De plus, 

c-Src peut être recrutée au sein de complexes membranaires formés par les intégrines, pour 

phosphoryler ensuite ces RTKs (Moro et al. 2002).  

2.1.3.iv. Les autres voies (PLC, JAK/STAT) 
 

Le clivage du PIP2 par la PLC donne du diacylglycérol (DAG) qui active la protéine ki-

nase C (PKC), et de l’inositol triphosphate (IP3) qui entraîne le relargage intracytoplasmique de 

calcium Ca2+ contenu dans le réticulum endoplasmique après fixation sur son récepteur. Cette 

augmentation de la concentration intracellulaire en calcium active par exemple la calmodu-

line, qui recrute elle-même RAF pour activer la voie des MAPK. La PKC possède de nombreux 

substrats, notamment des protéines effectrices de la voie MAPK (Patterson et al. 2005). 

Certains RTKs sont également capables de fixer sur leurs tyrosines phosphorylées les fac-

teurs de transcription STAT grâce à leur domaine SH2, comme STAT3 sur MET. L’activation de ces 

protéines va entraîner leur dimérisation, puis leur translocation dans le noyau pour activer des 

gènes cibles spécifiques (Trusolino, Bertotti, et Comoglio 2010). 

2.1.4. Rétrocontrôle des RTKs 
 

L’activité des RTKs est contrôlée par de nombreuses boucles de rétrocontrôle positif ou 

négatif. Les boucles d’autoactivation prolongent l’activation du récepteur et l’amplitude du 

signal, par exemple par la production autocrine du ligand. L’existence de boucles de rétrocon-

trôle négatif (Figure 7) est donc majeure pour stabiliser le système (Freeman 2000). Ces méca-

nismes de contrôle incluent des protéines déjà présentes au sein de la cellule qui sont mobilisées 

suite à l’activation des RTKs et/ou subissent des modifications post-traductionnelles pour aller 

immédiatement réguler le signal engendré (rétrocontrôle négatif précoce), mais reposent éga-

lement sur la synthèse d’éléments de réponse (rétrocontrôle négatif tardif) comme les gènes 

précoces (IEGs) ou tardifs (DEGs) qui régulent l’activité d’AP-1 ou de protéines majeures comme 

c-Myc, p53 ou celles des MAPK. Ainsi, Erk1/2 qui se trouve en aval de la voie MAPK inhibe direc-

tement (rétrocontrôle négatif précoce) la phosphorylation des protéines effectrices de la voie 

en inhibant l’activité kinase des enzymes en amont, RAF et MEK (Santos, Verveer, et Bastiaens 

2007). De plus, la translocation de Erk1/2 dans le noyau peut également activer l’expression de 

répresseurs de la transcription, ou de phosphatases comme les DSPs pour inhiber l’activité MAPK 

(rétrocontrôle négatif tardif) (Amit et al. 2007). 
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Figure 7: Boucles de rétrocontrôle régulant l’activation des RTKs. 

La synthèse d’ARNm et de protéines résultant de l’activation des RTKs peut prendre entre 15 et 90 min, ce 

qui constitue la fenêtre temporelle d’activation et de signalisation des RTKs. La figure ci-contre présente les 

différentes boucles de rétrocontrôle négatif. I: Le facteur de transcription x active immédiatement un fac-

teur de transcription A pour induire l’expression du gène cible Z, et active également après un certain délai 

le répresseur R du facteur de transcription A. II: L’expression d’un gène Z est contrôlée par le gène cible A, 

dont l’expression est activée par le facteur x. L’activité de ce facteur est elle-même réprimée par A. III: x 

active la transcription du facteur de transcription A, qui induit alors à la fois la transcription du gène 

d’intérêt Z et du répresseur de A, R. TF : Facteur de transcription. D’après (Amit, Wides, et Yarden 2007). 

 

De ce fait, en diminuant l’amplitude des signaux engendrés et la stimulation de l’activité 

cellulaire, les protéines adaptatrices, les kinases, les phosphatases et les ubiquitines ligases pré-

sentes dans le cytoplasme sont les premiers régulateurs négatifs précoces de l’activité des RTKs 

(Dikic et Giordano 2003). L’atténuation du signal engendré repose ainsi sur l’ubiquitination des 

RTKs par l’ubiquitine ligase E3 c-Cbl par exemple, activée par la phosphorylation de son résidu 

tyrosine, et qui entraîne l’endocytose du récepteur et sa dégradation dans les compartiments 

lysosomaux (Marmor et Yarden 2004). En effet, suite à son activation par le ligand, le RTK est clus-

terisé dans des régions membranaires riches en clathrine, celle-ci permettant de former un puits 

d’invagination membranaire contenant le récepteur, puis est internalisé dans ces vésicules 

d’endocytoses clathrine-dépendantes afin d’atténuer le signal induit (Jiang et al. 2003). Les SFKs 

comme Src sont impliquées dans ce processus d’endocytose, en phosphorylant la clathrine 

permettant ainsi sa redistribution membranaire, mais également en phosphorylant la dynamine, 

une GTPase qui permet l’endocytose en hydrolysant le GTP (Ahn et al. 2002). L’ubiquitination du 

récepteur régule ce processus d’endocytose, et est elle-même régulée par les SFKs. En effet, 

l’ubiquitine ligase E3 c-Cbl et les SFKs se régulent négativement. Cbl est recrutée sur les résidus 

tyrosines phosphorylés des RTKs (Tyrosine1045 pour l’EGFR) par ses domaines SH2 ou interagit avec 



Synthèse bibliographique 

 

Récepteurs à activité tyrosine kinase, phosphatase et protéoglycanes 

 

-14- 

des protéines adaptatrices comme Grb2 par son domaine SH3, entraînant la monoubiquitination 

du récepteur, qui, selon certains, stimulerait directement son endocytose (Jiang et al. 2003) alors 

que pour d’autres Cbl régulerait l’adressage des RTKs dans les compartiments lysosomaux pour 

permettre leur dégradation (Duan et al. 2003). En effet, la monoubiquitination suffirait pour inter-

naliser les récepteurs membranaires dans les endosomes, tandis que les protéines polyubiquiti-

nées sont reconnues par le protéasome où elles sont dégradées (Hicke 2001). 

  

2.2. Le M-CSFR : un récepteur à activité tyrosine kinase de type III 

2.2.1. La classe III des RTKs 
 

La famille des RTKs III, aussi connue comme étant la famille du PDGFR, comprend les RTKs 

dont le domaine extracellulaire est composé de cinq chaînes immunoglobulines (Yarden et al. 

1986). Cinq membres appartiennent aux RTKs III : les trois récepteurs « hématopoïétiques » activés 

par des cytokines dimériques hélicoïdales KIT, FLT3 et le M-CSFR, et les deux récepteurs du PDGF 

(Figure 8). Les PDGFRs et leurs ligands seraient les premiers apparus, et les cytokines hélicoïdales 

se seraient développées au cours de l’évolution après qu’une cytokine hélicoïdale aurait montré 

de bonnes propriétés de liaison à des récepteurs de type PDGFR (géométrie, surface 

d’interaction, etc.). L’avantage sélectif conféré par la présence d’hélices α aurait donné nais-

sance aux cytokines hélicoïdales d’aujourd’hui suite à des duplications et des mutations gé-

niques, expliquant leur différence structurelle avec les feuillets β du PDGF (Verstraete et Savvides 

2012).  

 
 

Figure 8 : La famille des RTKs III. 

Structure et orientation des RTKs III humains complexés avec leurs ligands. De gauche à droite : détermina-

tion aux rayons X de l’ectodomaine de KIT lié au SCF (PDB 2E9W), détermination aux rayons X de 

l’ectodomaine du FLT3 lié à son ligand (PDB 3QS9), détermination du M-CSFR complexé au M-CSF par mi-

croscopie électronique (EMDB 1977), détermination aux rayons X des domaines D1 à D3 du PDGFRβ lié au 

PDGFB (PDB 3MJG). Les domaines immunoglobulines des différents domaines sont représentés en jaune 

(D1), en bleu (D2), en vert (D3), en orange (D4) et en gris (D5). Les hélices α et les feuillets β des ligands sont 

représentés en rouge. Adapté de (Verstraete et Savvides 2012). 
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Les ligands et récepteurs appartenant à la classe III des RTKs font preuve d’une grande 

plasticité, avec l’existence de mécanismes de coopération entre le ligand et son récepteur. En 

effet, les monomères du SCF, du FLT3L, et du M-CSF subissent une rotation de plusieurs degrés l’un 

par rapport à l’autre lors de leur liaison avec leur récepteur. Cette plasticité semble être permise 

par l’interface de dimérisation des ligands. De plus, des interactions homotypiques entre les deux 

unités réceptrices dimérisées par leur ligand conduisent à la formation d’un complexe de haute 

affinité, et ces unités réceptrices subissent également une rotation importante suite à la fixation 

du ligand (Verstraete et Savvides 2012).  

2.2.2. Le M-CSFR 

2.2.2.i. Découverte, caractérisation et structure 
 

Le récepteur au M-CSF (M-CSFR, CSF-1R, CD115 ou encore c-fms) a été identifié pour la 

première fois en 1980 par les américains Stanley et Guilbert (Guilbert et Stanley 1980). Cinq ans 

plus tard, l’équipe de Sherr montrait l’existence d’un proto-oncogène c-fms (Sherr et al. 1985), 

qui fut ensuite cloné et identifié comme étant un gène codant pour un récepteur RTKIII de la 

famille du PDGFR (Coussens et al. 1986). En 1987, l’activité kinase intrinsèque du M-CSFR fut ca-

ractérisée suite à son identification par l’équipe de Stanley, démontrant que la protéine décou-

verte par Stanley correspondait en fait à la proto-oncoprotéine identifiée par Sherr (Yeung et al. 

1987). Le gène du M-CSFR contient 21 introns et 22 exons, et est localisé sur le chromosome 5 

chez l’Homme, et sur le chromosome 18 chez la souris, à proximité du gène du PDGFR-β. La 

transcription est initiée juste après l’exon 1 pour les cellules du trophoblaste, et juste après l’exon 

2 pour les macrophages. En effet, il existe deux régions promotrices différentes : le promoteur 

T/OC (pour Trophoblast/Osteoclast) et le promoteur M (pour Macrophage). Un élément régula-

teur de la transcription de 330 paires de base appelé FIRE se trouve en 3’ de l’intron 2 et sert de 

séquence enhancer pour induire l’expression du M-CSFR chez les monocytes et macrophages 

au cours de la différenciation, mais peut également réguler négativement l’activité du promo-

teur. Les sites initiateurs de la transcription sont multiples, et il n’existe pas de TATA box dans les 

séquences promotrices du M-CSFR. En effet, les protéines de liaison aux séquences TATA comme 

EWS peuvent se fixer sur des répétitions de CAG ou CAA (Bonifer et Hume 2008). 

 

La structure du M-CSFR est proche de celle des autres RTKs III (Figure 9), avec une région 

extracellulaire de 498 acides aminés hautement glycosylée comprenant cinq domaines immu-

noglobulines D1 à D5, un domaine TM de 21 acides aminés et un domaine intracellulaire compo-

sé des trois parties communes à l’ensemble des RTKs : un domaine JM (36 acides aminés), un 

domaine TK interrompu par une séquence d’insertion de 73 acides aminés et l’extrémité C-

terminale de 398 acides aminés (Hampe et al. 1989). Le domaine D1 ne participe ni à la liaison 

du ligand, ni aux interactions homotypiques du récepteur, mais semble stabiliser les formes inac-
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tives du récepteur, et permettre les contacts intermoléculaires à la surface cellulaire. Les do-

maines D2 et D3 servent à la liaison des ligands, et le domaine D4 est impliqué dans la dimérisa-

tion du récepteur induite par le ligand. L’interface d’interaction de D4 contient une séquence 

propre aux RTKs III, comme chez KIT et le PDGFR. La présence des domaines D4 et D5 contribue 

aux interactions homotypiques et sont à l’origine du complexe de haute affinité formé par le M-

CSF et le M-CSFR. En effet, le KD reporté pour le M-CSF est de 0,4 nM chez la souris (Guilbert et 

Stanley 1986), et 0,1 nM pour le récepteur humain (Roussel et al. 1988). 

 

 
 

 

Cependant, la présence du domaine TM et l’insertion dans la membrane plasmique sont 

également nécessaires, puisque l’affinité du récepteur est plus faible lorsque seuls les domaines 

extracellulaires sont utilisés (Chen et al. 2008; Ma et al. 2012). Par ailleurs, un équilibre existant 

entre des formes libres dimériques et monomériques du M-CSFR a déjà été suggéré depuis 

quelques années (Li et Stanley 1991) , et des études structurelles plus récentes alliant diffusion des 

rayons X aux petits angles et microscopie électronique ont confirmé cette pré-dimérisation du 

récepteur (Elegheert et al. 2011).  

Le domaine TK présente une structure bi-lobulaire commune aux autres RTKs III (KIT, FLT3, 

etc.). Le petit lobe (N) est composé de cinq feuillets β anti-parallèles et d’une hélice α, tandis 

que le grand lobe (C) est fait de deux feuillets β et de sept hélices α. Les deux lobes sont liés par 

la région d’insertion du domaine kinase. Comme décrit précédemment pour les RTKs, l’ATP vient 

se loger entre les lobes N et C, et se lie à des régions du lobe N (boucle «  P » de liaison aux nu-

cléotides, résidus 590 à 594) et de la séquence d’insertion. Le lobe C, dit catalytique, est lui im-

pliqué dans la liaison des substrats protéiques et porte l’activité kinase (boucle catalytique, rési-

dus 776-783), bien que le lobe N participe aussi à l’activité catalytique.  

Figure 9 : Structure du M-CSFR et de la 

protéine de fusion oncogénique M-CSFR 

RBM6. 

Les domains D1 à D5 du domaine extra-

cellulaire immunoglobuline sont représen-

tés par des cercles, avec en gris les do-

maines impliqués dans la reconnaissance 

du ligand. Les points bleus du domaine D4 

représentent les résidus ioniques impliqués 

dans les contacts homotypiques lors de la 

dimérisation du récepteur. Le lobe N du 

domaine kinase sert à la liaison de l’ATP 

tandis que le lobe C porte l’activité ki-

nase. (Tiré de Stanley et Chitu 2014). 
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2.2.2.ii. Activation et régulation 
 

À l’état inactif du M-CSFR, la  boucle d’activation du domaine kinase (résidus 796 à 825) 

est repliée au-dessus de la poche de liaison à l’ATP, et est liée au domaine catalytique C par son 

résidu tyrosine 809 qui sert de «pseudo-substrat » (Figure 10). De plus, les motifs dits DFG (Acide 

aspartique796, Phénylalanine797, Glycine798) nécessaires à la chélation de l’ATP par le Mg2+ sont 

dans une conformation fermée (« DFG-out »), et seront accessibles suite au changement de con-

formation (« DFG-in »), induit par l’activation du M-CSFR (Walter et al. 2007). Le motif DFG se situe 

au début de la boucle d’activation, et dans la conformation « DFG-in » le résidu Acide aspar-

tique796 sert de base catalytique au cours du transfert du phosphate, permettant d’orienter l’ATP 

pour sa chélation avec l’ion Mg2+ nécessaire à la réaction. Ces remaniements ne nécessitent pas 

une phosphorylation de la boucle d’activation sur la tyrosine809 comme chez les autres RTKs. En 

effet, en absence de ligand le domaine juxtamembranaire auto-inhibe le domaine kinase en 

bloquant l’hélice α du lobe N, empêchant ainsi le lobe N de tourner autour du lobe C. Cette 

absence de plasticité bloque la boucle d’activation dans sa conformation inhibitrice. Cepen-

dant, après fixation du M-CSF, et dimérisation du récepteur, le motif DFG passe en conformation 

ouverte, et la tyrosine561 est phosphorylée en cis, permettant de lever l’inhibition du domaine 

juxtamembranaire sur l’hélice αC. La boucle d’activation change alors de conformation et se 

déplace pour permettre l’accès aux substrats, rendant le domaine kinase actif (Figure 10). La 

tyrosine561 sert donc d’interrupteur à l’activation du domaine kinase (Yu et al. 2012). Le résidu 

tyrosine546 est également un site d’autophosphorylation majeur du domaine juxtamembranaire. 

 

 
 

Figure 10 : Localisation des différentes tyrosines connues pour être phosphorylées lors de l’activation du  

M-CSFR et schéma des différentes étapes de l’activation du récepteur par le M-CSF. 

A) Les différents domaines du M-CSFR sont schématisés ci-contre avec la localisation et la numérotation des 

résidus tyrosines connus chez l’homme (et chez la souris entre parenthèses) pour être phosphorylés suite à 

l’activation du M-CSFR. Ces résidus jouent un rôle clé dans la transduction du signal au sein de la cellule. 

Adapté de (Pixley et Stanley 2004). B) Les sphères jaunes représentent les tyrosines phosphorylées (P), les 

sphères grises représentent les domaines d’ubiquitination (Ub). La phosphorylation de la tyrosine 561 et 

l’ubiquitination du domaine intracellulaire sont essentielles pour la phosphorylation et l’activation complète 

du M-CSFR. Adapté de (Stanley et Chitu 2014). 



Synthèse bibliographique 

 

Récepteurs à activité tyrosine kinase, phosphatase et protéoglycanes 

 

-18- 

2.2.2.iii. Voies de signalisation sous-jacentes 
 

À ce jour, 8 résidus tyrosines sont connus pour être phosphorylés sur le M-CSFR (Figure 10). 

Les tyrosines 546 et 561 auto-phosphorylées sont des sites de recrutement majeurs pour des pro-

téines de signalisation, comme les protéines de la famille Src. Cependant, la phosphorylation 

séquentielle des résidus tyrosines 699, 708 et 723 du domaine kinase d’insertion est aussi néces-

saire au recrutement des effecteurs enzymatiques et aux interactions protéines-protéines pour la 

transduction du signal. En effet, une délétion de ce domaine d’insertion dans des fibroblastes de 

rats exprimant le M-CSFR bloque la signalisation intracellulaire, et une mutation touchant les tyro-

sines 699 et 723 empêche l’induction par le M-CSF de la croissance cellulaire ou des change-

ments morphologiques (van der Geer et Hunter 1993). 

Le M-CSF active principalement deux voies distinctes via le M-CSFR: la voie PI3K et la voie 

Src/Pyk2 (Figure 11). Parmi les RTKs III (M-CSFR ou le PDGFR), la phosphorylation de tyrosines hau-

tement conservées de la séquence d’insertion du domaine kinase fournit des sites de forte liaison 

et d’activation des sous-unités p85 et p110 de PI3K, induisant ainsi l’activation de cette voie, et 

augmentant la prolifération cellulaire (Heldin et Westermark 1999). En effet, l’activation de PI3K 

augmente l’expression de c-Fos et c-Jun, qui vont ensuite permettre l’expression de gènes mito-

gènes (Roussel 1994). Cependant, la signalisation cellulaire induite dépend aussi du type cellu-

laire. Ainsi, chez des macrophages activés par du M-CSF, la voie PI3K est principalement impli-

quée dans la survie cellulaire. L’activation de la voie PI3K se fait principalement suite à la phos-

phorylation de la tyrosine723, activant ainsi directement Akt pour permettre la survie, ou activant 

les GTPases de la famille Rho, Rac et Cdc42, pour induire la motilité des cellules (Sampaio et al. 

2011). De même, la voie PI3K est importante pour la survie de l’ostéoclaste (Adapala et al. 2010). 

La prolifération cellulaire est plutôt dépendante de l’activation des tyrosines 546, 561 et 809 et 

des voies sous-jacentes PI3K et MAPK (Yu et al. 2012). Elle est aussi induite par le céramide-1-

phosphate, qui active par les voies PI3K/Akt, JNK et ERK1/2, et dont la production est M-CSF dé-

pendante (Gangoiti et al. 2008). La voie Src soutient également la prolifération cellulaire suite à 

l’activation des SFKs recrutées majoritairement sur la tyrosine561 qui vont activer ERK5 (Rovida et 

al. 2008). La prolifération peut également être induite de façon moins conventionnelle suite à la 

phosphorylation de la protéine transmembranaire DAP12 qui recrute et active Syk. Cette der-

nière active Pyk2 qui phosphoryle la β-caténine pour induire la transcription de gènes du cycle 

cellulaire (Otero et al. 2009). La différenciation des cellules progénitrices myéloïdes en macro-

phages est quant à elle permise par la PLC-γ2, activée suite à la phosphorylation des tyrosines 

723 et 809. De plus, la PLCγ est connue pour réguler la survie cellulaire (Bourette et al. 1997). 

Cette différenciation est également permise par les vagues d’activation plus tardives de ERK1/2, 

où l’interaction de Mona et Gab3 grâce à la phosphorylation des tyrosines 699, et 809 joue un 

rôle important (Bourgin et al. 2002). Les oscillations de l’activation d’Akt suite aux vagues de 

phosphorylation de la tyrosine723 sont également nécessaires pour activer la caspase 8 qui clive 
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la nucléophosmine pour accélérer la différenciation macrophagique (Jacquel et al. 2009). Par 

ailleurs, la protéine FMIP est connue pour interagir directement avec le M-CSFR activé sur des 

résidus inconnus, et active la PKC-γ qui partage la voie de signalisation de la PLCγ, activant ainsi 

la différenciation mais aussi la survie cellulaire (Mancini et al. 2004).  

 

 
 

Figure 11 : Les voies de signalisation activées par la liaison du M-CSF sur son récepteur  

dans la lignée myéloïde. 

 Les protéines représentées directement au contact du M-CSFR sont celles recrutées sur les résidus tyrosines 

phosphorylés (numérotation murine) grâce à leur domaine de liaison spécifiques. Pour plus de clarté la 

liaison des protéines à la membrane n’est pas représentée (pour Ras par exemple). L’implication de la voie 

MAPK sur la régulation de la balance prolifération/différenciation n’est pas encore bien déterminée, mais 

Raf-1 semble transduire le signal de manière indépendante à la voie MAPK. BLIMP : B-Lymphocyte-Induced 

Maturation Protein; IKK : IKB Kinase; Mona : Monocytes adaptator ; PDK1 : 30-Phosphoinositide-Dependent 

Kinase-1; PK : Protein Kinase; Pkare : PKA-related gene; PP : Protein Phosphatase; Pyk : Proline-rich and Ca2+-

activated tyrosine kinase; ROS : Reactive Oxygen Species; SHIP : SH2-domain-containing polyinositol phos-

phatase; SHP : SH2-domain-containing phosphatase; Socs1 : Suppressor of cytokine signaling-1. Adapté de 

(Pixley et Stanley 2004). 

 

 De la même manière que la voie PI3K, la voie Src/Py2k active les GTPases Rho par le biais 

de la paxilline, qui vont elles-mêmes activer MAYP/PSTPIP2 et IBA-1 pour stimuler la formation des 

faisceaux d’actine. La paxilline est une protéine qui appartient aux complexes focaux des 

membranes plasmiques chez les macrophages et fibroblastes, et qui est phosphorylée par un 

complexe SFKs/Pyk2 (une tyrosine kinase proche des FAKs) une fois recruté sur le M-CSFR activé. 
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La phosphorylation de la paxilline permet l’étalement et l’adhérence cellulaire, et Pyk2 régule la 

formation des complexes focaux (Pixley et Stanley 2004). Plus spécifiquement, RhoA est capable 

de stimuler la contraction de l’actomyosine, et la formation de fibres de stress et Rac permet la 

formation de lamellipodes, permettant le « ruffling » et l’étalement cellulaire. Au contraire, cdc42 

induit la formation de filopodes et régule la motilité directionnelle. Par ailleurs, il faut noter que 

l’ubiquitine ligase Cbl activée dont le rôle principal est de réguler négativement le M-CSFR en 

induisant son ubiquitination et son internalisation/dégradation, est aussi capable de se lier avec 

les protéines de signalisation décrites précédemment, Src, Pyk2, PI3K, mais également avec la 

Rho GTPase GEF Vav pour réguler les voies détaillées ci-dessus (Thien et Langdon 2001). 

La liaison du M-CSF sur le récepteur conduit à une première vague très rapide de phos-

phorylation où le M-CSFR dimérisé sert de plateforme à plusieurs protéines qui vont être phospho-

rylées, comme Grb2/Sos, les SFKs, Cbl ou PI3K (Kanagasundaram, Jaworowski, et Hamilton 1996). 

Les protéines Grb2/Sos se dissocient rapidement, tandis que d’autres comme Cbl, PI3K ou Shc 

restent fortement liées au récepteur. Le récepteur subit alors une seconde vague de phosphory-

lation associée à la phosphorylation de résidus sérines permettant son ubiquitination Cbl-

dépendante. Le complexe M-CSF/M-CSFR est alors internalisé pour être dégradé dans les com-

partiments lysosomaux (Pixley et Stanley 2004). 

2.2.2.iv. Existence de formes solubles pour le M-CSFR 
 

Le M-CSFR peut être clivé de la membrane par une protéase membranaire nommée 

TACE. Ce clivage est induit lors de l’activation des phagocytes mononucléés par des facteurs 

comme le LPS, l’IL-4 ou l’IL-1 et passe par l’activation de la PLC et la PKC (Rovida et al. 2001). Le 

M-CSFR soluble est produit par clivage au niveau de son segment transmembranaire, et possède 

un domaine extracellulaire intact capable de lier le M-CSF. Un fragment intracellulaire contenant 

le domaine kinase est également généré (Downing, Roussel, et Sherr 1989). Le M-CSFR soluble est 

détecté dans le sérum de volontaires sains autour de 0,48 ng/mL et ce taux diminue significati-

vement dans les sérums de patients atteints de leucémie (Rao et al. 2001). Cette forme soluble 

du M-CSFR a donc un rôle inhibiteur en servant de récepteur leurre au M-CSF. En effet, le M-CSFR 

soluble inhibe la prolifération des cellules de cancer du foie ou de leucémies (Zheng et al. 2000) 

ainsi que l’ostéoclastogenèse (Hiasa et al. 2009). 

2.2.2.v.  Distribution tissulaire et expression dans l’organisme 
 

Le M-CSFR est largement exprimé dans différents tissus, expliquant son action pléiotro-

pique dans l’immunité innée, la cicatrisation, le développement embryonnaire, l’homéostasie 

tissulaire chez l’adulte, mais également dans l’inflammation et le microenvironnement tumoral 

(Tableau 1).  
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Tableau 1 : Principaux tissus exprimant le M-CSFR 

 

L’expression du récepteur est faible pour les cellules souches hématopoïétiques, et aug-

mente fortement au cours de la différenciation en monocytes et macrophages. Les macro-

phages tissulaires étant présents dans de nombreux organes, il est possible de détecter une ex-

pression du M-CSFR dans de nombreux tissus (Stanley et Chitu 2014).  

2.2.3. Ciblage du M-CSFR dans certaines pathologies 
 

Le M-CSFR joue un rôle central dans de nombreuses pathologies, et contribue au déve-

loppement de cancers comme les leucémies ou les lymphomes. L’activation autocrine ou para-

crine du M-CSFR est connue pour favoriser la progression tumorale et métastatique des tumeurs 

solides (Pollard 2009). En effet, le M-CSF est fortement produit par les métastases osseuses asso-

ciées aux cancers rénaux et mammaires par exemple, et l’expression du M-CSFR par les macro-

phages et les ostéoclastes favorisent la progression tumorale et l’ostéolyse associée (Manthey et 

al. 2009; Ohno et al. 2006; Fend et al. 2013;Murray et al. 2003). De plus, des mutations activatrices 

du récepteur ont été caractérisées dans les cancers rénaux (Menke et al. 2012; Soares et al. 

2009) et les pathologies hématologiques. Ainsi, la protéine de fusion RBM6-M-CSFR (Figure 9) est 

composée du motif 6 de liaison à l’ARN de 36 acides aminés (RBM6) fusionné aux 399 derniers 

acides aminés du M-CSFR, découlant de la translocation t(3;5)(p21;q33). Cette modification 

confère à la protéine une activation constitutive, à l’origine de la leucémie aiguë mégacaryo-

blastique (Chitu et Stanley 2006). De plus, des mutations dominantes inactivatrices du M-CSFR 

conduisent chez l’adulte à des leucoencéphalopathies (Nicholson et al. 2013). Enfin, une activa-

tion aberrante du M-CSFR a été retrouvée entre autres dans les cancers gynécologiques et ceux 

du sein, mais aussi dans les maladies auto-immunes, la maladie de Crohn, la polyarthrite rhuma-

toïde, l’athérosclérose et l’obésité (Kirma et al. 2007; Hamilton 2008; Sapi 2004). 
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3. Les récepteurs à activité tyrosine phosphatase (RPTPs) 

3.1. Généralités sur les protéines tyrosines phosphatases (PTPs) 
 

La phosphorylation des résidus tyrosines est un processus réversible, et les protéines tyro-

sines phosphatases (PTPs) participent à la régulation et à l’extinction du signal engendré par 

l’activation des RTKs en déphosphorylant les kinases sur leur boucle d’activation (enzymes des 

voies de signalisation, ou directement le domaine kinase du RTK) afin de les rendre inactives. Les 

PTPs déphosphorylent également les tyrosines impliquées dans la liaison de protéines (adapta-

trices, etc.), supprimant ainsi l’activation de voies de signalisation spécifiques. La PTP1B, aussi 

connue sous le nom de PTPN1 fut la première PTP purifiée et caractérisée en 1988 (Tonks, Diltz, et 

Fischer 1988). Le génome humain contient plus de 100 gènes codant pour des PTPs, bien que 

seulement 81 produits de ces gènes soient des PTPs actives sur des substrats protéiques. Chaque 

PTP possède plusieurs cibles, et leur rôle physiologique varie suivant les types cellulaires (Alonso et 

al. 2004). 

3.2. La famille des PTPs 

3.2.1.i. Classification 
 

Les PTPs peuvent être classées en quatre groupes suivant les séquences de leur domaine 

catalytique. Parmi les enzymes de la classe I, seulement 38 appartiennent aux PTPs « classiques » 

qui ne ciblent exclusivement que les tyrosines phosphorylées, tandis que les autres sont des 

phosphatases duales (DSPs), capables de déphosphoryler à la fois les résidus sérines et thréo-

nines, comme les MPKs qui déphosphorylent les MAPKs ou les PTENs. Il existe également trois 

autres classes de PTPs, incluant les phosphatases de faible poids moléculaire (classe II), les phos-

phatases Cdc25 (classe III) et la classe IV de la famille Eya (Tableau 2).  

 

 
 

Tableau 2 : Composition et structure des quatre classes de PTPs. 

D’après (Alonso et al. 2004). 
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3.2.1.ii. Structure et activation des PTPs 
 

Les PTPs de la classe I peuvent être divisées en deux familles, les PTPs dites réceptrices 

(RPTPs) ou non-réceptrices (NPTPs), elles-mêmes subdivisées en différentes classes suivant les res-

semblances structurelles ou les homologies de séquence. Les RPTPs peuvent posséder plusieurs 

domaines catalytiques, tandis que les PTPs non-réceptrices sont constituées d’un seul domaine 

phosphatase entouré d’autres domaines protéiques qui contrôlent la localisation cellulaire et 

régulent l’activité de l’enzyme et la liaison du substrat. Ces autres domaines sont des domaines 

de liaison protéines-protéines, ou des modules de liaison aux phospholipides, et sont assez variés 

comparés aux RTKs qui possèdent majoritairement des domaines SH2 ou SH3. En effet, seulement 

deux PTPs possèdent des domaines SH2, les autres domaines étant plus variés : C1 ou C2, CA 

(anhydrase carbonique), CH2, FN (fibronectine), MAM, PBM, PDZ, PH, PTB, SH3B, etc. Les do-

maines phosphatases font environ 240 acides aminés organisés en un feuillet β entouré de plu-

sieurs hélices α, et comprennent dix motifs très conservés. Le site catalytique est formé par les 

résidus cystéine et arginine du motif n°9, hautement conservés et essentiels à la catalyse, et par 

les boucles des motifs n°8 et n°10. La déphosphorylation des substrats se fait en deux 

étapes, grâce à la cystéine catalytique (ou l’acide aspartique pour la classe IV) qui se trouve au 

fond de la fente catalytique. La dimension de cette fente détermine la spécificité vis-à-vis de la 

tyrosine ou de la sérine/thréonine, et dans le cas des PTPs « classiques » la cystéine nucléophile 

ne peut être atteinte que par la boucle aromatique des tyrosines phosphorylées (Tonks 2013). 

Dans un premier temps, un pont disulfure se forme entre l’atome de soufre de la cystéine nu-

cléophile et l’atome de phosphore porté par la tyrosine phosphorylée du substrat. Au cours de 

cette étape, le lien qui existait entre le groupe phosphate et le résidu tyrosine du substrat est 

rompu, et la protéine déphoshorylée est relâchée. Dans un second temps, la PTP retrouve son 

état actif en hydrolysant la liaison qui le lie au phosphate, libérant ainsi le groupement phos-

phate. 

La plupart des cellules expriment 30 à 60% des PTPs, bien que les cellules hématopoïé-

tiques et neuronales en expriment beaucoup plus (Alonso et al. 2004). Contrairement à certains 

RTKs qui exercent la même fonction, les PTPs ont chacun un rôle propre, et des délétions au ni-

veau de leurs gènes conduisent à des anomalies phénotypiques importantes et à la transforma-

tion oncogénique (Bottini et al. 2004). Ainsi, de nombreux gènes codant pour des PTPs ont été 

identifiés comme des gènes suppresseurs de tumeur, et une augmentation de l’activité de ces 

PTPs est retrouvée dans de nombreux cancers humains, comme la surexpression de Cdc25 qui 

conduit à un dérèglement du cycle cellulaire (Kristjánsdóttir et Rudolph 2004). En effet, les PTPs 

régulent la progression du cycle cellulaire et la transduction du signal, et 11 PTPs de la classe I, les 

MPKs, ciblent spécifiquement les MAPKs comme ERK1/2, JNK ou encore p38. De plus, les DSPs 

« atypiques » peuvent aussi déphosphoryler ERK1/2 et JNK, mais aussi STAT1 (Alonso et al. 2003). 

De la même façon, les PTENs et myotubularines déphosphorylent spécifiquement les phospholi-
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pides inositol comme le PIP3, régulant ainsi la voie PI3K (Wishart et Dixon 2002). Par ailleurs, suite à 

l’activation de macrophages par du M-CSF, des phosphatases spécifiques sont activées pour 

réguler le signal, comme la PP2A, une sérine/thréonine phosphatase, ou la PTP qui déphospho-

ryle la paxilline (Stanley et Chitu 2014). 

3.3. Les RPTPs : activation et signalisation 

3.3.1.i. Structure et classification 
 

Les RPTPs sont au nombre de 21, et comprennent un domaine extracellulaire variable, un 

domaine transmembranaire et un ou deux domaines catalytiques intracellulaires qui portent et 

régulent l’activité phosphatase. Contrairement aux RTKs, les ligands des RPTPs sont peu connus. 

Les domaines extra-catalytiques renseignent sur la localisation cellulaire ou la fonction des PTPs, 

par exemple les RPTPs possèdent une hélice α transmembranaire, et sont donc par définition au 

niveau des membranes cellulaires, principalement dans la membrane plasmique. La majorité 

possède un domaine extracellulaire de type fibronectine (tel le LAR), immunoglobuline (comme 

le RPTPδ), carbonique hydrase (RPTPβ/ζ par exemple) ou MAM (comme le RPTPμ) (Figure 12). La 

présence d’immunoglobuline ou de fibronectine comme chez les molécules d’adhérence chez 

la plupart de ces RPTPs suggère un rôle dans les contacts cellulaires. Ainsi, le PTPμ permet les inte-

ractions cellule-cellule par la liaison de ses domaines extracellulaires ou la liaison avec la cadhé-

rine, sans aucune modification de son activité catalytique (Brady-Kalnay et al. 1998). Par ailleurs, 

les ligands des RPTPs modifient directement leur activité phosphatase en se liant au domaine 

extracellulaire. David Van Vactor a ainsi récemment identifié chez la drosophile deux protéogly-

canes comme ligands pour le LAR, la protéine soluble Dallylike et les syndécans membranaires 

(Johnson et al. 2006). 

 

 
 

Figure 12 : Représentation schématique des différents types de RPTPs. 

Réalisé d'après la classification de (Andersen et al. 2001). 
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Le domaine PTP le plus proche de la membrane joue le rôle catalytique, tandis la pré-

sence d’un deuxième domaine inactif sert de régulateur à l’activité phosphatase. D’après les 

études cristallographiques menées sur le RPTPα, la fixation du ligand induit la dimérisation du 

RPTP, mais à l’inverse des RTKs ce mécanisme inhibe son activité PTP par l’occlusion réciproque 

des domaines catalytiques. En effet, le cristal montre un mécanisme symétrique où l’hélice α du 

domaine catalytique d’un monomère se tord pour aller s’insérer dans la fente catalytique du 

domaine catalytique de l’autre monomère (Jiang, den Hertog, et Hunter 2000).  

 

4. Les protéoglycanes : des régulateurs majeurs de l’activation des ré-

cepteurs membranaires 

4.1. Les glycosaminoglycanes 
 

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des chaînes polysaccharidiques linéaires chargées 

négativement, composées par l’association des monosaccharides suivants: galactose (Gal), N-

acetylglucosamine (GlcNAc), N-acetylgalactosamine (GalNAc), acide glucuronique (GlcA), 

xylose (Xyl) ou acide iduronique (IdoA). Cinq classes de GAGs peuvent être distinguées par les 

unités disaccharidiques les composant : l’héparine et l’héparane sulfate (GlcA/IdoA plus 

GlcNAc), la chondroïtine sulfate (GlcA plus GalNAc), le kératane sulfate (Gal plus GlcNAc), le 

dermatane sulfate (GlcA/IdoA plus GalNAc) et l’acide hyaluronique (GlcA plus GlcNAc) (Lindahl 

et Höök 1978) (Figure 13). Ces GAGs sont sulfatés sur leurs extrémités hydroxyles, et ce sont les 

charges négatives des groupements sulfates SO3- qui leurs confèrent des propriétés hydrophiles 

(rétention d’eau et de cations au sein de la MEC). Cette sulfatation leur permet également 

d’interagir avec des protéines matricielles ou des protéines cellulaires (facteurs de croissance, 

cytokines, etc.). 

 
 

Figure 13 : Structure chimique de l’unité disaccharidique composant les chaînes de chondroïtine sul-

fate/dermatane sulfate (à gauche) et les chaînes d’héparine/héparane sulfate (à droite) (Pomin 2014). 
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Les chondroïtines sulfates constituent principalement le cartilage, et contribuent à son 

hydratation, ainsi qu’à la flexibilité de l’os. Elles existent sous plusieurs formes suivant leurs modif i-

cations chimiques. Ainsi, les formes A et C sont respectivement sulfatées sur les carbones n°4 et 

n°6 des résidus GalNAc. Par ailleurs, les dermatanes sulfates sont aussi souvent décrits comme 

des chondroïtines sulfates B.  

L’héparine est le glycosaminoglycane le plus sulfaté, et l’héparane sulfate correspond à 

une variation des chaînes d’héparines, avec des régions moins sulfatées. L’héparine est synthét i-

sée par les mastocytes du tissu conjonctif en étant associée au squelette protéique de la sergly-

cine. Ensuite, ces chaînes sont clivées pour donner de l’héparine libre de faible poids molécu-

laire, qui sera stockée dans les granules de sécrétion des mastocytes, puis sécrétées. Au con-

traire, l’héparane sulfate est produite par la plupart des types cellulaires sous forme libre. Ce-

pendant, l’héparane sulfate est rarement présente sous sa forme libre et se retrouve associée à 

des protéines (Pomin 2014). 

 

4.2. Les protéoglycanes 

4.2.1. Généralités 

4.2.1.i. Structure 
 

Les protéoglycanes sont des macromolécules hydrophiles constituées d’un squelette pro-

téique sur lequel sont liées de façon covalente une ou plusieurs chaînes de GAGs. La liaison de 

ces GAGs se fait au niveau d’un résidu sérine du squelette protéique par un motif tétrasacchari-

dique organisé de la façon suivante : Xyl-Gal-Gal-GlcA (Häcker, Nybakken, et Perrimon 2005). 

Seuls le kératane sulfate et l’acide hyaluronique dérogent à cette règle. Le premier se lie au 

squelette protéique par une simple liaison glycosidique, tandis que le deuxième ne se lie pas de 

façon covalente aux protéines, agrégeant d’autres protéoglycanes sur sa chaîne. Les modifica-

tions post-traductionnelles des chaînes de GAGs s’effectuent au sein du Golgi lorsque celles-ci 

sont liées au squelette protéique, puis les protéoglycanes sont rapidement transloqués vers la 

membrane plasmique (Ling et al. 2006). 

4.2.1.ii. Localisation et rôles 
 

Les protéoglycanes font partie des composants principaux des tissus humains, et sont pré-

sents au niveau de la matrice extracellulaire et des surfaces cellulaires. Leur diversité et leur 

abondance créent des interfaces cellule-matrice spécifiques et des microenvironnements 

propres au tissu qui régulent localement l’homéostasie et la fonction de ce tissu, comme par 

exemple la vascularisation ou l’immunité innée (Clark, Bishop, et Day 2013).  

Leur rôle est variable, et peut être soit strictement mécanique au niveau de la matrice ex-

tracellulaire par la rétention d’eau et des cations, soit un rôle spécifique grâce à leur interaction 
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avec d’autres molécules. Cette spécificité leur est apportée par leurs chaînes de glycosamino-

glycanes. En effet, la composition et le degré de sulfatation de ces chaînes créent des motifs de 

liaison pour certaines protéines basiques, comme les facteurs de croissance ou les molécules 

d’adhésion, à l’origine de leur diversité biologique. Les sulfotransférases confèrent ainsi aux gly-

cosaminoglycanes une multifonctionnalité, et donc une grande complexité (Habuchi, et Kimata 

2004). De plus, certains protéoglycanes présentent des différences structurales importantes uni-

quement dues à leurs chaînes de glycosaminoglycanes (taille, nombre de motifs, écartement, 

etc.), alors qu’ils possèdent pourtant le même squelette protéique, suggérant une synthèse et 

une fonction tissu-spécifique et niche-spécifique. De plus, la variabilité des squelettes protéiques 

des protéoglycanes permet leur localisation dans les compartiments intracellulaires, la mem-

brane plasmique, la matrice extracellulaire ou les membranes basales, montrant là aussi des 

rôles spécifiques (Lamoureux et al. 2007). Les fonctions des protéoglycanes sont nombreuses. Ils 

possèdent tout d’abord un rôle structural et fonctionnel en favorisant les interactions cel-

lules/cellules par les intégrines par exemple, ou cellules/matrice grâce aux fibronectines. Les pro-

téoglycanes servent également de réservoir au sein de la matrice extracellulaire ou à la surface 

cellulaire, en stockant les facteurs de croissance, les protégeant contre l’action protéase, et en 

les libérant suite à divers stimuli (action mécanique, action d’enzymes spécifiques comme les 

métalloprotéases etc.) (Lindahl et Höök 1978). Cette rétention de protéines à la surface cellulaire 

permet de créer des gradients de concentration, comme des gradients chimiotactiques par 

exemple. Cette concentration de facteurs permet aussi d’augmenter leur biodisponibilité pour 

les récepteurs et de créer des complexes moléculaires de haute affinité li-

gand/récepteur/protéoglycanes. Ils servent ainsi de co-récepteur pour la transduction du signal, 

en stabilisant le ligand et en le présentant au récepteur. Néanmoins, ces protéoglycanes peu-

vent également avoir une signalisation propre, comme c’est le cas pour les syndécans ou le 

RPTPβ/ζ (Mythreye et Blobe 2009). Les protéoglycanes appartenant à la membrane plasmique 

sont donc capables de réguler la prolifération, la différenciation cellulaire et l’expression de 

gènes (Perrimon et Bernfield 2000; Lamoureux et al. 2007). 

4.2.2. Les protéoglycanes héparanes sulfatés 
 

Les protéoglycanes héparanes sulfatés sont matriciels (perlécan, agrine et collagène 

XVIII) ou cellulaires (glypicans et syndécans), et peuvent aussi exister sous formes solubles suite à 

l’action de protéases comme les métalloprotéases (MMP-9 ou MT1-MMP). La plupart des pro-

téoglycanes membranaires portent des héparanes sulfates, et ceux qui portent des chaînes de 

chondroïtine sulfate sont plutôt matriciels. Néanmoins, ces protéoglycanes peuvent porter les 

deux types de chaînes, comme certains syndécans ou le perlécan. La présence de résidus IdoA 

au sein des chaînes d’héparane sulfate leur confère une grande souplesse qui leur permet 

d’interagir avec de nombreuses molécules intra et extracellulaires (Häcker, Nybakken, et Perri-
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mon 2005). Leurs rôles, comme leurs structures, sont très variés. Ils servent classiquement 

d’interface entre les cellules, tissus et organes, mais interviennent également dans la croissance 

et le développement, l’angiogenèse, l’invasion virale et l’anticoagulation (Okolicsanyi, Griffiths, 

et Haupt 2014). Ces protéoglycanes régulent l’activité des RPTPs, et peuvent leur servir de ligand, 

comme l’agrine et le collagène XVIII qui se fixent sur le RPTPσ dans les neurones (Aricescu et al. 

2002). Les protéoglycanes à héparane sulfate jouent également un rôle majeur dans la régula-

tion de l’activité des RTKs en interagissant avec les facteurs de croissance (FGFs, VEGFs, PDGFs et 

TGF-β), mais aussi directement avec le récepteur (FGFR). Ainsi, un défaut de sulfatation des 

chaînes d’héparane sulfate empêche la liaison du bFGF sur le FGFR1, et donc la croissance ce l-

lulaire (Eswarakumar, Lax, et Schlessinger 2005). Par ailleurs, ces protéoglycanes sont importants 

dans la prolifération et la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en cellules 

ostéoprogénitrices ou pré-adipocytes par exemple (Okolicsanyi, Griffiths, et Haupt 2014). Ainsi, le 

glypican-3 joue un rôle majeur dans la formation osseuse en favorisant la différenciation ostéo-

blastique (Haupt et al. 2009). 

4.2.3. Les protéoglycanes à chaînes de chondroïtine sulfate 
 

Les protéoglycanes à chaînes de chondroïtines sulfates sont principalement matriciels 

(aggrécan, versican, neurocan, brévican), mais les formes membranaires jouent un rôle majeur 

dans le maintien de l’intégrité structurelle et la fonction cellulaire au niveau du cerveau (RPTPβ/ζ, 

neuroglycan C, bétaglycan, CD44, et syndécans). En effet, il existe un profil d’expression spatio-

temporel propre à chaque protéoglycane au cours du développement du cerveau, et ce profil 

d’expression change lors de certaines pathologies comme la maladie d’Alzheimer (Maeda 

2010). 
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II. L’interleukine-34 au sein de l’axe M-CSF/ M-CSFR 

1. Les cytokines : généralités 
 

Les cytokines sont des médiateurs de nature protéique, souvent glycosylées et de petite 

taille (8 à 50 kDa), qui permettent la communication entre les différents types cellulaires de fa-

çon autocrine, paracrine, juxtacrine ou endocrine. Elles sont produites de façon abondante par 

les cellules du système immunitaire, mais également par d’autres types cellulaires (cellules endo-

théliales, fibroblastes, etc.), et présentent à la fois des formes solubles et membranaires. Les cyto-

kines agissent à faibles concentrations (nano- ou picomolaire), via des récepteurs solubles ou 

membranaires. La pléiotropie est une de leurs caractéristiques majeures, puisque nombre 

d’entre elles sont capables d’induire des réponses cellulaires variées suivant les cellules cibles 

ainsi que leur contexte (prolifération, différentiation, migration, etc.). Les cytokines peuvent agir 

de façon synergique ou antagoniste, et sont pour la plupart redondantes, ce qui explique 

l’absence de conséquences phénotypiques importantes en cas de mutation génique (Ozaki et 

Leonard 2002).  

Leur classification est complexe, et repose à la fois sur des critères fonctionnels (activité bio-

logique, etc.) ou structurels (structure biochimique, partage d’une unité réceptrice, etc). Les 

termes « interleukines » ou « chimiokines » ont ainsi été créés pour spécifier les sources et cibles de 

ces molécules, ainsi que leurs rôles spécifiques dans l’inflammation ou le chimiotactisme (Inglot 

1997). Il existe ainsi actuellement 38 interleukines connues, les molécules de la famille du TNF et 

des lymphotoxines, les interférons, les chimiokines, les cytokines signalant par la glycoprotéine 

gp130 et les facteurs de croissance hématopoïétiques auxquels appartient le M-CSF. Les facteurs 

de croissance hématopoïétiques stimulent la prolifération, la survie et la différenciation des cel-

lules souches, et sont sécrétés par de nombreux types cellulaires comme les cellules sanguines, 

les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales, etc. Au contraire, les interleukines ne 

présentent entre elles aucun lien biochimique ou fonction biologique proche, et sont classées 

par ordre de découverte. Elles sont principalement produites par les cellules impliquées dans la 

réponse immunitaire (monocytes, macrophages, lymphocytes, NKs, etc.) (Clavel, Thiolat, et 

Boissier 2013). 

2. La lignée myéloïde 

2.1. Les différentes cellules de la lignée myéloïde 
 

Les différentes lignées hématopoïétiques proviennent de la différenciation des cellules 

souches pluripotentes de la moelle osseuse, qui expriment fortement l’antigène CD34 (CD34+). 

Sous l’action de divers signaux (facteurs de croissance, cytokines, etc.), ces cellules se pré-



Synthèse bibliographique 

 

L’interleukine-34 au sein de l’axe M-CSF/ M-CSFR 

 

-30- 

différencient en cellules souches progénitrices de la lignée myéloïde ou de la lignée lymphoïde, 

puis en cellules souches déterminées CFU-GM/Meg/Eo/Baso et BFU-E. Celles-ci se différencient 

elles-mêmes en précurseurs puis en cellules matures fonctionnelles sous l’action de facteurs de 

croissance, donnant naissance aux différentes cellules de la lignée myéloïde (monocytes, éry-

throcytes, plaquettes, etc.) (Figure 14). Les monocytes différenciés à partir des CFU-M passent 

dans le sang circulant et se différencient dans les tissus en macrophages ou en cellules dendri-

tiques après extravasation pour donner naissance à la lignée mononuclée phagocytaire. Ces 

cellules jouent un rôle crucial dans le maintien général de l’homéostasie de notre organisme, et 

de ce fait sont des acteurs clés de l’inflammation, de l’auto-immunité, dans les infections, les 

cancers, etc.  

 

 
 

Figure 14 : Différenciation de la lignée myéloïdes et en particulier des cellules mononuclées phagocytaires. 

CFU-GEMM : Colony-Forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Monocyte/macrophage, Megakaryocyte ; 

CFU-GM : Colony-Forming Unit-Granulocyte, Monocyte/macrophage ; CFU-M : Colony-Forming Unit- Mo-

nocyte/macrophage ; DCs : Cellules dendritiques ; LCs : Cellules de Langerhans ; Macs : Macrophages ; 

OCPs : Précurseurs ostéoclastiques ; OsteoMacs : Macrophages de l’os ; TAMs : Macrophages associés à la 

tumeur. http://www.servier.fr/smart/home_smart.asp. 
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2.2. Les macrophages résidents ou activés 

2.2.1. Les macrophages tissulaires 
 

Le développement, l’homéostasie, la réparation tissulaire et les fonctions immunitaires 

sont permis grâce aux cellules de la lignée mononuclée phagocytaire. Les macrophages peu-

plent de nombreux tissus de l’organisme, exerçant des fonctions variables. Leur rôle premier est 

en lien avec leur nom (phagocytes), puisqu’ils jouent le rôle d’ « éboueurs » de l’organisme, par 

endocytose des pathogènes ou des cellules mortes, participant ainsi à la réponse immunitaire 

innée. Leurs fonctions sont trophiques : morphogenèse osseuse, angiogenèse, adipogenèse, 

polarisation neuronale pour le développement sexuel, etc. Parmi les macrophages tissulaires 

« spécialisés », se trouvent entre autres les cellules de Langerhans dans la peau, les cellules de 

Kupffer du foie, les cellules de la microglie dans le cerveau, les macrophages alvéolaires des 

poumons. Les cellules dendritiques sont principalement des cellules présentatrices d’antigènes, 

bien qu’également douées de phagocytose. Elles participent plutôt à la réponse immunitaire 

adaptative, et sont présentes dans tous les tissus, en particulier le thymus et l’épiderme. Cepen-

dant, la distinction entre macrophages et cellules dendritiques n’est pas si simple, et l’existence 

de ces deux catégories reste controversée (Frédéric Geissmann et al. 2010). En effet, les macro-

phages peuvent occasionnellement jouer le rôle de cellule présentatrice d’antigènes, et expri-

ment donc les molécules de classe II du CMH. De plus, des études ont démontré que les deux 

types cellulaires expriment le CD68 et le F4/80 (ou EMR-1), considérés généralement comme des 

marqueurs macrophagiques. Par ailleurs, les cellules sentinelles des poumons expriment le 

CD11c, marqueur des cellules dendritiques, et sont pourtant décrites comme des macrophages 

alvéolaires (Ferenbach et Hughes 2008). De même, les cellules de Langerhans sont également 

décrites comme étant un type particulier de cellules dendritiques. Les cellules de Langerhans 

représentent la population majeure de cellules myéloïdes dans l’épiderme, et se développent 

différemment des autres cellules dendritiques. En effet, elles sont issues de précurseurs monocy-

taires dérivant du foie fœtal qui colonisent la peau au cours du développement embryonnaire, 

et se différencient en cellules de Langerhans matures après la naissance. Cette maturation est 

M-CSFR dépendante, alors que la régulation des autres cellules dendritiques dépend plus du 

FLT3. Au cours de lésions tissulaires, les cellules de Langerhans sont drainées dans les ganglions 

lymphatiques ou meurent, et sont remplacées par de nouvelles cellules de Langerhans dérivées 

des précurseurs monocytaires du sang circulant. Ce processus semble plutôt M-CSF dépendant. 

Les cellules microgliales (ou microglie) sont des macrophages résidents du cerveau qui jouent un 

rôle dans le développement du système nerveux central et sont impliqués dans les pathologies 

neurologiques. Chez la souris, elles proviennent de précurseurs myéloïdes du sac embryonnaire 

qui viennent coloniser le cerveau au cours du développement embryonnaire (Ginhoux et al. 
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2010). En cas de lésion, des précurseurs de la moelle osseuse sont recrutés pour régénérer la mi-

croglie. 

2.2.2. L’activation et la polarisation des macrophages 
 

Les macrophages adoptent un phénotype particulier en fonction du contexte où ils se 

trouvent et des stimulations auxquelles ils sont soumis. Ainsi, suite à une agression de l’organisme 

(infection virale ou bactérienne, lésion, etc.), les macrophages résidents sont activés et produi-

sent des cytokines et chimiokines sur le site, entraînant le recrutement d’autres cellules immuni-

taires comme les lymphocytes T ou les NK. Les cytokines produites par ces autres types cellulaires 

favorisent la réponse immunitaire TH1 (immunogène, pro-inflammatoire, liée à la destruction tissu-

laire) ou TH2 (tolérogène, anti-inflammatoire, liée à la réparation tissulaire) et polarisent les ma-

crophages en fonction du type de réponse. Différentes classes de macrophages peuvent alors 

être établies, mais cette classification varie selon les auteurs.  

De manière générale, les macrophages dits activés « classiquement », appelés M1, ser-

vent à la défense immunitaire de l’organisme contre les infections bactériennes, les virus, les ce l-

lules tumorales, etc. en recrutant les lymphocytes T helper 1 via la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-12 ou l’IL-23 (réponse immunitaire TH1). Les macrophages adoptent un 

profil type M1 lorsqu’ils sont activés par l’IFNΥ, le GM-CSF en association avec d’autres cytokines 

comme le TNF-α ou des éléments produits par les pathogènes (LPS, ligands de la famille de ceux 

du Toll-like récepteur) (Pollard 2009). Ces M1 sont essentiels pour la défense de l’organisme, mais 

une activation dérégulée de ces M1 peut conduire à une production excessive de cytokines 

pro-inflammatoires qui conduit à des lésions tissulaires, comme c’est le cas dans les maladies 

auto-immunes ou l’inflammation chronique. Au contraire, les macrophages M2 dits « activés de 

façon alternative », (réponse immunitaire TH2), régulent la réparation tissulaire suite à une lésion 

en exerçant un effet anti-inflammatoire. En effet, lors de la réponse inflammatoire aiguë qui fait 

suite à la lésion, la phase précoce est plutôt inflammatoire avec une réponse cytotoxique, tandis 

que la phase terminale est plutôt anti-inflammatoire associée à un mécanisme de réparation 

tissulaire. Les M2 sont stimulés par l’IL-4 ou l’IL-13 produites lors de la lésion tissulaire ou par les 

lymphocytes TH2 recrutés sur le site. Ils sécrètent des quantités importantes d’IL-10, de TGF-β, de 

facteurs pro-angiogéniques et sont impliqués dans le remodelage de la MEC (Murray et Wynn 

2011). Les macrophages associés à la tumeur (TAMs) sont les macrophages du microenvironne-

ment tumoral, et proviennent de la différenciation des monocytes du sang circulant recrutés sur 

le site tumoral. Les TAMs peuvent avoir un rôle pro ou anti-tumoral, mais sont généralement asso-

ciés à la suppression de l’immunité anti-tumorale et présentent un phénotype proche de celui 

des M2 (Biswas et Mantovani 2010). Cependant, les TAMs peuvent aussi être très peu polarisés, 

avec un phénotype n’étant caractéristique ni du M1, ni du M2. En effet, certains auteurs décr i-

vent les TAMs comme une catégorie de macrophages à part (Murray et Wynn 2011). 
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Malgré tout, il faut garder en tête que toutes ces populations de macrophages représen-

tent un continuum, comme dans la classification originale de Metchnikoff, datant déjà d’un 

siècle. Il existe donc plutôt des phénotypes intermédiaires plutôt que des populations bien défi-

nies comme celles décrites ci-dessus, ce qui explique les difficultés de caractérisation. De plus, 

les macrophages adaptent leur phénotype en fonction de leur microenvironnement, et n’ont 

donc pas un phénotype fixe (Stout et al. 2005). 

3. Le Macrophage Colony-Stimulating Factor (ou M-CSF) 

3.1. Caractérisation, structure et isoformes 
 

Le M-CSF (pour Macrophage Colony-Stimulating Factor), aussi connu sous le nom de CSF-

1, est le premier CSF (pour Colony-Stimulating Factor) identifié et purifié en 1976. En effet, cette 

glycoprotéine a tout d’abord été décrite comme un facteur stimulant la formation de colonies 

de macrophages (Stanley et al. 1976; Stanley et Heard 1977; Stanley, Chen, et Lin 1978), et est 

aujourd’hui classée parmi les facteurs de croissance hématopoïétiques. 

Le gène codant pour le M-CSF est localisé sur le chromosome 1 chez l’homme, et le 

chromosome 3 chez la souris. Il fait 21kb, et possède 10 exons et 9 introns, la séquence codante 

étant composée des 8 premiers exons (Pandit et al. 1992). Quatre ARNm sont issus de la trans-

cription du gène, avec un épissage alternatif possible au niveau de l’exon 6, et la présence a l-

ternative de l’exon 9 ou 10 dans la région 3’UTR non-traduite. L’exon 6 code pour un domaine 

susceptible d’être épissé contenant des sites de clivage protéolytique, deux sites de N-

glycosylation, un d’O-glycosylation, un site d’addition de GAG et en 3’ un domaine non épissé 

codant pour la région transmembranaire. Les variants 1 et 4 codent pour le précurseur protéique 

complet de 554 acides aminés. Le variant 2 est issu d’un épissage partiel au sein de l’exon 6 

conduisant à un précurseur protéique de 438 acides aminés dans lequel il manque les deux sites 

de N-glycosylation. Le domaine de l’exon 6 est complètement épissé dans le variant 3 et conduit 

à un précurseur tronqué de 256 acides aminés (Praloran 1997). 

Le M-CSF est produit sous forme d’une glycoprotéine dimérique. La cristallographie à 

rayons X montre que chaque monomère de 192 acides aminés forme une protéine globulaire à 

hélices (Pandit et al. 1992). Les 148 premiers acides aminés du M-CSF sont nécessaires à son acti-

vité biologique. Au sein de cette séquence, 7 résidus cystéines forment trois ponts disulfures intra-

chaîne et participent à la formation d’un pont disulfure entre les deux monomères, stabilisant 

ainsi le dimère (Figure 15).  
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Figure 15 : Structure tridimensionnelle d’un dimère de M-CSF. 

À gauche la structure tertiaire du M-CSF en solution, issue de la cristallographie (tiré de (Ma et al. 2012)), 

avec ses quatre hélices principales αA,αB, αC et αD typiques des cytokines hélicales comme le SCF, le 

FLT3L. À droite, le M-CSF dont un des monomères est lié au M-CSFR (en vert) est superposé au M-CSF libre 

(en rouge) au niveau du monomère lié (tiré de Chen et al. 2008), montrant que cette liaison induit une rota-

tion du deuxième monomère, du fait de la présence du pont disulfure inter-chaîne. 

 

Le M-CSF est présent sous trois formes biologiques (Figure 16) : deux sont solubles, le pro-

téoglycane (spM-CSF) (Price et al. 1992) et la glycoprotéine simple (sgM-CSF) (Manos 1988), tan-

dis que la dernière est liée à la membrane (csM-CSF) (Cerretti et al. 1990). Les deux formes so-

lubles contribuent de façon équitable au M-CSF circulant. Les formes sécrétées et la forme 

membranaire proviennent respectivement des précurseurs homodimériques de 554 et 438 

acides aminés ou du précurseur tronqué (Figure 16). La séquence N-terminale de 148 acides 

aminés déterminante dans l’activité biologique du M-CSF est la même, tandis que le reste de la 

séquence détermine les différentes isoformes. Les deux formes sécrétées du M-CSF sont issues de 

la protéolyse des formes longues des précurseurs au sein des vésicules de sécrétion. La glycopro-

téine est produite par clivage N-terminal et le protéoglycane par clivage C-terminal. Ce dernier 

possède une chaîne polypeptidique plus longue sur laquelle une unique chaîne de chondroïtine 

sulfate de 18 kDa a été ajoutée dans le Golgi (une par monomère). La forme membranaire dé-

rive du précurseur tronqué, issu d’un ARNm dans lequel les régions codant pour les zones de cl i-

vage protéolytique et d’addition des glycosaminoglycanes ont été épissées. Toutes les formes 

du M-CSF sont N- et O- glycosylées, et la forme la plus longue fait 192 acides aminés (spM-CSF) 

(Pixley et Stanley 2004). 
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Figure 16 : Biosynthèse et localisation des trois formes du M-CSF produit par les cellules. 

Les isoformes du M-CSF sont synthétisées à partir d’un précurseur complet (précurseur de 554 ou 438 acides 

aminés) ou de sa forme tronquée, issue par épissage alternatif des sites de l’ARNm codant pour les sites de 

clivage protéolytique ou d’addition des GAGs. Les 150 acides aminés de l’extrémité N-terminale présents 

chez les deux précurseurs (en bleu) sont suffisants pour conférer une activité biologique au M-CSF in vitro. 

Les formes sécrétées dérivent de la protéolyse du précurseur complet au sein de vésicules de sécrétion. La 

glycoprotéine est obtenue suite à un clivage au sein de l’extrémité N-terminale tandis que le protéogly-

cane est obtenu par un clivage C-terminal, conservant ainsi les chaînes de chondroïtine sulfate ajoutées 

dans le Golgi (représentées par une suite de ronds). Chaque forme est N- ou O-glycosylée dans le réticulum 

endoplasmique et le Golgi respectivement. Après fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane 

plasmique, les formes sécrétées s’accumulent dans le milieu extracellulaire tandis que la forme membra-

naire est stablement exprimée à la membrane plasmique. D’après (Pixley et Stanley 2004). 

 

3.2. Récepteurs et mode d’action 

3.2.1. Activation classique via le M-CSFR 
 

Comme décrit dans la partie précédente, le M-CSF est le premier ligand du M-CSFR, et le 

lie dans une stoechiométrie 2:2 avec une forte affinité (KD=0,4 nM en utilisant du M-CSF radio-

marqué à l’iode 125) (Guilbert et Stanley 1986). Par ailleurs, l’affinité mesurée en utilisant 

l’intégralité de l’ectodomaine est plus faible, puisque les constantes de dissociation à l’équilibre 

mesurées chez l’homme et la souris sont respectivement de KD=13,6 nM et KD=21,7 nM en utilisant 

l’intégralité de l’ectodomaine avec ces cinq domaines IgG (M-CSFRD1-D5). Ceci s’explique par 

l’absence de la région TM, de la pré-dimérisation du récepteur et de l’orientation donnée par la 

membrane (Elegheert et al. 2011). L’activation du M-CSFR et les voies de signalisation induites 

par le M-CSF ont été détaillées dans la partie I. 
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3.2.2. BARF1, récepteur leurre du M-CSF 
 

BARF1 est une protéine hexamérique produite suite à l’infection de cellules par le virus 

Epstein–Barr (EBV) (Figure 17). Son rôle est d’atténuer la réponse immunitaire en servant 

d’antagoniste soluble du M-CSFR, limitant ainsi l’activation des macrophages. BARF1 sert donc 

de récepteur leurre et peut lier trois dimères de M-CSF avec une très forte affinité (de l’ordre du 

picomolaire), les bloquant dans une conformation qui gêne stériquement l’interaction de la cy-

tokine avec le M-CSFR et diminue drastiquement la formation des complexes M-CSF/M-CSFR 

(Shim et al. 2012). BARF1 est dite protéine « M-CSFR-like », car elle possède des homologies de 

séquence avec les séquences codant pour les domaines IgG du M-CSFR (Tarbouriech et al. 

2006).  

 

 

3.2.3. M-CSF et barrière inter-espèces 
 

La cross-réactivité du M-CSF est singulière, puisque la forme humaine est capable 

d’activer les formes primates et non-primates, avec néanmoins une activité 5 fois plus faible pour 

le récepteur murin (KD=66.2 nM sur le M-CSFRD1-D5). Au contraire, la forme murine se lie 500 fois 

moins bien au récepteur humain, n’induisant pas de signalisation via le M-CSFR (KD=2.8 μM sur le 

M-CSFRD1-D5 humain) (Elegheert et al. 2011). 

 

 

Figure 17 : Inhibition par le récepteur leurre BARF1 de la 

signalisation induite par la fixation du M-CSF sur le M-CSFR. 

BARF1 est une protéine hexamérique produite par le virus 

Epstein–Barr et qui inhibe la réponse immunitaire. 1) BARF1 

lie trois dimères de M-CSF, diminuant ainsi la concentration 

libre de M-CSF. 2) La liaison de BARF1 entraîne une rotation 

de 20° d’un monomère de M-CSF par rapport à l’autre, et 

sa liaison avec l’hélice αB du M-CSF induit une liaison in-

complète avec le M-CSFR. 3) La liaison partielle des di-

mères de M-CSF induit une conformation défavorable du 

M-CSFR, empêchant son activation.  

D’après (Shim et al. 2012). 
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3.3. Distribution tissulaire, expression et rôle au sein de l’organisme 

3.3.1. Une expression ubiquitaire dans les tissus 
 

 Le M-CSF est quasiment exprimé dans tous les tissus au sein de l’organisme, des tissus hé-

matopoïétiques aux tissus germinaux en passant par les tissus digestifs (Tableau 3). Le M-CSF est 

produit par des cellules originaires de la moelle osseuse, dérivant soit des cellules souches héma-

topoïétiques (monocytes, macrophages, etc.) soit de la différenciation des cellules souches mé-

senchymateuses : fibroblastes du stroma, ostéoblastes, myoblastes, cellules endothéliales mais 

aussi adipocytes. Le M-CSF est également produit dans la pulpe rouge et la zone marginale de 

la rate, dans la zone corticale des ganglions lymphatiques, dans le cortex du thymus mais aussi 

par les cellules épithéliales de l’utérus, les cellules de la granulosa des ovaires, et les cellules in-

terstitielles du testicule. De plus, les cellules des cryptes de l’intestin ainsi que les cellules des 

glandes pyloriques de l’estomac sécrètent aussi du M-CSF, de la même manière que les neu-

rones, le foie, les glandes salivaires, mammaires, sébacées et surrénales (Ryan et al. 2001). 

 

 
 

Tableau 3 : Expression du M-CSF et de l’IL-34 dans différents organes. 

Ce tableau fait le bilan des expressions reportées en ARNm et en protéines, à la fois chez l’homme et chez 

la souris, et se base sur les phénotypes des souris possédant une inactivation du gène du M-CSF ou de l’IL-

34. Les cases en couleur sont basées sur l’expression en ARNm chez l’homme ou la souris, mais n’ont pas été 

confirmées au niveau protéique chez les souris KO IL-34. -, non-exprimé ; +, faiblement exprimé ; ++, 

expression intermédiaire ; +++, fortement exprimé ; ?, controversé dans la littérature. En effet, Lin reporte 

une expression de l’IL-34 dans l’intestin grêle et le côlon humains, tandis que Colonna et Wei décrivent une 

absence d’expression dans l’intestin et l’estomac chez la souris. De même, Wei détecte une expression 

assez importante de l’ARNm de l’IL-34 dans le muscle squelettique de la souris, tandis que Lin n’en détecte 

pas chez l’homme (Heymann 2010; Greter et al. 2012; Lin et al. 2008; Ryan et al. 2001; Wang et al. 2012; 

Wang et Colonna 2014; Wei et al. 2010). 

 

Le M-CSF est détectable dans la circulation sanguine, et les taux mesurés augmentent 

suite aux infections par exemple, avant que le M-CSF excédentaire ne soit dégradé dans le foie 

par les cellules de Kupffer. Les concentrations de M-CSF circulant sont de l’ordre du ng/mL. Les 

dernières études rapportent une concentration moyenne de 9 ng/mL (Nandi et al. 2006), alors 

que des études plus anciennes détectaient des taux de M-CSF circulant un peu plus bas (0,4 à 1 

ng/mL) (Weinberg et al. 1991). La synthèse du M-CSF est régulée par de nombreux facteurs 

comme les cytokines, les hormones thyroïdiennes ou les produits bactériens régulant notamment 

la réponse immunitaire ou la grossesse (Pixley et Stanley 2004). 
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3.3.2. Conséquences de l’inactivation du gène codant pour le M-CSF 
 

La découverte de la mutation ostéopétrotique date de 1976, suite à la découverte d’un 

phénotype squelettique anormal chez des souris possédant un retard de croissance, des pro-

blèmes de fertilité, une ossification plus importante, et des défauts osseux (absence de dents, 

etc.). Cette mutation a permis de bien caractériser le rôle du M-CSF dans le développement et 

l’homéostasie tissulaire. En effet, les souris (op/op) sont homozygotes pour la mutation non-sens 

qui touche le gène codant pour le M-CSF (chromosome 12). L’insertion d’un nucléotide dans 

l’exon 4 du M-CSF entraîne un déplacement du cadre de lecture et la synthèse d’une protéine 

inactive de 63 acides aminés (Marks et Lane 1976). Ce phénotype est reproduit chez des souris 

transgéniques possédant une mutation inactivatrice du gène du M-CSF (CSF-1op/op) (Figure 18). 

L’ostéopétrose, l’absence de dents et les autres anomalies du squelette s’expliquent par un dé-

faut en ostéoclastes et une forte diminution des macrophages résidents de l’os (OstéoMacs) qui 

régulent la résorption et le remodelage osseux. Ces souris possèdent également une diminution 

des macrophages tissulaires dans la cavité péritonéale, le foie et le rein. Au contraire, la micro-

glie semble peu altérée (30% de cellules microgliales en moins environ), de même que les ma-

crophages présents dans le thymus et les ganglions lymphatiques. Les souris CSF-1op/op possèdent 

des cellules de Langerhans à la naissance (Dai et al. 2002), mais ces cellules disparaissent à l’âge 

adulte, suggérant un rôle du M-CSF dans le renouvellement de ces cellules (Takahashi, Naito, et 

Shultz 1992). Ces observations montrent que suivant leur localisation, les cellules phagocytaires 

ne sont pas toutes dépendantes au M-CSF de la même façon (Yoshida et al. 1990).  

 

 
 

Figure 18 : Phénotype osseux des souris sauvages ou possédant une mutation inactivatrice sur le gène du 

M-CSF (CSF-1op/op) ou une inactivation du gène du M-CSFR (CSF-1R-/-). 

Radiographies de la tête, du corps et des fémurs des animaux à différents âges (2, 3 et 8 mois). Les fémurs 

(en bas) sont issus de 4 animaux différents. L’absence de dents est particulièrement visible au niveau de la 

radiographie de la tête des souris. La taille des souris CSF-1R-/- et CSF-1op/op est plus faible, et une hyperminé-

ralisation du squelette est visible notamment au niveau des plaques de croissances fémorales et tibiales 

(flèches). Les barres et les chiffres entre parenthèses indiquent respectivement la taille et la fraction du fé-

mur qui apparaît fortement opaque à la radiographie. Tiré de (Dai et al. 2002). 
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L’injection quotidienne de M-CSF recombinant à une concentration proche des taux cir-

culants améliore en partie ces anomalies phénotypiques. De plus, l’expression chez les souris 

CSF-1op/op d’un transgène codant pour le précurseur complet du M-CSF et son expression sous un 

promoteur du M-CSF et son premier intron du gène restaure un phénotype et un développement 

normal (Dai et al. 2002; Ryan et al. 2001; Wiktor-Jedrzejczak et al. 1991).  

 

3.3.3. Le M-CSF dans l’homéostasie tissulaire, l’immunité et l’inflammation 

3.3.3.i. Le M-CSF et la lignée myéloïde 
 

Découvert depuis maintenant une trentaine d’années, le M-CSF régule la biologie de la 

lignée phagocytaire mononuclée, notamment la prolifération, la survie et le développement des 

monocytes et macrophages tissulaires à partir des précurseurs hématopoïétiques (Hamilton 

2008). Cependant, au moment de la différenciation myéloïde précoce le M-CSF ne permet pas 

à lui seul la prolifération et la différenciation des progéniteurs multipotents, et il synergise par 

exemple avec le SCF ou l’IL-3 pour produire les cellules progénitrices myéloïdes (Figure 19). Le M-

CSF induit la formation et la fusion de précurseurs ostéoclastiques pour former des ostéoclastes 

multinucléés qui participent au remodelage osseux en résorbant l’os (Teitelbaum et Ross 2003). Il 

est également impliqué dans la formation des cellules de Langerhans (Ginhoux et al. 2006), de la 

microglie et des cellules dendritiques dérivées des monocytes qui constituent les cellules dendri-

tiques majoritairement recrutés dans les tissus au cours de l’inflammation (Frederic Geissmann et 

al. 2010).  

 

Figure 19 : Régulation des ma-

crophages et des ostéoclastes 

par les diverses sources de M-

CSF.  

Le M-CSF (ici CSF-1) circulant 

produit par les cellules endothé-

liales des vaisseaux sanguins et 

le M-CSF produit localement 

régule la survie, la prolifération et 

la différenciation de la lignée 

myéloïde. Le M-CSF synergise 

avec les facteurs de croissance 

hématopoïétiques (HGFs) pour 

générer des progéniteurs de la 

lignée myéloïdes à partir des 

cellules souches multipotentes, 

et avec le RANKL pour former 

des ostéoclastes. Les flèches 

rouges indiquent les étapes de 

différenciation, et les flèches 

bleues la sécrétion de cytokines. 

Extrait de (Pixley et Stanley 2004). 
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De plus, le M-CSF possède une action à des faibles concentrations (0,4 nM), induisant la 

survie des macrophages et inhibant la dégradation protéique (Tushinski et Stanley 1983). Le M-

CSF entraîne tout d’abord chez les macrophages un important remaniement du cytosquelette, 

suivi plus tardivement par une augmentation de la motilité et du chimiotactisme (Pixley 2012). 

L'expression de marqueurs de surface comme ceux caractéristiques de la polarisation en ma-

crophages M2 est augmentée, ainsi que l’expression du CD11b et d’un large panel de cytokines 

et chimiokines (Fleetwood et al. 2007).  

3.3.3.ii. Maintien de l’homéostasie tissulaire 
 

Le M-CSF joue un rôle clé dans l’homéostasie et le développement de nombreux organes 

notamment grâce à l’activation de lignée myéloïde. En effet, en induisant avec le RANKL la dif-

férenciation d’ostéoclastes le M-CSF régule la morphogenèse du squelette (Wiktor-Jedrzejczak 

et al. 1990). De plus, le M-CSF est nécessaire au développement normal des glandes mammaires 

au cours de la puberté et de la grossesse (Gouon-Evans, Rothenberg, et Pollard 2000). Une forte 

expression du M-CSF est induite dans l’utérus, l’endomètre et l’oviducte au cours de la gestation, 

ainsi que dans l’embryon durant le développement embryonnaire (Arceci et al. 1989). Par ail-

leurs, le M-CSF contrôle la sécrétion d’hormones endocriniennes par l’hypothalamus, qui contrô-

lent elles-mêmes les organes reproducteurs mâle et femelle (Cohen et al. 2002). Le M-CSF est 

également impliqué dans le développement du rein, du pancréas, dans la vascularisation, 

l’adipogenèse, etc.  

3.3.3.iii. Rôle spécifique des différentes isoformes du M-CSF 
 

La plupart des cellules qui synthétisent le M-CSF produisent les trois isoformes, qui agissent 

au sein de leur microenvironnement. De plus, la forme membranaire suffit à réguler localement 

les différentes populations de macrophages. Cependant, les formes solubles du M-CSF (spM-CSF, 

sgM-CSF) sont principalement sécrétées par les cellules endothéliales et participent à 

l’homéostasie de certains types de macrophages, notamment les cellules de Kupffer (Nandi et 

al. 2006). Les formes solubles s’accumulent rapidement dans le milieu extracellulaire après fusion 

des vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique, puis dans la circulation générale et au 

niveau de la MEC pour le spM-CSF. En effet, le protéoglycane se lie au collagène V, aux low-

density lipoprotéines (LDLs), et à la matrice osseuse (Pixley et Stanley 2004). Ces interactions ex-

pliquent peut-être pourquoi les formes solubles, et en particulier le spM-CSF, guérissent plus effi-

cacement l’ostéopétrose chez les souris CSF-1op/op. Néanmoins, la réexpression des deux formes 

solubles ne suffit pas pour récupérer le retard de croissance, en particulier au niveau du poids de 

l’animal, contrairement à l’expression du csM-CSF, suggérant ici un rôle important de la forme 

membranaire sur les adipocytes. De plus, la forme membranaire peut induire une signalisation 

prolongée en empêchant l’internalisation du récepteur. Il a également été montré que la 
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chaîne de chondroïtine sulfate du spM-CSF régulait négativement l’action du M-CSF sur la proli-

fération cellulaire et stabilisait mieux la protéine (Nandi et al. 2006). Chaque forme aurait donc 

un rôle général dans la régulation des macrophages, mais également des fonctions propres.  

 

3.3.3.iv. Inflammation, réponse immunitaire et implication pathologique 
 

Le M-CSF sert à l’engagement des monocytes et macrophages dans la réponse immuni-

taire via divers mécanismes : chimiotactisme, cytotoxicité, phagocytose, production de cyto-

kines et d’ions superoxydes, acidification des lysosomes dans les macrophages, etc. 

(Mouchemore et Pixley 2012). Le M-CSF avait été décrit à l’origine comme étant une cytokine 

pro-inflammatoire, activant certaines réponses immunitaires innées, alors que récemment il a été 

montré qu’il atténuait la réponse immunitaire en inhibant par exemple l’expression des TLRs. Le 

M-CSF exerce donc un rôle ambivalent, puisqu’il est requis pour lutter contre les infections bacté-

riennes, virales, etc. tout en favorisant le développement de certaines pathologies comme les 

cancers en recrutant les macrophages dits anti-inflammatoires M2 qui vont remodeler la ma-

trice, sécréter des facteurs pro-angiogéniques et pro-migratoires, favorisant ainsi la dissémination 

des cellules tumorales (Akagawa 2002). Une forte expression du M-CSF est donc retrouvée dans 

diverses pathologies (Tableau 4). Cependant, les isoformes du M-CSF pourraient avoir des rôles 

opposés dans les réponses immunitaires et inflammatoires. La forme membranaire aurait par 

exemple une action anti-tumorale en activant les M1 et les lymphocytes T cytotoxiques (par 

apoptose suite à la fixation du M-CSFR des macrophages sur le M-CSF membranaire des cellules 

tumorales, ou par présentation d’antigènes aux lymphocytes T) tandis que les formes sécrétées 

favoriseraient plutôt le recrutement, par chimiotactisme, de macrophages associés aux tumeurs 

(Graf et al. 1999; Jadus et al. 2003). Ce rôle ambivalent est également illustré par le rôle du M-

CSF dans les greffes, dont la surexpression entraîne le rejet pour les allogreffes rénales et de 

moelle osseuse (Jose et al. 2003) et les xénogreffes de peau (Frétier et al. 2002), alors qu’il a aussi 

été montré que l’administration de M-CSF favorise la tolérance des allogreffes de peau (Jose et 

al. 2003; Nishina et al. 2004). 
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Tableau 4 : Surexpression du M-CSF et de l’IL-34 dans de nombreuses pathologies.  

Le rôle pathologique ou protecteur des cytokines dans les différentes pathologies est indiqué respective-

ment indiqué par (-) ou (+). Les pathologies sont indiquées en gras et italique lorsque la surexpression et/ou 

l’implication des cytokines a été mise en évidence chez l’homme en plus de modèles in vitro et in vivo. 
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3.3.4. Régulation de l’expression du M-CSF 
 

L’expression du M-CSF peut être régulée par différents facteurs, et est notamment augmen-

tée par certaines cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β et le TNF-α, via l’activation de la 

sous-unité p50 du facteur nucléaire NF-κB (Yao et al. 2000). De plus, le M-CSF peut stimuler lui-

même son expression par l’activation de la PKC et de NF-B (Brach et al. 1991). 

4. Découverte de l’interleukine-34: biologie comparée avec sa cyto-

kine jumelle, le M-CSF 

4.1. Caractérisation, structure et isoformes 

4.1.1. Découverte récente d’une cytokine « jumelle » du M-CSF 
 

Depuis plusieurs années, les chercheurs suspectent l’existence d’un autre ligand pour le 

M-CSFR. La découverte de l’interleukine-34 (IL-34) en 2008 lève le voile sur la « sœur jumelle » du 

M-CSF. L’IL-34 a été identifiée au cours d’une expérience importante visant à tester dans une 

trentaine d’essais fonctionnels (réponse immunitaire, cardiovasculaire, métabolisme, survie et 

différenciation cellulaire, etc.) une librairie protéique humaine contenant 3400 domaines extra-

cellulaires et protéines sécrétées. Cette protéine, déjà répertoriée parmi les protéines hypothé-

tiques de la base de données du National Institutes of Health's Mammalian Gene Collection sous 

le nom de C16orf77, induisait comme le M-CSF la survie des monocytes et macrophages, mais 

n’avait aucun effet sur les vingt-huit autres types cellulaires testés (Lin et al. 2008). L’IL-34 est si-

tuée sur le chromosome 16 chez l’homme, soit sur un chromosome différent de celui qui porte le 

M-CSF. Le gène possède 7 exons et 6 introns. Trois ARNm sont issus de l’IL-34 : les variants 1 et 3 

sont des formes complètes codant pour la même protéine entière, et le variant 2 est issu d’un 

épissage alternatif du codon codant pour la glutamine 81, donnant lieu à une protéine tron-

quée. Le variant 3 a été découvert plus tardivement, et possède un promoteur et une région 

5’UTR différente du variant 1 (Lin et al. 2008; Garceau et al. 2010).  

4.1.2. Structure de l’IL-34 comparée avec le M-CSF 

4.1.2.i. Séquence primaire 
 

L’IL-34 est synthétisée sous forme d’une glycoprotéine de 242 acides aminés, et ne pos-

sède que deux isoformes ne différant que par la présence ou l’absence de la glutamine81. 

L’isoforme plus courte issue du transcrit n°2 possède une activité biologique plus faible. La forme 

mature sécrétée fait 222 acides aminés, contre 192 chez le M-CSF qui possède trois isoformes très 

différentes. La séquence primaire de l’IL-34 est originale, puisqu’elle ne présente aucune simili-

tude avec les séquences d’autres cytokines et protéines décrites jusqu’à présent. En effet, l’IL-34 

ne présente quasiment aucune homologie de séquence avec sa jumelle, le M-CSF (11% 

d’homologie), bien que ces deux protéines présentent une structure tertiaire et quaternaire 
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proche. Des analyses de co-évolution suggèrent que le M-CSF et l’IL-34 auraient évolué de fa-

çon indépendante. Par ailleurs, il faut noter que les séquences primaires du M-CSF, ou de l’IL-34, 

sont très conservées entre les différentes espèces de vertébrés (Garceau et al. 2010). Ainsi, la 

séquence de l’IL-34 possède respectivement 72% et 71% d’homologie avec celles du rat et de la 

souris, et un peptide signal très conservé (Lin et al. 2008). De plus, les gènes de l’IL-34 des tétra-

podes et de la truite arc-en-ciel possèdent une classification phylogénétique proche puisqu’ils 

sont issus de gènes orthologues. Les régions les plus conservées sont celles codant pour les 4 hé-

lices principales ou les sites de N-glycosylation (Wang et al. 2013). 

4.1.2.ii. Séquence tertiaire et quaternaire 
 

Avant la publication du cristal de l’IL-34, des études de modélisation informatique avaient 

déjà proposé une structure en hélices pour l’IL-34, la regroupant ainsi dans la même famille que 

le M-CSF. Les études cristallographiques réalisées par la suite sur des versions tronquées du M-CSF 

et de l’IL-34 confirment cette structure, et exposent des caractéristiques uniques de l’IL-34. 

Comme pour le M-CSF, l’IL-34 existe également sous forme de dimère à symétrie axiale (« tête-à-

tête »), mais à la différence du M-CSF ses deux monomères ne sont pas reliés par un pont disul-

fure, comme c’est le cas pour le SCF ou le FLT3L. De plus, l’IL-34 possède la plus petite interface 

de dimérisation parmi les cytokines activant les RTKs III, du fait de fortes liaisons hydrophobes (Liu 

et al. 2012; Ma et al. 2012). Chaque monomère de l’IL-34 est constitué principalement d’un pa-

quet formé par 4 hélices α anti-parallèles (αA, αB, αC et αD) qui constituent le site actif de la 

protéine. Cependant, en dehors du site actif, les deux feuillets β1 et β2 sont plus courts que dans 

le M-CSF et partiellement remplacés par des petites hélices (Liu et al. 2012; Ma et al. 2012). Ces 

petites hélices relient respectivement αA et αB d’une part, et αC et αD d’autre part, et 

s’associent avec les 4 hélices via des interactions hydrophobes pour former cette cytokine en 

« paquet » (Figure 20). En plus des interactions hydrophobes, deux ponts disulfures servent à sta-

biliser la structure du monomère, à des endroits totalement différents de ceux présents dans le 

M-CSF, le SCF ou le FLT3L. En effet, le premier relie les hélices αA et αD, tandis que le deuxième 

verrouille l’extrémité C-terminale à la fin de l’hélice αD. De façon surprenante, l’IL-34 est structu-

rellement plus proche du SCF bien qu’elle partage un récepteur et donc des fonctions com-

munes avec le M-CSF (Ma et al. 2012). 
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Figure 20 : Structures de l’IL-34 et du M-CSF. 

À gauche, la localisation des résidus cystéines est indiquée sur la structure primaire des cytokines, ainsi que 

les ponts disulfures intra-monomères ou inter-monomères. Les sites de N-glycosylation sont schématisés sur la 

structure primaire, tandis que les sites d’O-glycosylation ne sont pas indiqués. À droite, les structures tridi-

mensionnelles des cytokines hélicales, avec les quatre hélices typiques αA, αB, αC et αD. Les deux feuillets 

β1 et β2 sont plus courts pour l’IL-34, et sont partiellement substitués par deux petites hélices supplémen-

taires. D’après (Nakamichi, Udagawa, et Takahashi 2013). 

 

L’IL-34 possède 2 sites de N-glycosylation, et au moins 5 sites d’O-glycosylation sur son ex-

trémité C-terminale (Felix et al. 2013). Contrairement au M-CSF qui est stable sous forme non-

glycosylée, les N-glycosylations de l’IL-34 sont essentielles à sa stabilité, et lui évitent de s’agréger. 

En effet, le clivage des N-glycanes des résidus asparagines 76 et 100 avec une endoglycosidase 

entraîne immédiatement la formation d’agrégats protéiques. Le glycane de l’asparagine76 rem-

plit la cavité entre les deux hélices supplémentaires permettant sa stabilité en solution (Liu et al. 

2012). C’est la raison pour laquelle aucune protéine recombinante d’origine bactérienne n’est 

disponible dans le commerce pour l’IL-34. 

4.2. Mode d’action/ voies de signalisation 

4.2.1. Compétition du M-CSF et de l’IL-34 sur le M-CSFR 
 

Parmi les domaines extracellulaires de protéines transmembranaires testés lors du scree-

ning, un seul bloquait l’effet de l’IL-34 sur les cellules myéloïdes, celui du M-CSFR. Des expériences 

complémentaires ont validé par cytométrie en flux la liaison de l’IL-34 biotinylée aux monocytes. 

De plus, des essais de viabilité cellulaire en présence d’IL-34 et de l’inhibiteur chimique du M-

CSFR le GW2580 ont permis de confirmer que le M-CSFR était également le récepteur de l’IL-34. 

Le M-CSFR est donc l’unique membre de la famille des RTKIII activé par deux ligands ne possé-

dant aucune homologie de séquence (Lin et al. 2008). Le M-CSF et l’IL-34 sont donc en compéti-

tion sur le même récepteur. Cependant, bien que la plupart des anticorps bloquants anti-M-
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CSFR empêchent l’action des deux cytokines, certains bloquent uniquement l’action du M-CSF, 

suggérant un site de liaison proche des deux cytokines sur le M-CSFR, impliquant des épitopes 

différents (Chihara et al. 2010). En effet, le M-CSF et l’IL-34 se fixent entre les domaines extracellu-

laires 2 et 3 du M-CSFR, mais par l’intermédiaire d’épitopes différents. La zone d’interaction entre 

l’IL-34 et le M-CSFR est plus large que dans le cas du M-CSF, et les interactions mises en jeu sont 

plutôt de type hydrophobe pour l’IL-34 et de type ionique pour le M-CSF (Felix et al. 2013; Liu et 

al. 2012; Ma et al. 2012). Les différentes études cristallographiques montrent très peu de diffé-

rences entre les complexes M-CSF/M-CSFR et IL-34/M-CSFR, expliquant l’activation comparable 

du récepteur par les deux cytokines (Figure 21). 

 

 
 

Figure 21: Structure du M-CSF et de l’IL-34 liées sur le M-CSFR. 

Les monomères de M-CSFR s’orientent de façon similaire après fixation des cytokines jumelles. De plus, la 

distance entre les 4èmes domaines extracellulaires (Ig4) qui est critique dans l’activation du récepteur est 

proche dans les deux cas. D’après les études cristallographiques de (Ma et al. 2012). 

 

Par ailleurs, Lin a mesuré par résonance plasmonique de surface une meilleure affinité de 

l’IL-34 pour le M-CSFR (KD (M-CSF)= 34 pM et KD (IL-34)= 1 pM), et des constantes d’association et de 

dissociation respectivement 6 fois plus forte et 10 fois plus faible pour l’IL-34 que pour le M-CSF 

(Lin et al. 2008). Néanmoins, ces constantes sont presque 100 fois plus élevées que celles décrites 

dans la littérature pour le M-CSF, et s’expliquent peut-être par l’utilisation d’un récepteur chimé-

rique M-CSFR/Fc dimérisé par un pont disulfure. En utilisant uniquement les domaines D1 à D3 du 

M-CSFR, Ma retrouve une affinité plus faible pour le M-CSF que pour l’IL-34 (KD (M-CSF)= 720 nM et 

KD (IL-34)= 120 nM) (Ma et al. 2012). Ces résultats sont liés à la forte hydrophobicité de l’interaction 

de IL-34/M-CSFR comparée aux interactions plutôt hydrophiles qui interviennent dans la liaison 

M-CSF/M-CSFR. En effet, la cinétique de dissociation de contacts hydrophobiques est beaucoup 

plus lente que celle de contacts hydrophiles. Par ailleurs, Wei a décrit une affinité et une activité 

deux fois plus faible de l’IL-34 murine sur le récepteur murin comparé au M-CSF murin (Wei et al. 

2010).  
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4.2.2. Les voies de signalisation activées par l’IL-34 
 

L’IL-34 induit la phosphorylation des mêmes tyrosines clés du M-CSFR qu’en présence de 

M-CSF, et le recrutement de protéines effectrices activant des voies de signalisation communes. 

Cependant, cette activation du M-CSFR est plus forte et plus transitoire en présence d’IL-34, sug-

gérant des variations dans la signalisation intracellulaire induite par ces deux cytokines. Ce profil 

de phosphorylation est particulièrement net au niveau de la tyrosine546, et des protéines FAK et 

Shc (Chihara et al. 2010). Néanmoins, l’addition d’IL-34 induit de la même manière que le M-CSF 

l’activation des voies PI3K/Akt et MAPK puisque ERK1/2 et Akt sont phosphorylées de façon simi-

laire dans des monocytes humains (CD14+) et murins (CD11b+) (Baud’Huin et al. 2010). De plus, 

une étude large des kinases phosphorylées dans des macrophages stimulés au M-CSF ou à l’IL-34 

ne montre pas de différences majeures dans les voies de signalisation activées, même si les 

MAPK sont un peu plus phosphorylées après la stimulation à l’IL-34, et S6K et les STATs semblent au 

contraire moins activés (Chihara et al. 2010). Par ailleurs, dans une lignée de macrophages mu-

rins où le M-CSFR murin a été remplacé par une version humaine, le M-CSF et l’IL-34 humains in-

duisent la phosphorylation de la tyrosine723 et de ERK1/2 d’une façon comparable (Wei et al. 

2010). 

4.2.3. Cross-réactivité humain/souris de l’IL-34 
 

Contrairement au M-CSF dont la forme humaine active le récepteur murin, l’activité de 

l’IL-34 humaine sur le récepteur murin est plus restreinte. En effet, le M-CSF murin et humain indui-

sent une prolifération comparable des macrophages murins, tandis que l’IL-34 humaine possède 

une activité plus faible que la murine, avec une EC50 30 fois plus élevée. Bien que beaucoup 

moins efficace, l’IL-34 humaine induit néanmoins une signalisation et la prolifération des macro-

phages. Au contraire, l’IL-34 murine active très bien le récepteur humain (Wei et al. 2010).  

4.2.4. Existence d’un récepteur propre à l’IL-34 
 

 L’IL-34 possède un autre récepteur découvert récemment, le RPTPβ/ζ. Ce protéoglycane 

à chaînes de chondroïtine sulfate est fortement exprimé dans le système nerveux central, en 

particulier par les progéniteurs neuronaux et cellules gliales. La liaison de l’IL-34 sur le RPTPβ/ζ in-

hibe l’activité phosphatase constitutive du récepteur, induisant une augmentation de la phos-

phorylation de ces cibles intracellulaires. L’équipe de Stanley a démontré que la partie pro-

téique et les chaînes de chondroïtine sulfate étaient toutes deux nécessaires pour fixer la cyto-

kine. Ainsi, dans certains types cellulaires où sont co-exprimés le RPTPβ/ζ et le M-CSFR, la signali-

sation induite par l’IL-34 pourrait être le résultat d’un mécanisme de coopération entre les deux 

récepteurs (Nandi et al. 2013). En effet, une fois activé par l’IL-34, le RPTPβ/ζ pourrait agir comme 

un régulateur de l’activation du M-CSFR, en maintenant la phosphorylation des protéines de la 

signalisation. Cette découverte semble cohérente avec le rôle de l’IL-34 dans le cerveau. 
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4.3. Distribution tissulaire / expression dans l’organisme 
 

Le profil d’expression de l’IL-34 semble plus restreint que celui du M-CSF (Tableau 3), de 

façon cohérente avec les observations de Wei (Wei et al. 2010). Chez l’homme et la souris, l’IL-34 

est majoritairement exprimée par les kératinocytes de l’épiderme et les follicules pileux, ainsi que 

par les neurones du cerveau (Figure 22).  

 

 
 

Figure 22 : Expression de l’IL-34 dans divers tissus. 

L’IL-34 est localisée par une coloration X-Gal (en bleu ciel) chez la souris IL-34LacZ/LacZ au niveau A) de la 

peau et des follicules pileux (HF), B) du cortex cérébral, C) du testicule et D) des tubules rénaux. Les barres 

d’échelle représentent 50 μm (A) et 33 μm (B-D). Tiré de (Wang et al. 2012). 

 

Néanmoins, l’IL-34 est aussi produite par quelques cellules du testicule, des tubules rénaux, de la 

rate, et des ganglions lymphatiques (Wang et al. 2012; Greter et al. 2012). Lin a également décrit 

une expression dans plusieurs tissus humains au niveau transcriptionnel, avec une très forte ex-

pression au niveau de la rate, confirmée par immunohistochimie au niveau des cellules endothé-

liales bordant les sinusoïdes de la pulpe rouge de la rate (Lin et al. 2008). L’IL-34 est également 

produite dans le stroma des ganglions lymphatiques (Malhotra et al. 2012). Par ailleurs, l’IL-34 est 

faiblement exprimée dans l’os, puisque les ostéoblastes produisent du M-CSF et du RANKL mais 

très peu d’IL-34. De plus, les macrophages résidents et les ostéoclastes secrètent très peu de M-

CSF et d’IL-34 (Nakamichi et al. 2012), et les CD14+ expriment peu de M-CSF et pas d’IL-34 (don-

nées personnelles) . Concernant le cerveau, le profil d’expression spatiotemporel diffère entre le 

M-CSF et IL-34 chez la souris, que ce soit au niveau de la localisation ou au niveau de la ciné-

tique d’expression, en particulier entre les tissus embryonnaires et adultes. En effet, au stade em-

bryonnaire l’expression de l’ARNm de l’IL-34 est antérieure et 10 fois plus importante que pour le 

M-CSF. Au quinzième jour du développement embryonnaire murin, le M-CSF est exprimé dans les 

zones ventriculaires et sous-ventriculaires, tandis que l’IL-34 est restreinte à la zone marginale cor-

ticale. Cette différence perdure chez l’adulte, puisque l’IL-34 est exprimée dans la plupart des 

zones du cerveau après la naissance, et chez l’adulte dans des zones où le M-CSF n’est pas ex-

primé. Ainsi, l’IL-34 est exprimée dans l’hippocampe, le striatum et les neurones des couches II à 

V du cortex dans les 20 jours après la naissance, tandis que le M-CSF est uniquement localisé 

dans les neurones de la couche VI. De plus, l’expression de l’IL-34 est beaucoup plus faible dans 

la substance blanche, et absente dans le cervelet. Par ailleurs, l’IL-34 est fortement exprimée 

dans certaines zones où aucune expression du M-CSFR n’est retrouvée, s’expliquant par la suite 

avec la découverte un an plus tard de l’existence du RPTPβ/ζ comme récepteur à l’IL-34 (Nandi 
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et al. 2012). Chez la truite arc en ciel, l’expression du M-CSF et de l’IL-34 est aussi différentielle, 

avec une expression plus importante et plus diffuse de l’IL-34 (Wang et al. 2013). À l’inverse du M-

CSF, l’IL-34 est détectée dans le microenvironnement des cellules productrices dans des condi-

tions normales, mais est à peine détectable à des taux circulants. Ainsi, 100 à 400 pg/mL d’IL-34 

sont dosés dans les liquides synoviaux ou dans des surnageants de fibroblastes (Chemel et al. 

2012; Ciccia et al. 2013) tandis que l’IL-34 est à peine détectable dans les sérums de donneurs 

sains. Au contraire, la cytokine est détectable autour de 5ng/mL dans le plasma de patients at-

teints de polyarthrite rhumatoïde (Tian et al. 2013). 

4.4. Phénotype des souris KO IL-34 : comparaison 
 

La comparaison des phénotypes des souris CSF-1op/op et CSF-1R-/- a longtemps conforté 

l’hypothèse d’un autre ligand pour le M-CSFR (Tableau 5). En effet, tout au long de leur déve-

loppement, les souris CSF-1R−/− ne présentent presque plus de cellules de Langerhans, de micro-

glie, et l’absence presque totale d’ostéoclastes est caractérisée par une ostéopétrose marquée. 

De plus, ces souris montrent une déplétion générale sévère en macrophages, alors que les souris 

CSF-1op/op ont seulement une forte réduction du nombre d’ostéoclastes, de macrophages et de 

cellules microgliales à la naissance, mais qui se rééquilibre en vieillissant. Le phénotype ostéopé-

trotique redevient donc normal avec l’âge, puisque le nombre d’ostéoclastes est progressive-

ment restauré, de même que le nombre de macrophages tissulaires. Le développement des 

cellules de Langerhans apparaît quant à lui relativement normal dans la peau. Un autre méca-

nisme se met donc en place chez les souris CSF-1op/op pour compenser l’absence de M-CSF, et 

s’explique par l’existence de l’IL-34. (Dai et al. 2002). Afin d’étudier spécifiquement le rôle de l’IL-

34, deux groupes ont produit des souris transgéniques (IL34LacZ/LacZ) en remplaçant le gène de l’IL-

34 par un gène rapporteur, celui de la β-galactosidase. Ainsi, les auteurs ont pu montrer que la 

différenciation des cellules souches hématopoïétiques en monocytes, macrophages et cellules 

dendritiques était plutôt M-CSF/M-CSFR dépendante tandis que le développement embryogé-

nique des cellules de Langerhans et de la microglie nécessitait plutôt l’axe IL-34/M-CSFR (Tableau 

5). En effet, les souris IL-34LacZ/LacZ montrent une diminution critique du nombre de cellules de Lan-

gerhans et de cellules microgliales, tandis que les monocytes, les macrophages tissulaires ou cir-

culants et les cellules dendritiques ne semblent pas affectés. De la même façon, les cellules mi-

crogliales semblent se développer à partir des sacs embryonnaires indépendamment de l’IL-34, 

mais nécessitent cependant la cytokine pour leur maintien dans le cerveau chez l’adulte. Les 

souris IL-34LacZ/LacZ ont donc un nombre réduit de cellules microgliales dans le cortex et 

l’hippocampe, mais pas dans le cervelet, suggérant que le M-CSF est le ligand majeur du M-

CSFR dans cette zone. Par ailleurs, les souris IL-34LacZ/LacZ sont fertiles contrairement aux souris CSF-

1op/op et CSF-1R-/- (Wang et al. 2012; Greter et al. 2012). 
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Tableau 5 Comparaison des phénotypes des souris CSF-1R-/-, CSF-1-op/op, et IL-34LacZ/LacZ. 

Le phénotype des souris dont le gène du M-CSFR a été inactivé est plus sévère que ceux des souris possé-

dant une inactivation d’un des deux ligands. Une mutation inactivatrice du gène du M-CSF semble con-

duire à des anomalies plus sévères au niveau des monocytes, macrophages et ostéoclastes, tandis que l’IL-

34 semble être le principal régulateur des cellules de Langerhans et microgliales. 
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4.5. IL-34 : homéostasie tissulaire, immunité et inflammation 

4.5.1. Prolifération, survie et différenciation de la lignée myéloïde 
 

L’IL-34 induit avec une efficacité comparable au M-CSF la prolifération, la survie de mo-

nocytes humains et la formation de colonies de macrophages à partir de cellules souches hé-

matopoïétiques humaines (Lin et al. 2008), ou murine (Chihara et al. 2010). Les mêmes résultats 

sont observables au niveau de la prolifération d’une lignée de macrophages (Wei et al. 2010). 

L’IL-34 permet également la survie et le chimiotactisme des macrophages, mais les macro-

phages différenciés en présence d’IL-34 présentent une taille plus importante et une morpholo-

gie différente de ceux différenciés en présence de M-CSF qui ont une allure fibroblastique 

(Chihara et al. 2010). Les macrophages murins différenciés par 250 ng/mL d’IL-34 possèdent des 

capacités migratoires plus faibles que ceux différenciés par 100 ng/mL de M-CSF (Chihara et al. 

2010). Par ailleurs, l’IL-34 est capable de se substituer au M-CSF pour induire sous l’action con-

jointe du RANKL la formation d’ostéoclastes à partir de précurseurs hématopoïétiques. L’IL-34 

stimule l’ostéoclastogenèse RANKL-dépendante en permettant la prolifération et l’adhérence 

des précurseurs ostéoclastiques, alors que la survie de ces ostéoclastes dépend du RANKL 

(Baud’Huin et al. 2010). L’injection d’IL-34 recombinante chez la souris diminue le nombre de 

précurseurs ostéoclastiques ainsi que le volume osseux (Chen et al. 2011). Cependant, il faut no-

ter que l’activité de l’IL-34 n’est pas proportionnelle à son affinité pour le M-CSFR puisque la cy-

tokine est moins efficace que le M-CSF pour induire la survie de monocytes humains (Lin et al. 

2008). De plus, à concentrations équivalentes l’IL-34 induit presque deux fois moins d’ostéoclastes 

que le M-CSF à partir de monocytes humains, et quatre fois moins d’ostéoclastes à partir de mo-

nocytes murins (Baud’Huin et al. 2010). Par ailleurs, excepté un déficit en cellules de Langerhans 

et en cellules microgliales, les souris IL-34LacZ/LacZ n’ont pas d’altérations au niveau des autres cel-

lules myéloïdes (cellules dendritiques, monocytes sanguins, macrophages tissulaires) même si une 

légère diminution des cellules CD11b+ a pu être observée dans les poumons, suggérant que ces 

types cellulaires sont plutôt dépendants du M-CSF et du FLT3L. La prolifération, la survie et la diffé-

renciation de ces cellules sont certainement soutenues par l’importante sécrétion de M-CSF 

dans ces tissus, qui compensent l’absence d’IL-34. Plus étonnant encore, une lignée murine de 

cellules dendritiques folliculaires qui sécrète à la fois du M-CSF et de l’IL-34 induit, et uniquement 

sous l’influence de l’IL-34, la différenciation de cellules monocytaires Lin−c-kit+ murine de la rate 

en un sous-type cellulaire particulier de cellules mononucléées phagocytaires lorsqu’elles sont 

cultivées en co-culture (Yamane et al. 2014).  

 

 

 



Synthèse bibliographique 

 

L’interleukine-34 au sein de l’axe M-CSF/ M-CSFR 

 

-52- 

4.5.2. Rôle dans l’homéostasie tissulaire 
 

L’étude des phénotypes des souris transgéniques a permis de mettre en évidence des 

fonctions non redondantes pour le M-CSF et l’IL34 dans l’homéostasie des macrophages. Ainsi, 

l’IL-34 semble être la cytokine majeure dans le développement des cellules de Langerhans au 

cours de l’embryogenèse et pour leur homéostasie dans le tissu adulte. De la même façon, les 

cellules microgliales nécessitent la présence d’IL-34 pour leur maintien dans le cerveau adulte 

(Greter et al. 2012). L’IL-34 dirige donc un programme de développement particulier pour ces 

cellules myéloïdes, peut-être en favorisant l’expansion et/ou la différenciation des cellules pro-

génitrices des cellules de Langerhans et de la microglie une fois qu’elles atteignent respective-

ment l’épiderme et le système nerveux central, et ce au cours du développement embryon-

naire. Chez les souris IL-34LacZ/LacZ l’absence de microglie au niveau du système nerveux central 

ne semble pas induire de troubles neurologiques, bien que tous les troubles comportementaux 

n’aient pas été étudiés (Wang et al. 2012). De plus, l’IL-34 est produite par les cellules fibroblas-

tiques réticulées qui constituent le stroma des ganglions lymphatiques, suggérant un rôle de la 

cytokine dans la régulation de la fonction des cellules myéloïdes (Malhotra et al. 2012). Chez la 

truite arc-en-ciel, l’expression plus large d’IL-34 dans les tissus suggère un rôle prépondérant de la 

cytokine dans l’homéostasie des macrophages (Wang et al. 2013).  

 

Par ailleurs, l’expression transgénique de l’IL-34 murine sous le contrôle du promoteur et 

du premier intron du M-CSF, décrits pour contrôler l’expression et le développement de manière 

tissu-spécifique, améliore le phénotype anormal de la souris CSF-1op/op en restaurant la présence 

d’ostéoclastes et de macrophages tissulaires. L'IL-34 exprimée sous le promoteur du M-CSF pos-

sède in vitro les mêmes activités biologiques que les formes sécrétées du M-CSF (Wei et al. 2010). 

La présence d’IL-34 est donc capable de compenser l’absence de M-CSF lorsque la cytokine est 

exprimée suivant le profil d’expression spatio-temporel du M-CSF. Néanmoins, dans certains 

compartiments, notamment au niveau des tissus minéralisés, le M-CSF semble être le principal 

régulateur du développement des cellules myéloïdes, puisque la souris CSF-1op/op est ostéopétro-

tique bien qu’elle produise des quantités normales d’IL-34. Ce phénotype ostéopétrotique n’est 

cependant pas permanent et s’améliore avec l’âge, suggérant que l’IL-34 permet la génération 

de cellules ostéoclastiques à partir des précurseurs présents dans la rate. En effet, l’IL-34 permet 

le maintien du pool de réserve de ces précurseurs ostéoclastiques dans la rate, qui se différen-

cient et migrent dans la moelle osseuse pour résorber l’os sous l’influence de l’IL-34 produite par 

les cellules endothéliales vasculaires de la rate et de divers stimuli (Nakamichi et al. 2012). 

L’expression de l’IL-34 dans l’os augmente avec l’âge de la souris (Nakamichi et al. 2012), et bien 

que faible, certains auteurs reportent une induction de l’expression de l’ARNm de l’IL-34 au cours 

de la différenciation ostéoblastique, avec un profil similaire à l’expression du M-CSF et un pic à 

deux semaines avec 8 fois plus d’expression (Chen et al. 2011.) 
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4.5.3. Production de molécules de l’inflammation et l’immunité 
 

Des études transcriptionnelles sur des monocytes stimulés au M-CSF ou à l’IL-34 montrent 

que l’expression de 68% des gènes induits est similaire, avec de nombreux gènes codant pour 

des cytokines ou chimiokines. Trente deux pour cent des gènes étudiés varient entre les deux 

cytokines, en utilisant un seuil de différence d’expression d’au moins trois fois. Parmi les variations 

les plus importantes, l’expression du CCR2 qui est plus augmentée par l’IL-34 que par le M-CSF 

(Barve et al. 2013). L’ajout de M-CSF ou d’IL-34 à des échantillons de sang prélevés sur différents 

donneurs induit via le M-CSFR la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6, et en 

moindre mesure l’IFNγ, l’IL-1β, le TNF-α et de chimiokines comme l’IL-8 (ou CXCL8), MIP-1β et de 

façon très intéressante du MCP-1 (ou CCL2) (Eda et al. 2010), ligand du CCR2 dont l’expression 

est augmentée par l’IL-34 à la surface à la surface des monocytes (Barve et al. 2013). Des études 

précédentes avaient montré que des macrophages murins stimulés avec du M-CSF ou de l’IL-34 

induisaient globalement l’expression des mêmes cytokines et chimiokines, mais produisaient plus 

de MCP-1 avec le M-CSF, et plus d’eotaxine-2 en présence d’IL-34 (Chihara et al. 2010). La pro-

duction de MCP-1 est induite via les protéines STATs donc l’activation est également plus faible 

après stimulation par de l’IL-34. Le MCP-1 crée un gradient chimiotactique pour recruter les cel-

lules immunitaires sur un site envahi par des pathogènes ou une lésion tissulaire. L’IL-34 possède 

donc comme le M-CSF, un rôle majeur dans la régulation de l’immunité et des processus inflam-

matoires. Ainsi, les souris IL-34LacZ/LacZ répondent moins bien aux antigènes de la peau (diminution 

de l’hypersensibilité au moment du contact) et sont plus sensibles aux infections virales du sys-

tème nerveux central. Par ailleurs, après une agression de l’épiderme (U.V., etc.) ou une altéra-

tion de la barrière hématoencéphalique (virus, etc.), des cellules de Langerhans ou des cellules 

microgliales réapparaissent au sein de ces tissus, probablement du fait du recrutement de cel-

lules souches hématopoïétiques sur le site et de la présence d’une concentration importante de 

M-CSF sur le site inflammatoire (Wang et al. 2012). L’IL-34 ne serait donc pas nécessaire pour le 

recrutement des précurseurs hématopoïétiques lors de l’inflammation et pour leur différenciation 

en cellules de Langerhans, mais serait au contraire essentielle pour leur survie une fois que 

l’inflammation est résolue (Greter et al. 2012). De plus, les cellules de Langerhans sont en contact 

étroit avec les kératinocytes via les E-cadhérines, et ce contact pourrait jouer sur la production 

d’IL-34 par les kératinocytes, et réguler la fonction des cellules de Langerhans. Celles-ci pour-

raient donc se détacher en cas d’infection, d’allergie, de blessure, etc. pour migrer dans les 

ganglions lymphatiques et induire la réponse immunitaire (Wang et al. 2012). 

Comme expliqué précédemment, différentes populations de macrophages sont pré-

sentes dans l’organisme, et le phénotype adopté ainsi que leur fonction dépendent de l’action 

conjointe de plusieurs classes de cytokines. Ainsi, la stimulation de macrophages au M-CSF ou à 

l’IL-34 induit leur polarisation en macrophages de type M2. En effet, des monocytes stimulés par 

de l’IL-34 expriment fortement les marqueurs CD14 et CD163. Lorsqu’ils sont activés par des mo-
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lécules pro-inflammatoires comme le LPS, l’IL-34 permet la différenciation de macrophages 

ayant un profil immunosuppresseur. Ces macrophages induisent une baisse de prolifération des 

lymphocytes T, et expriment fortement l’IL-10 et peu d’IL-12, de CD80 et CD86, comme cela 

avait été décrit en présence de M-CSF. Les phénotypes et les fonctions des macrophages diffé-

renciés en présence des deux cytokines sont donc indiscernables, avec une production de chi-

miokines et expression de récepteurs aux chimiokines similaires. Ces profils immunosuppresseurs 

sont proches de ceux adoptés classiquement par les macrophages associés aux tumeurs, avec 

la production de VEGF, de TGF-β et de MMP-9. De plus, l’addition d’IFNγ et de GM-CSF en plus 

de l’IL-34 empêche la génération de macrophages immunosuppresseurs, et l’IFNγ est également 

capable d’inverser le phénotype de macrophage immunosuppresseur établi par l’IL-34 en ma-

crophage immunostimulateur (Foucher et al. 2013). De plus, ces macrophages différenciés par le 

M-CSF ou l’IL-34 possèdent les mêmes capacités de phagocytose de E.Coli., et une expression 

similaire des molécules de surface CD16, CD11b, CD18, CD29, CD49d et CD168. Néanmoins les 

macrophages IL-34 possèdent moins de molécules d’adhésion CD54 à leur surface, moins de 

récepteur du CMH-II HLA-DR, et le virus du HIV-1 se réplique mieux dans ces macrophages, sug-

gérant un rôle immunitaire légèrement différent pour le M-CSF et l’IL-34 (Chihara et al. 2010). 

4.5.4. Implication pathologique de l’IL-34 
 

Du fait de son importance dans la régulation des processus immunitaires et inflamma-

toires, l’IL-34 est impliquée dans plusieurs pathologies (Tableau 3), notamment dans 

l’inflammation et l’ostéoclastogenèse des maladies dégénératives osseuses, comme la polyar-

thrite rhumatoïde. Son expression est ainsi corrélée positivement avec la sévérité de la synovite, 

le taux d’anticorps anti-protéines citrullinées et de facteur rhumatoïde dans le plasma (Chemel 

et al. 2012; Moon et al. 2013; Tian et al. 2013; Hwang et al. 2012), et les taux d’IL-34 sont plus éle-

vés dans les sérums et les liquides synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 

comparés aux patients atteints d’arthrose (Chang et al. 2014) L’IL-34 est également exprimée 

par les fibroblastes gingivaux, et pourrait participer à la périodontite (Boström et Lundberg 2013). 

Dans les deux cas, l’expression de l’IL-34 est augmentée par des cytokines pro-inflammatoires et 

induit l’ostéoclastogenèse pathologique. L’IL-34 est exprimée dans les glandes salivaires au cours 

du syndrome de Gougerot-Sjögren, et participe au recrutement d’une population de monocytes 

qui active la réponse pathologique TH17. En effet, l’expression de l’IL-34 corrèle avec celle d’IL-17 

et d’IL-23 (Ciccia et al. 2013). L’implication du M-CSF a déjà été démontrée depuis plusieurs an-

nées dans les maladies métaboliques, et une étude récente décrit une hausse de la concentra-

tion d’IL-34 dans les sérums des patients obèses, et une corrélation entre l’expression d’IL-34 et les 

paramètres métaboliques caractérisant la résistance à l’insuline. De plus, l’expression d’IL-34 est 

plus élevée dans le tissu adipeux viscéral comparé au tissu adipeux abdominal, et son expression 

augmente in vitro au cours de la différenciation adipocytaire (Chang et al. 2014). L’IL-34 dosée 
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dans les sérums de patients atteints d’athérosclérose est significativement plus élevée que dans 

le groupe contrôle, et corrèle positivement avec les taux de protéine C réactive ultrasensible (Li 

et al. 2012). Outre un rôle pathologique, l’IL-34 exercerait un rôle protecteur dans les maladies du 

système nerveux central. En effet, l’injection d’IL-34 dans un modèle murin de maladie 

d’Alzheimer améliore les capacités d’apprentissage des souris. L’IL-34 exerce ses effets neuropro-

tecteurs in vitro et in vivo en induisant la production de TFG- β, qui régule la prolifération des cel-

lules microgliales, et en permettant l’expression d’enzymes comme celle de dégradation à 

l’insuline qui sert à la clairance de la forme oligomérique soluble de la protéine β-amyloïde, res-

ponsable du dysfonctionnement synaptique et des lésions neuronales dans la maladie 

d’Alzheimer (Ma et al. 2012; Mizuno et al. 2011). 

4.6. Régulation de la synthèse et de l’expression de l’IL-34 

L’expression du M-CSF et de l’IL-34 est induite par des cytokines pro-inflammatoires 

comme l’IL-1β (de 17 fois pour l’IL-34, de 7 fois pour le M-CSF) et le TNF-α (de 74 fois pour l’IL-34, et 

de 11 fois pour le M-CSF), mais via des voies de signalisation différentes. Cependant, certaines 

cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou l’IL-17 n’induisent aucun changement dans 

l’expression du M-CSF ou de l’IL-34. L’ajout de TNF-α et l’IL-1β sur des cultures d’ostéoblastes ac-

tive les voies MAPKs ERK1/2, JNK, ou p38 et le facteur nucléaire NF-κB. La synthèse de l’ARNm de 

l’IL-34 est induite en amont par l’activation de la voie des MAPKs (JNK et ERK1/2, mais non p38) 

puis par l’activation de NF-κB (Yao et al. 2000; Eda et al. 2010). L’IL-34 semble plus sensible au 

TNF-α qu’à l’ l’IL-1β avec une expression augmentée jusqu’à fois 30 contre fois 13 (Chemel et al. 

2012), et Hwang rapporte une induction différente de M-CSF et d’IL-34 par le TNF-α dans des 

fibroblastes synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoïde (de 12 fois pour l’IL-34 alors 

que celle du M-CSF n’est quasiment pas modifiée). Cette induction de l’expression d’IL-34 par le 

TNF-α passerait bien par l’activation de la voie MAPK JNK, mais serait indépendante de ERK1/2 

ou de p38 (Hwang et al. 2012). De façon intéressante, cette régulation semble similaire aux résul-

tats de Hwang chez des macrophages de la truite arc-en-ciel, puisque les cytokines pro-

inflammatoires induisent l’expression d’IL-34 mais non du M-CSF (Wang et al. 2013). La régulation 

de l’expression du M-CSF et de l’IL-34 pourrait donc être différente suivant le tissu, et le contexte 

(inflammation, etc.). Par ailleurs, la vitamine D3 induit une hausse de l’expression de l’IL-34 dans 

la rate et dans l’os via son récepteur VDR, qui se lie dans les 2kb en amont du site de transcrip-

tion de l’IL-34. L’ablation de la rate supprime les effets de la vitamine D3 sur l’expression de l’IL-34 

(Nakamichi et al. 2012).  
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5. Conclusion : importance de l’IL-34 au sein de l’axe M-CSF/M-CSFR ? 
 

La présence de M-CSF ou d’IL-34 permet de compenser l’absence de sa cytokine ju-

melle, pour maintenir l’homéostasie tissulaire et éviter d’importants dommages fonctionnels. Ce-

pendant, chaque cytokine exerce des fonctions propres, et les rôles du M-CSF et de l’IL-34 sont 

plus complémentaires que compensatoires, comme le montre le profil d’expression spatio-

temporel différent dans le cerveau (Nandi et al. 2012). Chaque ligand semble donc avoir un rôle 

dominant dans le développement de certains tissus. En effet, malgré la présence d’IL-34 chez les 

souris CSF-1 op/op, et le fait que l’IL-34 se substitue au M-CSF dans l’ostéoclastogenèse induite 

avec RANKL (Baud’Huin et al. 2010), les souris sont ostéopétrotiques à la naissance. Le déficit en 

ostéoclastes est lié à l’absence de précurseurs ostéoclastiques dans la moelle osseuse, elle-

même due à l’absence de M-CSF. L’amélioration des anomalies phénotypiques des souris avec 

l’âge serait au contraire due à l’IL-34, qui mobilise des précurseurs ostéoclastiques de la rate vers 

la moelle osseuse. En effet, l’ablation de la rate chez les souris CSF-1 op/op ne permet pas la res-

tauration des ostéoclastes et l’amélioration de l’ostéopétrose avec l’âge (Nakamichi et al. 2012). 

Bien que le M-CSF et l’IL-34 semblent induire des différences de signalisation intracellulaire et de 

production de cytokines et chimiokines via le M-CSFR, aucun processus de développement phy-

siologique spécifiquement induit par l’IL-34 via le M-CSFR n’a pu encore être mis en évidence 

directement. En effet, le développement IL-34 dépendant de la microglie dans certaines zones 

du cerveau chez l’adulte et chez l’embryon est probablement dépendant du RPTPβ/ζ (Nandi et 

al. 2013). De la même façon, les cellules de Langerhans, dont le développement semble être IL-

34 spécifique, expriment peut-être le RPTPβ/ζ car l’expression de ce récepteur n’a pas été véri-

fiée sur ces cellules. Néanmoins, l’étude de Yamane suggère l’induction par l’IL-34 via le M-CSFR 

de la différenciation d’un sous-type particulier de monocytes, et ce de façon indépendante du 

M-CSF (Yamane et al. 2014). De la même façon que pour le développement des cellules de 

Langerhans dans l’épiderme, l’IL-34 pourrait permettre le recrutement des précurseurs myéloïdes 

capables de s’auto-renouveler, et la colonisation des tissus lymphoïdes comme la rate au mo-

ment du développement embryonnaire. L’expression de l’IL-34 étant également détectée chez 

l’adulte, la cytokine pourrait réguler le potentiel d’auto-renouvellement des progéniteurs des 

cellules dendritiques ou de la microglie plutôt que d’avoir un rôle spécifique dans la différencia-

tion cellulaire. 
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III. Tissu osseux et pathologies associées : cas particulier de 

l’ostéosarcome 

1. Le tissu osseux : un tissu dynamique en équilibre 

1.1. Description 

1.1.1. Fonctions 
 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif minéralisé d’origine mésenchymateuse. Il est riche-

ment vascularisé et innervé, et composé à 95% d’une matrice extracellulaire qui minéralise, et à 

5 % de cellules spécialisées qui sécrètent ou résorbent cette matrice. Ce tissu spécialisé assure à 

la fois des fonctions mécaniques conférées par sa rigidité (soutien et protection des organes, 

attachement des muscles, locomotion etc.) mais également des fonctions métaboliques. En 

effet, la moelle osseuse est la source principale des cellules souches hématopoïétiques et mé-

senchymateuses. L’os sert également d’importante réserve aux ions minéraux de l’organisme 

(phosphate, calcium, sodium, etc.), participant ainsi activement à l’homéostasie phosphocal-

cique (D Heymann, S Lepreux. 2008). 

1.1.2. Organisation macroscopique 
 

Trois types d’os constituent notre squelette : les os plats (sternum, os pariétaux), les os 

longs (fémur, tibia, humérus) et les os courts (vertèbres, phalanges). Les os longs seront pris ici 

comme exemple car ce sont les principales pièces affectées par le développement des ostéo-

sarcomes.  

Au niveau des os longs, les extrémités arrondies et élargies recouvertes de cartilage arti-

culaire sont les épiphyses. Ces épiphyses sont connectées à la partie cylindrique centrale de l’os, 

la diaphyse, par des régions coniques, les métaphyses. Au cours de la croissance, une couche 

de cartilage est présente entre les épiphyses et métaphyses et appelée plaque de croissance. 
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Figure 23: Structure interne et externe d’un os long. 

Adapté de http://humanbio156.blogspot.com/2008/07/compendium-review-unit-3-major-topic.html. 

 

 

Les pièces osseuses sont composées d’un os compact, l’os cortical, et d’un os spongieux, 

l’os trabéculaire. Elles sont recouvertes sur leurs faces externes d’une enveloppe très vasculari-

sée, le périoste, qui est absent au niveau des zones d’insertion des tendons et des ligaments, 

mais aussi au niveau du cartilage articulaire (Figure 23). Il est très vascularisé, et contient une 

couche externe conjonctive fibreuse, et une couche interne de cellules souches et pré-

ostéoblastiques. L’os cortical représente 80 à 85% de l’ensemble de notre tissu osseux, et est 

constitué par la juxtaposition d’ostéons cylindriques qui forment une couche compacte très den-

se. En effet, le tissu cortical est calcifié à 85% et présente seulement 5 à 30% de porosité. Chaque 

ostéon est constitué d’une trentaine de fibres de collagène disposées autour d’un canal central, 

le canal de Havers, qui permet le passage des vaisseaux, des fibres nerveuses et des prolonge-

ments cytoplasmiques (Figure 23). Entre la cavité médullaire et l’os cortical se trouve l’endoste, 

fine couche conjonctive au sein de laquelle se mêlent cellules ostéoprogénitrices et cellules 

bordantes. Enfin, l’os trabéculaire est un os spongieux peu calcifié (20% de calcification) et très 

poreux (30 à 90% de porosité) (Figure 24). Il est principalement localisé dans les régions métaphy-

saires des os longs, et forme un réseau de travées osseuses entre lesquelles s’insère la moelle os-

seuse qui représente 75% du volume de l’os trabéculaire (Toppets et al. 2004).  
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Figure 24 : Os cortical et os trabéculaire. 

A) Vue transversale et longitudinale d’un os plat, ici un fémur humain dont la moelle osseuse a été retirée. 

Image originale réalisée par Eric Walravens (http://www.afblum.be/bioafb/struos/struos.htm) et (Weiner, 

Traub, et Wagner 1999). B) Les motifs cylindriques des lamelles de l’ostéon entourant le canal de Havers. 

D’après (Weiner, Traub, et Wagner 1999). C) Jonction entre l’os cortical et l’os trabéculaire. La faible porosi-

té de l’os cortical permet de faire passer le réseau vasculaire dans les canaux de Volkman (d’après le cours 

en ligne du Dr. Serge Nataf, http://histoblog.viabloga.com/texts/le-tissu-osseux—2009). 

1.1.3. Organisation microscopique 

1.1.3.i. Composante cellulaire 
 

Les ostéoblastes sont des cellules cubiques de 20 μm environ, situées au niveau des tra-

vées de l’os trabéculaire à l’interface entre moelle osseuse et tissu minéralisé. Ces cellules spé-

cialisées dans la formation osseuse sont issues de la différenciation des cellules souches mésen-

chymateuses provenant du stroma médullaire, de l’endoste ou du périoste, sous l’action de fac-

teurs de transcription spécifiques comme RUNX2, ostérix ou la β-caténine. En effet, les cellules 

souches mésenchymateuses peuvent aussi se différencier en adipocytes ou chondrocytes (Fi-

gure 25) (Marie 2008). 

 

 
 

Figure 25: La différenciation des cellules souches mésenchymateuses et la différenciation ostéoblastique. 

Les cellules souches mésenchymateuses donnent naissance aux chondrocytes, adipocytes, myoblastes et 

ostéoblastes sous l’influence de différents facteurs de transcription. Suite à divers facteurs et stimuli, les os-

téoblastes donnent les cellules bordantes de l’os, les ostéocytes ou meurent par apoptose. D’après Servier 

Medical Art (http://www.servier.fr/smart/home_smart.asp). D’après (Marie 2008). 
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Après plusieurs étapes de prolifération et de différenciation, les ostéoblastes différenciés 

forment une monocouche de cellules mononucléées cubiques le long de la surface osseuse. 

Leur réticulum endoplasmique granuleux, l’appareil de Golgi et les mitochondries sont très déve-

loppés du fait d’une importante synthèse protéique. Le cytoplasme renferme d’abondantes vé-

sicules de calcium contenant de fortes concentrations de phosphatases alcalines nécessaires à 

la minéralisation de la matrice collagénique, produite une quinzaine de jours auparavant par 

ces mêmes ostéoblastes (Figure 26). Après la synthèse de la matrice ostéoïde, 65% des ostéo-

blastes meurent par apoptose, ou deviennent quiescents pour former les cellules bordantes ou 

continuent leur différenciation pour donner des ostéocytes. Les cellules bordantes forment une 

monocouche plus aplatie contrairement aux ostéoblastes activés, car leur cytoplasme devient 

très pauvre en organites suite à la réduction de leur activité métabolique. Chez l’adulte, la majo-

rité des surfaces osseuses est recouverte de cellules bordantes, les ostéoblastes activés ne cou-

vrant que 15% des surfaces trabéculaires (Harada et Rodan 2003; Marie 2008). 

 

 
 

Figure 26 : Morphologie des cellules ostéoblastiques. 

À gauche, schéma localisant les ostéoblastes (Ob), les pré-ostéocytes (Pré-Oc), les ostéocytes (Oc) et 

cellules bordantes (CB). Les trois couches représentent la matrice ostéoïde non-minéralisée, le front de 

minéralisation et la matrice calcifiée (Franz-Odendaal, Hall, et Witten 2006). Au milieu, observation au 

microscope électronique à balayage d’ostéoblastes tapissant les travées de l’os trabéculaire (d’après le 

site internet : www.grio.org/iconographie-os.php). À droite observation en microscopie électronique à 

transmission (Rousselle et Heymann 2002), d’un ostéoblaste de souris progressivement emmuré dans sa 

matrice minéralisée. 

 

Les ostéocytes sont issus d’une dernière étape de différenciation des ostéoblastes ma-

tures qui se retrouvent emmurés dans la matrice osseuse (Figure 27). Ils constituent 90% des cel-

lules présentes à l’intérieur de l’os mature. Cette différenciation terminale se fait sous l’action des 

métalloprotéases matricielles (MMPs), notamment la MMP-2, et de DMP-1 (Noble 2008; 

Rochefort, Pallu, et Benhamou 2010), tandis que l’expression du collagène de type I et des mar-

queurs ostéoblastiques (sialoprotéine osseuse, ostéocalcine et phosphatase alcaline) diminuent 

(Franz-Odendaal, Hall, et Witten 2006). Au contraire, l’expression de l’ostéopontine est mainte-

nue, et des marqueurs ostéocytaires comme la sclérostine augmentent. Ces ostéocytes sont 

situés dans leur logette, les ostéoplastes, qui sont des lacunes osseuses. Ils présentent très peu 

d’organites, mais possèdent une forme étoilée avec de très longs prolongements cytoplas-

miques leur permettant de communiquer entre eux et avec les cellules bordantes, mais égale-

ment de capter les substances nutritives (Civitelli 2008). 

http://www.grio.org/iconographie-os.php
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Figure 27 : Observation d’un ostéocyte en microscopie électronique à balayage. 

À gauche les prolongements cytoplasmiques de l’ostéocyte au sein de la matrice osseuse, d’après 

(Tanaka-Kamioka et al. 1998) et à droite colorisé en rose l’ostéocyte (Oc) dans son ostéoplaste (Op), 

observable après fracturation d’un fragment osseux. 

 D’après http://www.sciencephoto.com/media/301714/view. 

 

Les ostéoclastes sont des cellules géantes (jusqu’à 100 μm de diamètre) possédant 4 à 20 

noyaux dont le rôle est de résorber la matrice minéralisée. Elles sont issues de la différenciation 

de cellules progénitrices myéloïdes (CFU-M), suivant un processus physiologique appelé ostéo-

clastogenèse (Figure 28). 

 

 
 

Figure 28: La différenciation ostéoclastique. 

D’après Servier Medical Art (http://www.servier.fr/smart/home_smart.asp). 

 

Le M-CSF et l’IL-34 permettent la survie et la prolifération de ces cellules progénitrices, et 

leur différenciation en précurseurs ostéoclastiques. Les précurseurs ostéoclastiques sont des cel-

lules circulantes engagées dans la lignée ostéoclastique. Elles sont issues de la moelle osseuse 

mais peuvent être aussi produites par la rate pour rejoindre le sang périphérique (Nakamichi et 

al. 2012). Ces précurseurs n’expriment pas la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) et 

les récepteurs à la calcitonine, marqueurs caractéristiques des ostéoclastes. Sous l’action de 

stimuli, ils migrent par chimiotactisme sur leur futur site de résorption, fusionnent et se différencient 

en cellules multinucléées ostéoclastiques sous l’action des cytokines jumelles et du facteur pro-

résorptif RANKL (décrit auparavant sous le nom de TRANCE). Le RANKL est sécrété dans l’espace 
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extracellulaire par les ostéoblastes, les ostéocytes et d’autres types cellulaires, mais il est aussi 

exprimé à la membrane des ostéoblastes et autres cellules stromales. En effet, ces trois cytokines 

activent divers facteurs de transcription impliqués dans la différenciation ostéoclastique comme 

PU-1, MITF, AP-1, NFκB et NFATc1. RANKL active ensuite ces ostéoclastes multinucléés en ostéo-

clastes matures capables de résorber la matrice osseuse et possédant une bordure en brosse au 

niveau du pôle basal cellulaire (Boyle, Simonet, et Lacey 2003). Les ostéoclastes possèdent des 

mitochondries et des vésicules lysosomiales très nombreuses et très développées leur fournissant 

l’énergie nécessaire à la dégradation de la matrice osseuse (Figure 29). Ces cellules expriment 

des collagénases, en particulier la MMP-9 et de nombreuses enzymes lysosomiales comme la 

TRAP, la cathepsine K qui sont nécessaires à leur activité (Cappariello et al. 2014; Hayman 2008; 

Teitelbaum 2011).  

 

 
 

Figure 29 : Morphologie des cellules ostéoclastiques. 

A) Observation d’un ostéoclaste (OC) humain issu d’une tumeur à cellules géantes (microscopie électro-

nique à transmission). L’ostéoclaste est en train de résorber la pastille de dentine sur laquelle il s’est déposé, 

avec la formation d’une belle lacune de Howship contre la bordure en brosse de l’ostéoclaste (Rousselle et 

Heymann 2002). B) Observation en microscopie électronique à balayage d’ostéoclastes humains différen-

ciés in vitro cultivés à la surface d’un support minéral. Les flèches noires indiquent la lacune de résorption, 

exposant les hélices de collagène de la matrice. L’étoile jaune indique la surface osseuse intacte, et les 

triangles bleus correspondent à des cellules mononucléées (Boyle, Simonet, et Lacey 2003) C) Différencia-

tion d’ostéoclastes humains différenciés in vitro à partir de CD14+ en présence de 25ng/mL de M-CSF et 

100ng/mL de RANKL pendant 11 jours, puis fixés et colorés par un marquage cytologique mettant en évi-

dence l’activité TRAP (source personnelle). 

 

Dans un premier temps, l’ostéoclaste adhère à la surface osseuse, grâce à un remanie-

ment de son cytosquelette où les filaments d’actine, de vinculine et de taline s’organisent en 

anneaux. Cette réorganisation permet de mettre en place la zone claire, riche en filaments 

d’actine et dépourvue d’organites, et dont la membrane plasmique est en contact avec l’os 

pour former un compartiment clos (Saltel et al. 2008). En effet, des molécules d’adhésion per-

mettent le contact étroit de la zone claire avec la matrice osseuse, comme la liaison de la vitro-

nectine de la matrice avec les intégrines V3 cellulaires, et délimitent avec les anneaux d’actine 

un compartiment hermétique, la chambre de résorption (Georgess et al. 2014). Dans un second 

temps, l’ostéoclaste produit des protons grâce à son anhydrase carbonique de type II et les re-

largue par des pompes à protons membranaires de la bordure en brosse (Holliday et al. 2005). 
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L’acidification de l’environnement sous-ostéoclastique (pH=4,5) entraîne la dissolution des cris-

taux d’hydroxyapatite de la phase minérale et favorise l’activité d’enzymes lysosomiales libérées 

par exocytose comme la cathepsine K et les métalloprotéases, qui vont finalement dégrader la 

phase organique (Figure 30). Des trous apparaissent alors sur la surface osseuse, appelés lacunes 

de Howship (Rousselle et Heymann 2002). La libération d’ions piégés dans la matrice comme le 

calcium induit la dépolymérisation des filaments d’actine au niveau de la zone claire et un dé-

tachement des ostéoclastes qui se déplacent le long de la surface osseuse, aidés par l’activité 

de la MMP-9 qui résorbe les zones adjacentes. La TRAP jouerait également un rôle dans 

l ‘adhésion des ostéoclastes par la dégradation des phosphoprotéines, notamment 

l’ostéopontine de l’os sur laquelle adhère les ostéoclastes (Ek-Rylander et Andersson 2010). Les 

produits de dégradation sont en partie endocytés par l’ostéoclaste, métabolisés puis relargués 

au niveau de la membrane apicale dans la circulation générale. La TRAP est une enzyme os-

téoclastique impliquée dans la dégradation des composants libérés lors de la résorption de la 

matrice, notamment les phosphoprotéines, au cours de leur trancytose de la partie basale à la 

partie apicale de l’ostéoclaste (Hayman 2008).  

 

 
 

Figure 30 : La résorption de l’os par l’ostéoclaste activé. 

La résorption osseuse est un processus en deux étapes. Tout d’abord, l’acidification de la chambre de ré-

sorption à pH=4,5 par la libération ATP-dépendante d’ions H+ permet la déminéralisation de la matrice par 

dissolution des cristaux d’hydroxyapatite. Le pH interne de l’ostéoclaste est maintenu par transport passif Cl -

/HCO3
-, et l’électroneutralité est assurée par un canal chlore. Ensuite, la phase organique est dégradée par 

les différentes enzymes lysosomiales libérées par exocytose : MMPs, Cathepsine K, collagénases etc. 

D’après (Duong 2008). 
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La formation d’ostéoclastes par le M-CSF et le RANKL constitue la voie canonique, bien 

qu’il existe également des voies non canoniques où le M-CSF peut être substitué par d’autres 

facteurs comme le FLT3L, le PIFGF, l’HGF ou le VEGF , et le RANKL par les facteurs LIGHT, TNF-α et 

les IL-6, 8 et 11 (Knowles et Athanasou 2009). Par ailleurs, cinq autres cytokines (APRIL, BAFF, NGF, 

IGF-1 et IGF-2) peuvent induire l’ostéoclastogenèse indépendamment du RANKL, avec une effi-

cacité moindre, mais une activité de résorption similaire (Hemingway et al. 2011). 

1.1.3.ii. Composante acellulaire : la matrice osseuse 
 

Environ 65% de la MEC est d’origine minérale, tandis que 25% est d’origine organique, 

avec une teneur en eau variant autour de 10%. La fraction minérale est majoritairement compo-

sée de phosphate de calcium sous forme de cristaux d’hydroxyapatite (Ca4(PO4)6(OH)2). Ces 

cristaux s’accroissent lentement dans la trame collagénique de la matrice ostéoïde sécrétée par 

les ostéoblastes afin de minéraliser cette matrice. Les taux de calcium et d’hydroxyde de phos-

phate augmentent grâce à l’ostéocalcine et la phosphatase alcaline des ostéoblastes, favori-

sant le processus de minéralisation. Cette matrice minérale constitue également la réserve prin-

cipale minérale de l’organisme, avec l’incorporation au sein de des cristaux d’hydroxyapatite 

de 99 % du calcium de l’organisme, 85% du phosphore et entre 40 à 60 % du sodium et du ma-

gnésium (Olszta et al. 2007). 

Les fibres de collagène de type I associées à l’élastine et la fibronectine constituent 90% 

de la fraction organique, et forment la substance fibrillaire. La substance interfibrillaire du tissu 

osseux est composée de plus de 200 protéines, dont 75% sont produites par les cellules spéciali-

sées de l’os (Heymann 2008). Ainsi, l’ostéocalcine (OC), marqueur de l’activité ostéoblastique 

qui favorise la minéralisation et attire les ostéoclastes au niveau de leurs foyers de résorption, est 

la plus abondante (10 à 20%) (Neve, Corrado, et Cantatore 2013). D’autres protéines sont aussi 

importantes comme la sialoprotéine osseuse (BSP) qui participe à la minéralisation initiale de l’os, 

à la différenciation ostéoclastique et à la résorption osseuse et participe avec l’ostéopontine 

(OPN) à l’adhérence des cellules osseuses à l'hydroxyapatite, la phosphatase alcaline, une en-

zyme qui hydrolyse les pyrophosphates inorganiques inhibant la calcification, mais aussi de 

nombreux protéoglycanes (décorine et biglycane majoritairement), des protéines phosphorylées 

et des phospholipides etc. La majorité de ces protéines possèdent des motifs de liaison aux inté-

grines, servant ainsi de site d’ancrage aux cellules spécialisées. De nombreux facteurs de crois-

sance et cytokines sont également piégés au sein de la matrice par les chaînes de GAGs des 

protéoglycanes, comme les BMPs (2,4, 6 et 7) et le TGF-β, l’IGF-1, les FGFs, les interleukines, etc. 

(Camozzi et al. 2010; Young 2003).  
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1.2. Le remodelage physiologique de l’os 

1.2.1. Formation de l’os 
 

La majorité des os du squelette se développent à travers le processus d'ossification en-

dochondrale selon lequel la matrice osseuse sécrétée par les ostéoblastes remplace le cartilage 

avasculaire formé par les chondrocytes. Au cours de la croissance des os longs, les chondro-

cytes de la plaque de croissance épiphysaire ou ceux situés au centre de la diaphyse prolifèrent 

et le réseau vasculaire se développe. Ensuite, les ostéoclastes et les ostéoblastes orchestrent la 

dégradation du cartilage hypertrophique formé et son remplacement par la matrice minérali-

sée. Bien que les os courts et les os longs soient formés à partir d’une ébauche de cartilage hya-

lin, les os plats sont formés préférentiellement suivant un processus d’ossification membranaire 

qui correspond à l’apposition directe d’une matrice ostéoïde progressivement minéralisée par 

les ostéoblastes (Sims et Vrahnas 2014).  

1.2.2. Equilibre entre l’activité ostéoblastique et ostéoclastique 

1.2.2.i. Un couplage entre apposition et résorption osseuse 
 

Le remodelage osseux est un processus physiologique qui permet le renouvellement du 

tissu osseux grâce à la résorption de l'os ancien et à son remplacement par une matrice osseuse 

nouvellement synthétisée (Sims et Vrahnas 2014). En effet, malgré une apparente rigidité, l’os est 

en constant renouvellement, avec un remodelage continu de 5 % des surfaces intracorticales et 

de 20 % des surfaces trabéculaires chez un individu d’âge moyen sain durant 4 à 6 mois. 10% du 

tissu osseux adulte est ainsi complètement renouvelé chaque année. Avant d’atteindre l’âge 

adulte, un remodelage osseux intensif permet la croissance du squelette, notamment au niveau 

des os longs. Ce remodelage osseux nécessite un fin couplage entre activités ostéoblastique et 

ostéoclastique grâce aux contacts entre les cellules spécialisées ainsi qu’à l’intervention de 

nombreux facteurs (Tableau 6) (Robling, Castillo, et Turner 2006). 
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Tableau 6 : Les facteurs permettant le couplage entre la formation et la résorption osseuse. 

Réalisé d’après (Sims et Vrahnas 2014) et (Robling, Castillo, et Turner 2006). 

 

Le remodelage osseux est également nécessaire au maintien de l’homéostasie phos-

phocalcique de l’organisme, à la réparation de lésions (fractures etc.) et permet l’adaptation 

aux contraintes mécaniques. Les ostéocytes servent ainsi de mécano-récepteurs et transmettent 

les signaux mécano-sensoriels aux cellules environnantes. Leurs interactions aux fibres de colla-

gène de leur logette (l’ostéoplaste) via les intégrines leur permettent de percevoir les contraintes 

mécaniques appliquées sur l’os. Ces informations sont transmises aux cellules bordantes et os-

téoblastes activés grâce aux jonctions communicantes présentes dans leurs extensions cyto-

plasmiques, qui adaptent leur activité en conséquence (Civitelli 2008). Les ostéocytes jouent 

également un rôle clé dans le remodelage osseux et l’équilibre entre ostéoblastes et ostéo-

clastes. En effet, les ostéocytes régulent par exemple négativement la différenciation et l’activité 

ostéoblastique, et donc la formation osseuse par la sécrétion de sclérostine, un antagoniste de la 

voie Wnt/β-caténine (Bonewald et Johnson 2008). De plus, la sclérostine produite par les ostéo-

cytes induit directement la dissolution de la matrice minérale en induisant l’expression de 

l’anhydrase carbonique de type II, de la cathepsine K et de la TRAP par les ostéoclastes 

(Kogawa et al. 2013) . Les ostéocytes agissent également sur les ostéoclastes puisqu’ils sont une 

source majeure de RANKL dans l’os (Capulli, Paone, et Rucci 2014). En plus de favoriser la diffé-

renciation ostéoclastique, leur apoptose déclenche l’ancrage des ostéoclastes sur la surface 

osseuse pour induire la résorption (Gu et al. 2005). 



Synthèse bibliographique 

 

Tissu osseux et pathologies associées : cas particulier de l’ostéosarcome 

 

-67- 

1.2.2.ii. Les différentes étapes du remodelage osseux 
 

Le remodelage se fait en cinq étapes (Robling, Castillo, et Turner 2006; Sims et Gooi 2008; 

Boissy, Malaval, et Jurdic 2000): l’activation, la résorption, la réversion, la formation et la quies-

cence (Figure 31). 

 

 
 

Figure 31 : Les différentes étapes du remodelage osseux.                                                    

D’après Servier Medical Art (http://www.servier.fr/smart/home_smart.asp). 

 

Le remodelage osseux débute par un signal mécanique, hormonal, ou nerveux qui active 

le recrutement d’OCPs, et leur adhésion en un point de la surface osseuse qui était recouvert de 

cellules bordantes. En effet, les ostéoblastes alors quiescents sont de nouveau activés sous 

l’action de facteurs ostéorésorbants (vitamine D3, PTH, PGE2, etc.) et se rétractent pour laisser la 

place aux OCPs, qui vont alors se différencier en ostéoclastes sous l’action des cytokines sécré-

tées par les ostéoblastes proches (RANKL, M-CSF, IL-34, IL-6 etc.). C’est la phase d’activation.  

 

Au cours de la phase de résorption (30 jours environ), les ostéoclastes sont activés et vont 

se polariser pour former la bordure en brosse. Ils adhèrent alors plus fortement à la surface os-

seuse pour former la chambre de résorption, et commencent à dégrader l’os.  

 

L’augmentation des taux de calcium suite à la libération des ions de la matrice entraîne 

une désorganisation des podosomes des ostéoclastes, et leur détachement de l’os. Ils meurent 

alors par apoptose, et sont remplacés par des cellules de type macrophagique qui vont éliminer 

les débris matriciels restant au fond de la lacune de résorption (Xiaojun Wu et al. 2003). Des fac-

teurs pro-ostéoblastiques libérés de la matrice (BMPs, IGFs, FGFs, TGF-β, etc.) vont activer la for-
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mation ostéoblastique au niveau de la lacune. D’autres molécules directement sécrétées par les 

ostéoclastes (BMP-6, sphingosine-1-phosphate etc.) participent au recrutement des pré-

ostéoblastes et activent la formation osseuse (Sims et Gooi 2008). C’est la phase d’inversion, qui 

fait la transition entre la phase de résorption et d’apposition osseuse. 

 

Au cours de la phase de formation (4 à 5 mois), des cellules ostéoprogénitrices vont venir 

tapisser la lacune, proliférer et se différencier en ostéoblastes qui vont sécréter une nouvelle ma-

trice collagénique. Cette matrice commencera à être minéralisée dans les quinze jours suivants 

par l’apposition de cristaux d’hydroxyapatite. 

 

Une fois la formation osseuse terminée, les ostéoblastes meurent par apoptose, devien-

nent quiescents pour former la couche de cellules bordantes ou sont piégés au sein de la ma-

trice nouvellement formée où ils se transforment en ostéocytes. C’est la phase de quiescence. 

1.3. Dérèglement de la balance apposition/résorption osseuse et patholo-

gies 

1.3.1. Importance des cytokines jumelles M-CSF/IL-34 et de la triade 

« RANK/RANKL/OPG »  
 

Le couple RANK/RANKL constitue avec le M-CSF la voie canonique de la différenciation 

ostéoclastique. En effet, les souris possédant une inactivation du gène RANKL présentent une 

ostéopétrose avec un déficit en ostéoclastes, mais possèdent des précurseurs ostéoclastiques 

fonctionnels grâce au M-CSF présent. Par opposition, la surexpression de RANKL induit une os-

téoporose. De même, les souris possédant une inactivation du gène RANK présentent une ab-

sence d’ostéoclastes matures. Afin de réguler finement la différenciation ostéoclastique et de 

protéger l’os contre une résorption excessive, il existe un autre facteur, l’OPG, qui agit comme un 

récepteur leurre pour le RANKL (Silva et Branco 2011; Theoleyre et al. 2004). En effet, l’OPG est 

une glycoprotéine soluble qui inhibe la liaison de forte affinité RANK/RANKL, en liant le RANKL 

membranaire ou sécrété par les ostéoblastes, les ostéocytes mais aussi par le tissu lymphoïde, les 

cellules endothéliales et fibroblastiques etc. De plus, l’OPG agit également sur les ostéoclastes 

matures en diminuant leur activité et en entraînant leur apoptose. La balance résorp-

tion/formation dépend donc du niveau d’expression de RANKL et de l’OPG (Baud’huin et al. 

2013). 

1.3.2. Dérèglement de la balance apposition/résorption osseuse et patholo-

gies 
 

La création d’un déséquilibre entre la résorption et l’apposition osseuse engendre des 

pathologies ostéocondensantes si la balance penche en faveur de l’activité ostéoblastique ou 

des pathologies ostéolytiques si la balance est plutôt du côté de l’activité ostéolytique, bien que 
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certaines pathologies allient les deux. Ainsi, une activité ostéoclastique accrue peut être obser-

vée dans de nombreuses pathologies, comme l’ostéoporose post-ménopause, la polyarthrite 

rhumatoïde, la maladie de Paget ou les tumeurs osseuses primitives (Heymann et al. 2005). 

1.3.3. Les différentes pathologies 

1.3.3.i. Quelques pathologies osseuses fréquentes 
 

L’ostéoporose est une pathologie fréquente chez les femmes ménopausées du fait de 

leur carence en œstrogènes, correspondant à la diminution de la résistance et de la densité 

minérale osseuse, et à une microarchitecture altérée conduisant à une fragilité, une porosité de 

l’os et à un risque accentué de fractures. En effet, avec l’âge les cellules de la moelle se diffé-

rencient plutôt en adipocytes, l’activité des ostéoclastes tend à augmenter et celle des ostéo-

blastes décline (Manolagas 2000). À l’inverse, l’ostéopétrose (ou maladie des os de marbre) cor-

respond à une augmentation anormale de la densité osseuse suite à un défaut de l’activité des 

ostéoclastes, du à des anomalies génétiques rares (Sobacchi et al. 2013). 

 

Une atteinte du remodelage osseux conduisant à des lésions ostéolytiques et des pertes 

osseuses est souvent observable dans les maladies inflammatoires chroniques comme dans la 

parodontite et dans certaines formes d’arthrite, notamment la spondylarthrite ankylosante et la 

polyarthrite rhumatoïde. En effet, la présence des cytokines inflammatoires comme l’IL-6 induit la 

formation locale d’ostéoclastes qui dégradent l’os sans qu’il y ait de couplage avec la forma-

tion osseuse (Souza et Lerner 2013). La polyarthrite rhumatoïde se caractérise par une inflamma-

tion chronique de la membrane synoviale des articulations, conduisant à la perte d’os juxtaarti-

culaire ou de cartilage articulaire (Schett et Gravallese 2012). La parodontite est une inflamma-

tion du tissu conjonctif gingival qui soutient la dent, assez fréquente dans la population, avec 5 à 

15% des gens souffrant de formes sévères. Elle est induite par une prolifération bactérienne (sou-

vent liée à Porphyromonas gingivalis), et entraîne la destruction de l’os alvéolaire (Yucel-

Lindberg et Båge 2013). 

 

L’ostéogenèse imparfaite est une maladie génétique qui touche le gène codant pour le 

collagène de type I, ou des gènes impliqués dans son métabolisme, causant des défauts de 

formation osseuse et une fragilité accrue des os (Marini et Blissett 2013 ). 

 

La maladie de Paget (ou ostéite déformante) est une maladie chronique qui touche les 

plus de 50 ans, et se caractérise par un remaniement désordonné du tissu osseux induit par des 

facteurs génétiques et environnementaux. Elle se manifeste par une fibrose de la moelle osseuse 

et par d’importantes plages d’ostéolyse découlant d’une activité ostéoclastique anormale, qui 
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entraîne également une formation osseuse aberrante dans d’autres zones (Galson et Roodman 

2014). 

1.3.3.ii. Les tumeurs osseuses primitives et secondaires 
 

Les tumeurs osseuses primitives peuvent survenir à tout âge, avec néanmoins une occur-

rence plus élevée chez les enfants et jeunes adultes. Ces pathologies sont rares, et plus souvent 

bégnines que malignes. Elles sont classées suivant la nature du tissu produit (Tableau 7) (Fletcher 

et al. 2013).  

 
 

Tableau 7 : Les tumeurs osseuses bégnines et malignes. 

Ces tumeurs sont classées suivant la nature du tissu qu’elles produisent. Les tumeurs malignes classées dans 

la catégorie « autres types » appartiennent aux tumeurs osseuses puisqu’elles sont issues de cellules dérivées 

de la moelle osseuse. 

 

Avec en moyenne 300 nouveaux cas par an en France, les tumeurs osseuses primitives 

malignes représentent moins de 1% des cancers humains. Néanmoins, ces tumeurs constituent 

1/10e des cancers de l’enfant et du jeune adulte, et l’ostéosarcome et le sarcome d’Ewing sont 

les principales tumeurs osseuses primitives malignes pédiatriques (90% des cas) (Heymann 2010). 

Ces tumeurs peuvent être ostéolytiques, ostéocondensantes mais sont souvent mixtes pour 

l’ostéosarcome (Desandes et al. 2004; Lacour et al. 2010). 

Les tumeurs osseuses secondaires correspondent aux métastases osseuses dérivant d’une 

tumeur primitive généralement d’origine non osseuse, comme les cancers du sein ou de la pros-

tate, et impliquent souvent un dérèglement du système RANKL/OPG (Ando et al. 2008; Dougall, 

Holen, et González Suárez 2014). 

 

2. L’ostéosarcome 

2.1. Description de la pathologie 

2.1.1. La pathologie et épidémiologie 
 

L’OMS décrit l’ostéosarcome comme étant une tumeur maligne caractérisée par 

l’élaboration d’une matrice ostéoïde par les cellules tumorales (Fletcher et al. 2013), appelée os 
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ectopique dans la suite de l’étude, mais qui est également associée à des plages d’ostéolyse. 

Des ostéosarcomes ont pu être mis en évidence sur des squelettes de dinosaures, avec la carac-

térisation d’un ostéochondrosarcome sur une côte de Dinosaure Apatosaurus sp. retrouvée dans 

des sédiments jurassiques dans le Wyoming (USA) (Capasso 2005). Par ailleurs, d’autres tumeurs 

osseuses décrites au départ comme étant des ostéosarcomes de Dinosaures seraient en fait des 

tumeurs osseuses secondaires du fait de leurs importantes traces d’ostéolyse (Rothschild, Witzke, 

et Hershkovitz 1999). Au contraire, l’autopsie d’une momie péruvienne datant de plus de 800 ans 

permet de mettre en évidence au niveau du fémur des caractéristiques classiques de 

l’ostéosarcome, à savoir la formation d’os ectopique en « feu d’herbe » (Capasso 2005) (Figure 

32). 

 

 
 

Figure 32 : Les ostéosarcomes historiques. 

A) Ostéosarcome du fémur chez un jeune péruvien datant des années 1100. La formation d’os tumoral en 

feu d’herbe est caractéristique de la pathologie (à gauche à l’œil nu, à droite en radiographie). B) Frag-

ment d’une côte droite d’un gros dinosaure, Apatosaurus sp., entouré d’une masse osseuse multilobulée 

qui apparaît très dense en radiographie. A) et B) sont issus de la collection paléopathologique du muséum 

de Chieti, Italie (Capasso 2005) C) À gauche une section d’os de dinosaure datant du Jurassique, dont 

l’origine est impossible à déterminer. Ce fragment osseux présente une importante zone d’ostéolyse carac-

téristique d’une métastase osseuse. La radiographie confirme en effet cette destruction de l’os cortical 

typique de l’invasion tumorale (à droite) (Rothschild, Witzke, et Hershkovitz 1999). 

 

L’ostéosarcome est la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente avec une inci-

dence annuelle de 3,6 nouveaux cas par million chez les moins de 15 ans (Hauben et 

Hogendoorn 2010). Comme les autres tumeurs osseuses primitives, l’ostéosarcome touche princi-

palement les jeunes hommes (sex-ratio de 1,4 :1, avec 75% des ostéosarcomes diagnostiqués 

entre 8 et 25 ans) avec un pic d’incidence autour de 18 ans, et un deuxième pic d’incidence 

autour de 60 ans consécutif à une autre pathologie (maladie de Paget, etc.) ou à une radiothé-

rapie (Ottaviani et Jaffe 2009; Heymann 2010). 

2.1.2. Aspect et localisation de la tumeur 
 

L’ostéosarcome atteint principalement les os longs dont la croissance est la plus impor-

tante, notamment le fémur, dans 40% des cas au niveau de l’extrémité inférieure et dans 14% 

des cas au niveau de l’extrémité supérieure, et l’extrémité supérieure du tibia est touchée dans 

15% des cas (Figure 33). La métaphyse de l’os est principalement touchée, au niveau de la 
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plaque de croissance, alors que les diaphyses ne sont touchées que dans 10% des cas, et les 

épiphyses sont très rarement atteintes (Guinebretière et al. 2001; Fletcher et al. 2013).  

 

 
 

Figure 33 : Déséquilibre du remodelage osseux associé à l’ostéosarcome. 

Clichés radiographiques des lésions osseuses associées au développement de l’ostéosarcome, obtenus par 

le Pr. François Gouin du service d’orthopédie du CHU Hôtel Dieu de Nantes, INSERM UMR957. A) Lésions 

ostéolytiques, B) Lésions ostéocondensantes, C) Lésions mixtes, avec ostéocondensations hétérogènes de 

la métaphyse et de l’épiphyse fémorale avec une ostéolyse de l’os cortical et la formation d’os ectopique 

péri-osseuse dans les parties molles. D) IRM d’un ostéosarcome de l’humérus chez une jeune patiente de 15 

ans (Dominique Heymann 2010) 

 

 

Les ostéosarcomes peuvent être classés en différents groupes suivant leur localisation et 

leur aspect histologique (Figure 34, tableau 8) (Yarmish et al. 2010). 

 

 
 

Figure 34: Aspect histologique des ostéosarcomes. 

A) Ostéosarcome ostéoblastique, B) Ostéosarcome fibroblastique, C) Ostéosarcome chondroblastique. 

Photographies obtenues par le Dr. Marie-Françoise Heymann, CHU Hôtel Dieu de Nantes, INSERM UMR957. 

 

L’ostéosarcome métastase préférentiellement aux poumons, avec également dans de 

rares cas l’apparition de métastases osseuses et hépatiques. 
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Tableau 8: Les différents types d’ostéosarcomes. D’après (Yarmish et al. 2010). 
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2.1.3. Diagnostic 
 

Le diagnostic des ostéosarcomes est complexe et se base sur l’imagerie, la chirurgie et 

l’analyse anatomopathologique (Figure 35). Avant l’apparition d’une masse palpable, des dou-

leurs osseuses se font sentir, liées à des fissures osseuses ou des fractures pathologiques (Picci 

2007; Green et Mills 2014). Par ailleurs, des marqueurs peuvent également être utilisés pour ca-

ractériser les ostéosarcomes. Ainsi, la détection de MDM2 et CDK4 par immunohistochimie est 

utilisée dans le diagnostic des ostéosarcomes de bas grade pour différencier les lésions fibreuses 

bénignes des lésions fibro-osseuses dans des cas atypiques (Dujardin et al. 2011). De plus, le do-

sage de la phosphatase alcaline dans les sérums de patients peut également aider au diagnos-

tic de l’ostéosarcome (Shimose et al. 2014). 

2.1.4. Etiologie de l’ostéosarcome 
 

Les ostéosarcomes ont une origine mésodermique, et dérivent de cellules souches mé-

senchymateuses à différents stades de la différenciation ostéogénique, expliquant l’état plus ou 

moins différenciés des tumeurs. En effet, les cellules d’ostéosarcome expriment des marqueurs 

ostéoblastiques comme RUNX2, la sialoprotéine osseuse, la phosphatase alcaline ou 

l’ostéocalcine (Wagner et al. 2011). Il faut noter que plus la tumeur est différenciée, meilleur est 

le pronostic. Par ailleurs, le pic d’incidence de l’ostéosarcome autour de 18 ans, principalement 

chez les garçons qui grandissent plus que les filles, la localisation de la tumeur principalement au 

niveau des os longs ainsi qu’une forte occurrence de la pathologie chez les chiens de grandes 

tailles indiquent un lien entre le remodelage osseux et l’apparition de l’ostéosarcome (Guillon et 

al. 2011). Une première pathologie (tumeurs à cellules géantes, maladie de Paget, etc.) et les 

radiothérapies peuvent également favoriser l’apparition d’un ostéosarcome dit secondaire. Les 

prédispositions génétiques familiales sont rares dans le cas de l’ostéosarcome humain. Trois ma-

ladies congénitales peuvent cependant favoriser son développement : le syndrome de Li-

Fraumeni, les rétinoblastomes héréditaires et les pathologies touchant les hélicases RecQ 

comme le syndrome de Rothmund-Thomson (Hauben et al. 2003). La survenue de 

l’ostéosarcome ne repose donc pas sur une anomalie génétique particulière, et ses causes sont 

multiples. L’analyse des caryotypes montre de nombreuses anomalies, comme des duplications 

ou des réarrangements chromosomiques, mais n’a pas permis de mettre en évidence un profil 

génétique type de l’ostéosarcome, contrairement au sarcome d’Ewing. Cependant, des at-

teintes au niveau des loci des gènes TP53 (Sandberg et Bridge 2003) et RB1 sont observées dans 

respectivement 50% et 70% des cas (Fuchs et Pritchard 2002). D’autres altérations génétiques 

touchent également des molécules impliquées dans le contrôle du cycle cellules (CDK4, MDM2, 

p16, etc.) ou qui régulent la prolifération et la différenciation des ostéoblastes (c-Myc, AP-1, 

etc.). Des mutations sur les gènes codant pour le RTKIII KIT et pour les trois formes de la sous-unité 
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catalytique p110α de PI3K ont également été caractérisées récemment (Choy et al. 2012; Entz-

Werlé et al. 2005). 

2.1.5. Prise en charge médicale 

2.1.5.i. Thérapies classiques et problèmes posés 
 

Bien que l’expression de certaines protéines comme p53, c-Myc ou Bcl-2 soient utilisées 

comme marqueurs de la progression et du pronostic dans l’ostéosarcome (Wu et al. 2012), le 

développement d’approches thérapeutiques ciblées est rendu difficile par le manque 

d’information sur les mécanismes moléculaires à l’origine du développement de ce cancer. Le 

protocole thérapeutique actuel repose sur une polychimiothérapie néoadjuvante et post-

opératoire associées à la résection chirurgicale. L’amputation pratiquée systématiquement 

jusqu’aux années 70 ne se fait plus que dans 10% des cas où l’invasion tumorale est trop impor-

tante. La chimiothérapie néoadjuvante permet de déterminer lors de l’exérèse de la tumeur si le 

patient est bon ou mauvais répondeur aux agents chimiothérapeutiques par quantification du 

pourcentage de nécrose (grade de HUVOS ; le grade IV correspond à la mort de la totalité des 

cellules tumorales) (Figure 36). De plus, en limitant la croissance de la tumeur elle favorise une 

chirurgie conservatrice. La chimothérapie post-opératoire est adaptée en fonction de la ré-

ponse au traitement néoadjuvant. Un bon répondeur (90 à 95% de nécrose tumorale, soit une 

tumeur de grade III) continuera alors à suivre le même traitement. Les premiers agents de chi-

miothérapie administrés dans le traitement de l’ostéosarcome ont été le méthotrexate et 

l’adriamycine, (doxorubicine), le cisplatine et l’ifosfamide sont également utilisés aujourd’hui. La 

nature et le grade de l’ostéosarcome ainsi que l’âge du patient déterminent la combinaison des 

agents, la fréquence d’injection et les doses dépendent de l’âge du patient (Ando et al. 2013). 

La radiothérapie peut être combinée à la chimiothérapie dans des cas particuliers (métastases 

osseuses multiples par exemple), mais n’est pas utilisée en routine car l’ostéosarcome y est peu 

sensible (Picci 2007). Les traitements actuels ont permis d’améliorer la survie des patients, qui est 

de 60 à 70% à 5 ans, et de limiter la dissémination métastatique. 
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Figure 35: Les différentes étapes du diagnostic et de la prise en charge de l’ostéosarcome. 
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Néanmoins, 30% des patients présentent déjà des métastases lors du diagnostic, et leur 

survie à 5 ans est seulement de 30%. 

 

2.1.5.ii. Les traitements en cours de développement 
 

L’efficacité des traitements en cours est donc limitée en cas de foyers métastatiques, et 

des résistances aux agents chimiothérapeutiques se mettent en place. De nouvelles approches 

thérapeutiques sont donc en cours de développement pour tenter de contrer ces échappe-

ments aux traitements, et pour améliorer les conditions de vie des patients. Ces traitements en 

essais pré-cliniques ou cliniques sont basés sur des anticorps ou des inhibiteurs ciblant les onco-

protéines ou les protéines issues de gènes suppresseurs de tumeurs, des molécules pro-

angiogéniques impliquées dans le développement tumoral, notamment les RTKs décrits dans la 

partie 1 qui se retrouvent souvent mutés dans de nombreux cancers (Heymann et Rédini 2013; 

Gaspar et al. 2012). La connaissance des voies de signalisation dérégulées dans l’ostéosarcome 

s’avère également nécessaire afin de développer de nouveaux traitements inhibant la crois-

sance tumorale, comme l’utilisation de l’inhibiteur de PI3K BYL719 (Gobin et al. 2014), l’inhibiteur 

NVP-BEZ235 PI3K/mTOR (Gobin et al. 2014) ou l’imatinib mésylate qui inhibe l’activité de RTKs 

comme le PDGFR et le M-CSFR (Gobin et al. 2014). 

2.2. Etablissement du cercle vicieux entre cellules tumorales et leur mi-

croenvironnement 
 

Les cibles thérapeutiques actuelles sont évidemment les cellules tumorales, mais les ap-

proches ciblant le microenvironnement tumoral sont en plein essor, avec notamment un ciblage 

des ostéoclastes via le blocage de la voie RANK/RANKL (injection d’OPG recombinante, de siR-

NA dirigés contre RANK ou RANKL, de l’anticorps anti-RANKL,le Denosumab, ou de fragments 

solubles Rank Fc) ou l’utilisation des biphosphonates (Ando et al. 2008; Wittrant et al. 2004; Clé-

zardin 2011). Plus récemment, il a été montré que l’inhibition des bromodomaines dans 

l’ostéosarcome avec le composé JQ1 inhibait le développement des cellules tumorales, mais 

aussi l’activité des cellules ostéoblastiques et ostéoclastiques (Lamoureux et al. 2014). 

L’angiogenèse est également une cible thérapeutique et l’utilisation d’anti-VEGF comme le be-

vacizumab permet de limiter le développement de néovaisseaux tumoraux (Gaspar et al. 2012). 

Figure 36 : Estimation du nombre de cel-

lules tumorales résiduelles sur une pièce 

de résection d’un ostéosarcome de la 

hanche.  

Détermination du % de nécrose et du 

grade de Huvos. Photographie fournie 

par le Pr.François Gouin du service or-

thopédique du CHU Hôtel Dieu. 
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En effet, comme les autres types tumoraux, les tumeurs d’ostéosarcome sont très hypoxiques et 

nécessitent donc une formation accrue de vaisseaux pour apporter des nutriments et de 

l’oxygène aux cellules tumorales et pour éliminer les déchets issus de la nécrose. Par ailleurs, ces 

vaisseaux favorisent le recrutement de cellules immunitaires, qui participent également au déve-

loppement tumoral (invasion tumorale et angiogenèse par le remodelage de la matrice, la sé-

crétion de facteurs pro-tumoraux et pro-angiogéniques, etc.). 

La niche tumorale osseuse (vaisseaux, cellules immunitaires notamment les macrophages, 

ostéoblastes, ostéoclastes, facteurs solubles, etc.) joue donc un rôle majeur dans le développe-

ment de la pathologie selon la théorie de la graine et du sol (Paget 1989). Ainsi, un cercle vicieux 

s’établit entre les cellules tumorales d’ostéosarcome et le microenvironnement osseux (Figure 

37).  

 

 
Figure 37: Établissement du cercle vicieux entre cellules d’ostéosarcome et cellules ostéoformatrices. 

Modifié d’après http://drramayyas.blogspot.fr/2013/09/denosumab-in-carcinoma-prostate-with.html 

 

Les cellules tumorales sécrètent de nombreux facteurs qui activent directement les os-

téoclastes comme le TNFα, mais également des facteurs ostéoblastiques (BMPs, IGFs, Wnts, etc.) 

qui activent indirectement les ostéoclastes en favorisant la production de RANKL. La résorption 

de la matrice osseuse libère alors des facteurs pro-tumoraux (IGF-1, TGF- β, etc.), qui vont eux-

mêmes activer la prolifération tumorale, relançant le cercle vicieux. Par conséquent, une surex-

pression de RANKL est souvent décrite dans les ostéosarcomes humains, expliquant les lésions 

ostéolytiques et la formation osseuse anarchique. 
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Le Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) est un acteur moléculaire important 

dans la biologie de nombreuses pathologies cancéreuses (sein, ovaire, poumon, prostate, etc.), 

et une forte expression de la cytokine dans les sera de patients est souvent synonyme de mau-

vais pronostic (Ławicki et al. 2008; Richardsen et al. 2009). En effet, l’axe M-CSF/M-CSFR stimule 

de façon autocrine et paracrine la prolifération tumorale chez certaines cellules cancéreuses, 

comme celles du cancer du sein qui expriment à la fois la cytokine et son ligand (Lin et al. 2001). 

Le M-CSF favorise également l’angiogenèse tumorale notamment grâce au recrutement de 

macrophages « suppresseurs » de l’immunité anti-tumorale, permettant ainsi l’initiation, la crois-

sance et la dissémination de la tumeur (Curry et al. 2008). Malgré l’absence de données cli-

niques, une étude pré-clinique in vivo a mis en évidence ce rôle pro-tumoral du M-CSF dans la 

pathogenèse de l’ostéosarcome, qui reste la tumeur osseuse primitive maligne la plus fréquente 

(Kubota et al. 2009). La découverte en 2008 de l’interleukine-34 (IL-34) se fixant sur le récepteur 

au M-CSF (M-CSFR) et partageant de nombreuses activités biologiques communes avec le M-

CSF (Lin et al. 2008) pose la question du rôle de cette redondance  biologique, et de ses consé-

quences en pathologie. En effet, tout comme le M-CSF, l’IL-34 est un facteur de survie des mo-

nocytes qui permet leur différenciation en ostéoclastes et macrophages polarisés de type M2 

(Baud’Huin et al. 2010; Foucher et al. 2013). L’IL-34 est impliquée dans certaines pathologies os-

seuses comme les tumeurs osseuses à cellules géantes, la polyarthrite rhumatoïde ou les mala-

dies parodontales (Baud'huin et al. 2010; Chemel et al. 2012; Boström et Lundberg 2013). Par ail-

leurs, l’action de l’IL-34 semble plus complexe qu’une simple compétition avec le M-CSF sur un 

récepteur commun, le M-CSFR, puisqu’un autre récepteur à l’IL-34 a récemment été identifié, le 

RPTPβ/ζ (Nandi et al. 2013).  

 

La  thèse présentée porte sur l’étude des interactions fonctionnelles entre le M-CSF, l’IL-34 

et le M-CSFR. Les objectifs de travail ont donc été de : 

 

 déterminer le rôle de l’interleukine-34 dans la pathogenèse de l’ostéosarcome, ca-

ractériser la place de la cytokine dans le microenvironnement tumoral ainsi que son im-

plication dans le cercle vicieux qui s’établit entre la tumeur et le tissu osseux. 

 

 analyser l’impact de l’IL-34 sur les activités biologiques du M-CSF et plus particulière-

ment de caractériser les activations spécifiques du M-CSFR par ces deux cytokines selon 

le type cellulaire étudié, et rechercher de nouveaux partenaires permettant la fixation de 

l’IL-34 et ainsi la modulation de l’activation du M-CSFR. 

 

 étudier  les interrelations fonctionnelles entre le M-CSF et l’IL-34, et comprendre les 

conséquences de la présence des deux cytokines au sein d’un même microenvironne-

ment. 
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I. Introduction et rationnel de l’étude 

1. Généralités : importance du microenvironnement tumoral 
 

L’importance du microenvironnement tumoral est mise en évidence depuis 1889 par les tra-

vaux du chirurgien anglais Stephen Paget qui fut le premier à démontrer son rôle dans la pro-

gression tumorale et la dissémination métastatique (Paget 1989). Sa théorie selon laquelle les 

cellules tumorales métastatiques (les « graines ») interagissent spécifiquement avec le microenvi-

ronnement d’un organe (le « sol ») repose sur l’observation de sites métastatiques préférentiels 

pour chaque type de cancer. Après avoir été remis en cause, ses travaux sont confirmés une 

centaine d’années plus tard par des expériences de greffes de cellules tumorales chez la souris 

qui démontrent un meilleur potentiel métastatique lorsque les cellules sont implantées en site 

orthotopique (Gohji et al. 1997; Hart 1979). Ainsi, l’os, véritable réservoir de facteurs de crois-

sance, constitue un terrain fertile pour l’implantation des cellules métastatiques de divers can-

cers, et le maintien d’un cercle vicieux entre cellules d’ostéosarcome et cellules osseuses dé-

montre l’importance du microenvironnement dans les tumeurs osseuses. Plus généralement, le 

microenvironnement inclut la matrice extracellulaire, les fibroblastes, les vaisseaux, les cellules 

immunitaires (lymphocytes et macrophages notamment), ainsi que de nombreux facteurs so-

lubles et systémiques qui participent au développement tumoral (Castaño et al. 2012). La pro-

gression tumorale et la dissémination métastatique nécessitent un remodelage de la matrice 

extracellulaire, avec la destruction du tissu conjonctif et des membranes basales qui séparent les 

tissus des vaisseaux. Cette digestion de la matrice extracellulaire est permise par des protéases, 

sécrétées par les cellules tumorales, ou par les cellules environnantes sous l’action des cellules 

tumorales. La libération des produits de la matrice induit le chimiotactisme des cellules tumo-

rales, et stimule leur prolifération cellulaire et leur survie, ainsi que l’angiogenèse (libération de 

facteurs pro-angiogéniques, déstabilisation des interactions cellules-matrice par les protéases, 

etc.). Cette formation de néo-vaisseaux entraîne le passage dans la circulation des cellules tu-

morales, qui retraverseront par extravasation la membrane basale et l’endothélium pour aller 

coloniser des sites distants de la tumeur primitive. De plus, ces vaisseaux tumoraux permettent le 

recrutement de cellules immunitaires sur le site tumoral. Ainsi, les monocytes adhèrent à 

l’endothélium, s’extravasent dans le tissu tumoral et se différencient en macrophages immuno-

suppresseurs, qui vont exercer une action anti-tumorale en inhibant la réponse immunitaire TH1 et 

la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires (Goubran et al. 2014; Mbeunkui et Johann 2009). 
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2. L’angiogenèse tumorale 

2.1. Les acteurs de l’angiogenèse tumorale 

 

Excepté certaines tumeurs comme les chondrosarcomes, la plupart nécessitent un ap-

port sanguin indépendant après avoir atteint une taille de 1 à 2 mm de diamètre, qu’elles ac-

quièrent en détournant le sang des réseaux classiques grâce à la formation de néo-vaisseaux à 

partir du réseau vasculaire existant. À partir de cette taille, les tumeurs deviennent fortement 

hypoxiques, et le manque d’oxygène induit l’apoptose des cellules tumorales, mais aussi 

l’expression du facteur de transcription HIF-1α, qui va activer la transcription de facteurs pro-

angiogéniques (VEGF, PDGF, SDF-1, Ang-1, etc.). L’expression de ces facteurs déclenche le pro-

cessus angiogénique, et la formation de néo-vaisseaux permet d’apporter l’oxygène, les nutri-

ments et les facteurs de croissance à la tumeur. Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre 

la densité de la microvascularisation tumorale et la probabilité de développer des métastases 

(Kirsch, Schackert, et Black 2004). 

L’angiogenèse est un processus qui peut être physiologique ou pathologique, et corres-

pond à la formation de nouveaux capillaires à partir de vaisseaux sanguins pré-existants par 

bourgeonnement. Elle résulte d’un équilibre finement régulé entre facteurs pro-angiogéniques et 

anti-angiogéniques (Tableau 9) qui peuvent être de différentes natures : cytokines (facteurs de 

croissance, chimiokines, etc.) et leurs récepteurs, protéines de la matrice extracellulaire, molé-

cules d'adhérence membranaires, enzymes protéolytiques, etc. (Baeriswyl et Christofori 2009). 

 

 
 

Tableau 9: Liste non exhaustive des principaux facteurs stimulant ou inhibant l’angiogenèse. 

D’après (Baeriswyl et Christofori 2009; Bergers et Benjamin 2003; Tonini, Rossi, et Claudio 2003). 
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Dans l’environnement tumoral, cet équilibre est rompu et entraîne une croissance inap-

propriée des vaisseaux. En effet, les tumeurs sont décrites comme « des lésions qui ne guérissent 

jamais ». Les vaisseaux tumoraux ne se développent pas de façon conventionnelle et présentent 

une structure, une organisation et un processus de dissémination archaïques, formant des tubes 

tortueux de diamètres variables. Les plus gros vaisseaux peuvent présenter des parois semblables 

à celles des capillaires, ou une membrane basale incomplète associée à une couche de péri-

cytes (Tonini, Rossi, et Claudio 2003). Les facteurs ou agents angiogéniques stimulant directe-

ment ou indirectement le développement des vaisseaux sanguins (prolifération des précurseurs 

endothéliaux, croissance des cellules endothéliales, stabilisation des vaisseaux sanguins etc.) 

(Figure 38) sont sécrétés par la tumeur, mais également par les cellules du microenvironnement 

tumoral, notamment les cellules endothéliales et les macrophages. Les facteurs pro-

angiogéniques les plus connus sont des facteurs de croissance et leurs récepteurs, comme les 

membres de la famille du VEGF ou du FGF.  

 

  
 

Figure 38 : L’angiogenèse tumorale. 

A) Les cellules tumorales détournent le réseau vasculaire existant en formant des néo-vaisseaux par bour-

geonnement. En gris, les cellules du tissu sain, en jaune les cellules tumorales, en violet avec un noyau étoilé 

les cellules en division, en violet foncé les cellules apoptotiques ou nécrotiques. B) Au sein de la tumeur les 

vaisseaux se forment à partir de capillaires ou de veinules post-capillaires existants. Tout d’abord, les péri-

cytes (en vert) se détachent et le vaisseau sanguin se dilate avant que la membrane basale et la matrice 

extracellulaire ne soient dégradées. Ceci permet aux cellules endothéliales de migrer dans l’espace péri-

vasculaire sous l’influence des stimuli produits par les cellules tumorales ou les cellules du microenvironne-

ment tumoral. Les cellules endothéliales prolifèrent et se suivent, guidées par la cellule coordinatrice (« tip-

cell ») et les péricytes. Derrière le front de migration, les cellules endothéliales adhèrent les unes aux autres 

et forment la lumière du vaisseau, tout en synthétisant la membrane basale à laquelle viennent adhérer les 

péricytes. Modifié d’après (Bergers et Benjamin 2003). 
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Le VEGF-A, ou facteur de perméabilité vasculaire, est le plus impliqué dans le processus 

angiogénique, et sa surexpression est souvent corrélée au développement des vaisseaux tumo-

raux sinueux, fragiles, et souvent associés à des saignements (Ferrara 2004). Son action est poten-

tialisée par les glycosaminoglycanes qui le présentent à son récepteur tout en limitant son inter-

nalisation, prolongeant ainsi l’intensité et la durée du signal. Le VEGF est exprimé tout au long du 

développement tumoral, et agit à trois niveaux. Tout d’abord il a un rôle précoce, permettant 

l’établissement de nouveaux vaisseaux en recrutant les cellules progénitrices vasculaires. Ensuite, 

au cours du développement tumoral le VEGF permet la croissance de ces vaisseaux, et active 

en parallèle des voies angiogéniques secondaires comme celles du FGF, du TGF-β, du PIGF ou 

du PDGF (Appelmann et al. 2010). De plus, le VEGF induit la survie des cellules endothéliales 

permettant le maintien du réseau vasculaire (Hicklin et Ellis 2005). 

 

Les FGFs ont également un rôle majeur dans l’angiogenèse tumorale et sont souvent à 

l’origine des résistances aux thérapies anti-VEGF. En effet, ils stimulent la prolifération et la migra-

tion des cellules endothéliales, et le FGF-2 est connu pour entraîner la tubulogenèse de ces cel-

lules (HUVECs, etc.) cultivées sur une matrice de collagène et augmenter leur expression de pro-

téases, du VEGF, du SDF-1 et de plusieurs intégrines. Les FGFs n’existent pas sous forme libre dans 

la circulation, et sont présents dans le cytoplasme, ou stockés sur les chaînes d’héparine des pro-

téoglycanes à la surface cellulaire ou dans la MEC. Les FGFs ne participent pas à toutes les ré-

ponses angiogéniques, et sont plutôt impliqués dans le remodelage vasculaire au cours de la 

réparation tissulaire suite à une libération rapide des chaînes d’héparine (Cully et al. 2006).  

 

Le SDF-1 (ou CXCL-12) est également un facteur de la tumorigenèse puisqu’il induit la sur-

vie des cellules tumorales exprimant son récepteur CXCR4, et crée un gradient chimiotactique 

pour attirer les cellules tumorales. De même, le SDF-1 induit la migration par chimiotactisme des 

cellules endothéliales, mais également le recrutement de cellules progénitrices de la moelle os-

seuse, permettant la formation de pseudotubes et l’angiogenèse. Le SDF-1 induit également 

l’expression de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF ou l’IL-8 (Domanska et al. 2013).  

 

 Les MMPs sécrétées (MMP-2 et MMP-9), et la MMP membranaire MT1-MMP sont les plus 

impliquées dans l’invasion tumorale et l’angiogenèse, permettant la dégradation de la matrice 

extracellullaire et de la membrane basale des vaisseaux pour permettre la migration des cellules 

tumorales, des cellules endothéliales et le bourgeonnement capillaire. De plus, ces MMPs acti-

vent des facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF membranaire qui est libéré par clivage 

protéolytique par la MMP-9, la MMP-2 qui permet la sécrétion du FGF-2 ou les MMP-14 et MT1-

MMP qui libèrent le TFG-β. Les MMPs jouent également un rôle important dans la mobilisation sur 

la zone d’angiogenèse des progéniteurs endothéliaux et des cellules leucocytaires de la moelle 
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osseuse. À l’inverse, les TIMPs inhibent la progression tumorale et l’angiogenèse. (Chen et al. 

2013; Jodele et al. 2006). 

 

Les protéoglycanes, en particulier ceux à héparane sulfate jouent un rôle majeur dans 

l’angiogenèse, et sont exprimés de façon constitutive par les cellules vasculaires (Benslimane-

Ahmim et al. 2013). Ils servent de site de réserve aux facteurs pro-angiogéniques (VEGF, FGF-2, 

SDF-1, PDGF, éphrines, facteurs Wnt, etc.) mais aussi de co-récepteurs, modulant ainsi leur activi-

té. Ainsi, le perlécan joue un rôle pro-angiogénique, tandis que les syndécans et glypicans sont 

connus pour jouer un rôle majeur dans la croissance tumorale (Iozzo et Sanderson 2011).  

2.2. Rôle du M-CSF dans l’angiogenèse 
 

Le M-CSF est sécrété abondamment dans le microenvironnement tumoral par les cellules 

tumorales elles-mêmes, les cellules endothéliales et les fibroblastes activés, et les cellules myé-

loïdes. Il joue un rôle clé dans l’angiogenèse tumorale en induisant la formation de néo-

vaisseaux à partir du réseau vasculaire existant de façon indirecte (Lin et Pollard 2007). En effet, 

le M-CSF recrute directement par chimiotactisme les phagocytes mononucléés sur le site, ou 

indirectement en activant de façon paracrine la sécrétion de MCP-1 (ou CCL2) (Wang et al. 

1988). De plus, le M-CSF induit la sécrétion de VEGF biologiquement actif par les cellules myé-

loïdes, et ce indépendamment de HIF-1α, par l’activation de la voie des MAPK et en aval du 

facteur de transcription Sp1. Par ailleurs, le M-CSF induit également la production d’autres fac-

teurs pro-angiogéniques par les phagocytes mononucléés, comme l’IL-8 ou la MMP-9 (Curry et 

al. 2008). 

L’inhibition du M-CSF bloque l’angiogenèse pathologique, sans affecter le développement 

de la vascularisation classique, en diminuant la forte densité du réseau vasculaire formé au sein 

de la tumeur. De plus, les souris CSF-1op/op montrent un défaut de vascularisation associé à une 

déficience en macrophages, responsable de la diminution de la croissance tumorale et du 

nombre de métastases (Kubota et al. 2009). L’injection de M-CSF recombinant chez ces souris 

CSF-1op/op induit l’angiogenèse, permettant ainsi la correction de certains défauts du phénotype 

ostéopétrotique (Aharinejad et al. 1995). 

3. Recrutement leucocytaire sur la tumeur et polarisation des TAMs  

3.1. TAMs et progression tumorale 
 

L’infiltrat macrophagique constitue un composant majeur du stroma tumoral, et la densité 

de la micro-vascularisation tumorale ainsi que le pronostic des patients sont souvent corrélés 

avec le nombre de macrophages tumoraux (Tang 2013; Obeid et al. 2013). L’induction d’un re-

crutement de macrophages dans des tumeurs peu vascularisées encore à un stade précoce 
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déclenche le processus angiogénique (« switch angiogénique ») et accélère la progression vers 

un phénotype malin (Figure 39).  

 

 
 

Figure 39 : Les macrophages associés à la tumeur déclenchent le processus angiogénique. 

Le « switch » angiogénique est permis grâce à l’interaction entre la tumeur et son microenvironnement. La 

tumeur produit des facteurs chimioattractants comme le M-CSF ou le MCP-1 qui induisent le recrutement et 

l’infiltration des macrophages. Ces macrophages associés à la tumeur (TAMs) permettent l’angiogenèse 

tumorale par la sécrétion de multiples facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF ou les MMPs. Une fois 

formé, le réseau vasculaire tumoral soutient la progression tumorale et la dissémination métastatique, don-

nant lieu à une tumeur maligne agressive. Adapté d’après (Lin et Pollard 2007).  

 

De plus, de façon cohérente avec l’expression de M-CSF, une augmentation des cellules 

mononucléées circulantes est observée au cours de la progression tumorale, et constitue un 

facteur de risque pour la récurrence des carcinomes hépatocellulaires après résection de la 

tumeur (Sasaki et al. 2006). Ces macrophages recrutés sur le site tumoral sont appelés macro-

phages associés aux tumeurs. Ils sont issus du recrutement et de la différenciation des monocytes 

qui arrivent sur le site tumoral par extravasation à travers la paroi endothéliale des vaisseaux sous 

l’influence des différents signaux chimiotactiques tumoraux (M-CSF, MCP-1, IL-3/6/8, VEGF, SDF-1, 

PIGF, etc.) (Murdoch, Giannoudis, et Lewis 2004) (Figure 40). 
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Figure 40: Recrutement de leucocytes au niveau de l’endothélium et extravasation dans les tissus. 

Les leucocytes sont capturés à la surface de l’endothélium et commencent à rouler lentement via les sé-

lectines, intégrines α4 ou VCAM-1. Les leucocytes s’activent suite aux interactions avec les molécules 

d’adhésion et interagissent avec les autres leucocytes. Les intégrines de leucocytes sont alors activées et 

permettent une adhésion plus forte en se fixant aux molécules ICAM-1 des cellules endothéliales. Les leu-

cocytes migrent ensuite latéralement jusqu’à un site de transmigration où ils migrent classiquement entre les 

jonctions des cellules endothéliales (migration paracellulaire) ou de façon plus originale à travers la cellule 

endothéliale (migration transendothéliale). Adapté d’après (Wagner et Frenette 2008). 

 

Contrairement aux macrophages des tissus sains et des tissus inflammatoires, les macro-

phages associés aux tumeurs perdent leurs capacités immunostimulatrices et n’exercent plus 

d’effets cytotoxiques sur les cellules tumorales. En effet, les macrophages M1 sont capables 

d’induire la mort des cellules tumorales en présentant les antigènes tumoraux aux lymphocytes T 

et en exprimant des cytokines immunostimulatrices qui activent la prolifération et les propriétés 

anti-tumorales des lymphocytes T et des NK (Elgert, Alleva, et Mullins 1998). Au contraire, du fait 

de l’environnement hypoxique et de la composition du microenvironnement tumoral en cyto-

kines et chimiokines, notamment sous l’influence de facteurs tumoraux comme l’IL-4, l’IL-10, l’IL-

13, le TGF-β1 ou la PGE2 (Mantovani et al. 2002), les macrophages associés aux tumeurs adop-

tent un phénotype de type M2 anti-inflammatoire, pro-tumoral et pro-angiogénique, et sont gé-

néralement associés à la progression tumorale en facilitant l’invasion des cellules tumorales, la 

dissémination métastatique et l’angiogenèse dans les zones avasculaires et périnécrotiques 

(Lewis et Pollard 2006). Ces macrophages M2 peuvent être obtenus par différenciation in vitro à 

partir de monocytes en présence de M-CSF ou d’IL-34, et sont probablement différenciés en 

partie grâce au M-CSF présent sur le site tumoral (Foucher et al. 2013). À l’inverse des M1, les 

TAMs produisent généralement d’importantes quantités de facteurs pro-angiogéniques comme 

du VEGF-A, du FGF-2, de la MMP-9 mais aussi du TNF-α, de l’IL-6, de l’IL-8 et du MCP-1 et très peu 

de facteurs anti-angiogéniques comme l’IFN–γ ou l’IL-12. De plus, une sous-population de mono-

cytes appelée TEM (TIE2-Expressing Macrophage) se différencie en un sous-groupe de macro-

phages associés aux tumeurs particulièrement pro-angiogéniques et uniquement observables 

dans les tissus néoplasiques. En effet, ces cellules expriment le récepteur TIE-2 et migrent vers 

l’angiopoïétine-2 sécrétée dans les zones d’angiogenèse (Venneri et al. 2007). La caractérisation 

de ces macrophages M1 et M2 par des marqueurs spécifiques reste difficile, et cette complexité 

est accrue par les différentes sous-populations qui existent entre l’homme et la souris. Chez la 

souris, les marqueurs conventionnels de macrophages M1 sont l’iNOS, le CMH de classe II et le 

CD86, et pour les macrophages M2 l’Arg-1, Fizz et Ym1 (Gordon et Martinez 2010). Les marqueurs 
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classiquement utilisés en immunohistochimie pour les modèles tumoraux murins sont le F4/80 ou 

IBA-1 pour les macrophages généraux, iNOS pour les M1, et Arg-1 pour les M2.  

 

4. Importance du M-CSF dans l’ostéosarcome et rôle de sa cytokine 

jumelle ? 
 

Les taux de M-CSF sont facteurs de mauvais pronostic dans de nombreux cancers, notam-

ment dans les cancers du sein où ils sont corrélés avec l’avancée de la maladie et la présence 

de métastases (McDermott et al. 2002), et la mesure des concentrations de M-CSF est utilisée 

pour différencier les tumeurs bégnines des cancers du sein relativement avancés (Ławicki et al. 

2008). Le ciblage du M-CSF par différentes approches (oligonucléotides antisens, anticorps, inhi-

biteurs, etc.) ou la déplétion macrophagique (chlodronate, etc.) ont démontré leur efficacité 

dans différents modèles pré-cliniques tumoraux. Néanmoins, peu d’études cliniques ou pré-

cliniques ont été menées pour déterminer le rôle du M-CSF dans les tumeurs osseuses primitives, 

et en particulier dans l’ostéosarcome. Aucune donnée ne montre de corrélation entre 

l’expression du M-CSF et le pronostic, ou entre le niveau d’expression et la vascularisation tumo-

rale dans la pathologie. La cytokine est exprimée par les tumeurs humaines d’ostéosarcome, 

ainsi que dans les différentes lignées d’ostéosarcome. Il a été montré dans des modèles 

d’ostéosarcomes murins que l’inhibition du M-CSF entraînait la désorganisation des matrices ex-

tracellulaires et diminuait donc de façon significative l’angiogenèse tumorale. De façon intéres-

sante, à l’inverse des thérapies ciblant le VEGF, l’interruption du traitement anti-M-CSF ne conduit 

pas à une revascularisation rapide de la tumeur et à la reprise de la croissance tumorale. De 

plus, le maintien de l’inhibition du M-CSF n’affecte pas le réseau vasculaire et lymphatique sain 

(Kubota et al. 2009). Le ligand du M-CSFR serait le principal acteur dans la progression tumorale, 

puisque peu de mutations du M-CSFR conduisant à son activation constitutive ont été reportées 

dans les différents cancers à l’inverse des autres RTKs III (Masson et Rönnstrand 2009; Liang et al. 

2013). En effet, le M-CSF est fortement exprimé dans le microenvironnement des cancers, et son 

expression est corrélée positivement avec le grade de la tumeur (Richardsen et al. 2009). Son 

action serait principalement indirecte par le recrutement des macrophages qui sécrètent des 

facteurs pro-angiogéniques, favorisant ainsi la formation de néo-vaisseaux et l’invasion tumorale. 

Dans l’ostéosarcome en particulier, la progression tumorale semble dépendre principalement de 

l’axe M-CSF/M-CSFR et non du VEGF/FLT1, et l’inactivation du récepteur au VEGF ne semble pas 

altérer l’angiogenèse et le recrutement des macrophages associés aux tumeurs contrairement à 

l’inhibition du M-CSFR (Kubota et al. 2009).  

Par ailleurs, il a été montré que l’IL-34 induisait, comme le M-CSF, la différenciation de ma-

crophages M2 qui favorise l’angiogenèse et donc la progression tumorale. L’implication de l’IL-

34 a été démontrée dans plusieurs pathologies (Baud’Huin et al. 2010; Chemel et al. 2012; Li et 

al. 2012; Preisser et al. 2014), et la cytokine jumelle du M-CSF semble favoriser l’angiogenèse pa-
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thologique dans la polyarthrite rhumatoïde, et par conséquent est considérée comme un fac-

teur de mauvais pronostic (Balogh et al. 2013).  

Le but du travail présenté dans l’article suivant a donc été d’étudier le rôle de l’IL-34 dans la 

pathogenèse de l’ostéosarcome, et en particulier de déterminer son impact dans l’angiogenèse 

et dans le recrutement des leucocytes, à la fois in vitro et in vivo dans des modèles murins 

d’ostéosarcome.
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ABSTRACT 
Interleukin-34 (IL-34) was recently characterized as the M-CSF “twin” cytokine, regulating the pro-

liferation/differentiation/survival of myeloid cells. The implication of M-CSF in oncology was initial-

ly suspected by the reduced metastatic dissemination in knock-out mice, due to angiogenesis 

impairment. Based on this observation, the present work studied the involvement of IL-34 in the 

pathogenesis of osteosarcoma. The in vivo effects of IL-34 were assessed on tissue vasculature 

and macrophage infiltration in a murine preclinical model of osteosarcoma based on a par-

atibial inoculation of human osteosarcoma cells overexpressing or not IL-34 or M-CSF. In vitro in-

vestigations using endothelial cell precursors and mature HUVEC cells were carried out to ana-

lyse the involvement of IL-34 in angiogenesis and myeloid cell adhesion. The data revealed that 

IL-34 overexpression was associated with the progression of osteosarcoma (tumour growth, lung 

metastases) and an increase of neo-angiogenesis. In vitro analyses demonstrated that IL-34 stim-

ulated endothelial cell proliferation and vascular cord formation and activated specific intracel-

lular pathways (P-FAK, P-Src, P-ERK1/2). Pre-treatment of endothelial cells by chon-

droitinases/heparinases reduced the formation of vascular tubes and abolished the associated 

cell signalling. In addition, IL-34 increased the in vivo recruitment of M2 Tumour Associated Mac-

rophages into the tumour tissue. IL-34 increased monocyte/CD34+ cell adhesion to activated 

HUVEC monolayers under physiological shear stress conditions. This work demonstrates that IL-34 

contributes to osteosarcoma growth by increasing the neo-angiogenesis and the recruitment of 

M2 macrophages. By promoting new vessel formation and extravasation of immune cells, IL-34 

may play a key role in tumour development and inflammatory diseases. 

 

Key words: Interleukin-34, M-CSF, Endothelial cells, Angiogenesis, Cell adhesion, Tumour Associat-

ed Macrophages, Osteosarcoma 
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Novelty & Impact Statements: IL-34 is a 

newly-discovered cytokine sharing a com-

mon receptor with M-CSF. IL-34 is expressed 

by osteosarcoma cells, regulated by TNF-α 

and IL-1β and is associated with an increase 

of osteosarcoma growth in bone site as well 

in the metastatic process as revealed by the 

higher number of lung metastases. In addi-

tion, IL-34 is a pro-angiogenic factor in vitro 

and in vivo and promotes the recruitment of 

M2 macrophages into the tumour mass. By 

promoting new vessel formation and extrav-

asation of immune cells, IL-34 may play a 

key role in the pathogenesis of osteosar-

coma and in inflammatory diseases. 

INTRODUCTION 
Angiogenesis and vasculogenesis are 

central events during embryogenesis and 

growth [1, 2]. They are also strongly implicat-

ed in the pathogenesis of inflammation, by 

promoting immune cell extravasation, and 

of cancer, by facilitating tumour initiation 

and development [3]. Numerous publica-

tions underscore the possible contribution in 

the biological mechanisms of the Macro-

phage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), a 

cytokine required for the survival and differ-

entiation of mononuclear phagocytic cell 

lines derived from monocytes such as mac-

rophages and dendritic cells [4,5]. Mono-

cytes migrate to the tumour foci attracted 

by the chemokines / cytokines produced by 

tumour cells. Once activated, macrophages 

are the main source of growth factors and 

cytokines [6]. Thus, Curry et al. reported that 

M-CSF induced the expression of VEGF from 

human monocytes and consequently stimu-

lates the angiogenic process [7]. The tu-

mour-associated macrophages (TAMs) sig-

nificantly contribute to tumour growth and 

metastasis and are associated with poor 

prognosis in various forms of cancer. Indeed, 

they exert tropic roles and promote growth, 

angiogenesis and tumour cell motility [6, 8]. 

Based on these data, the infiltrate of mono-

nuclear phagocytes, M-CSF, VEGF and an-

giogenesis are correlated with poor progno-

sis in various solid cancers [9, 12] 

In 2008, a new cytokine named interleu-

kin-34 (IL-34) was discovered by Lin et al. 

based on its ability to form colony-forming 

unit–macrophages in human bone marrow  

cultures, with the same efficiency as M-

CSF [13]. They demonstrated the binding of 

IL-34 to the M-CSF receptor (CSF-1 receptor 

or c-fms) expressed on human mononuclear 

phagocytes. More recently, Wang et al. re-

ported that IL-34 was a specific driver of my-

eloid cell differentiation in the skin epidermis 

and central nervous system [14]. IL-34 also 

directs the differentiation of monocytes into 

immunosuppressive M2 similar to M-CSF [15]. 

In addition, we demonstrated the role of IL-

34 in promoting osteoclastogenesis in which 

this cytokine can be a substitute for M-CSF 

[16]. IL-34, like M-CSF, upregulates the 

chemokines produced by whole blood, 

identifying both cytokines as key partners in 

inflammation [17]. The role of IL-34 was con-

firmed in rheumatoid arthritis where the cy-

tokine levels were significantly higher in the 

synovial fluids of RA patients compared with 

osteoarthritis patients and were correlated 

with inflammation intensity measured by the 

leucocyte number [18]. IL-34 shares com-

mon features with M-CSF, partly explaining 

their functional overlaps, and can be con-

sidered with M-CSF as “twin” cytokines that 

are functionally related [19]. 

 

Based on the role of IL-34 in the differen-

tiation of mononuclear phagocytes and in 

inflammation, the present manuscript aimed 

to analyse the potential involvement of IL-34 

in pathogenesis of osteosarcoma. This work 

focused on the role of IL-34 in the neo-

angiogenesis and macrophage recruitment 

associated with tumour development. 

 

MATERIALS AND METHODS 
 

Reagents 

Recombinant Interleukin-34 (IL-34), Macro-

phage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), 

Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), Interleukine-

1β (IL-1β) and basic fibroblast growth factor 

(FGF-2) were obtained from R&D Systems 

(Abingdon, UK). Growth factor-reduced 

Matrigel® was from Becton Dickinson (Le 

Pont de Claix, France). Cell culture products 

and other biochemical reagents were pur-

chased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France) unless otherwise specified.  

 

Tissue specimens 

Patient tumour biopsy specimens were col-
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lected at Nantes University Hospital (Nantes, 

France) (Supplementary Data 1). Samples 

were obtained following patient informed 

consent, and after ethical approval by the 

Nantes University Hospital Ethics Committee.  

 

Cell characterization, culture and treatment 

Umbilical cord blood samples were collect-

ed from consenting mothers (n=20). The 

study was approved by the ethics commit-

tee of the Hôpital des Instructions et des 

Armées de Begin (France) (ref. 

201008043234797), and the protocol con-

formed to the Declaration of Helsinki. Endo-

thelial cells from human umbilical cords 

(HUVECs) and endothelial colony-forming 

cells (ECFCs) from human umbilical cord 

blood were isolated, expanded and char-

acterized as previously described [20]. The 

presence of Weibel-Palade bodies, com-

bined expression of endothelial markers 

(CD31, KDR, Tie-2, CD144), and dual positivi-

ty for DiI-AcLDL uptake and BS-1 lectin bind-

ing confirmed the endothelial phenotype of 

the ECFCs thus obtained. ECFCs do not ex-

press leukomonocytic markers such as CD45 

and CD14 [21]. One day before the experi-

ments, the cells were growth-arrested for 18 

h in EBM2, 3 % FCS and released from 

growth arrest by adding EBM2, 5 % FCS, with 

or without 50 ng/mL of IL-34 or 100 ng/mL M-

CSF in the presence or absence of FGF-2 (5 

ng/mL) at 37°C. Cells were then washed, 

detached with PBS-EDTA or trypsinized at 

37°C, and washed twice with PBS before 

use. All assays were performed at least in 

triplicate, with cells cultured for less than 30 

days. In some cases, ECFCs were pretreated 

for 2 h at 37°C with a cocktail of heparinase 

I, II and III (0.5 U/mL) and 0.2 U/ml chon-

droitinases A, B and C, for 1 hour at 37°C, 

then extensively washed with PBS before IL-

34 stimulation.  

 

In vitro angiogenesis assays 

To investigate the effects of IL-34 and M-CSF 

on ECFC adhesion, proliferation and tubular 

morphogenesis, ECFCs were stimulated as 

described above. Cell outgrowth, adhesion 

and in vitro tube formation were evaluated 

as previously described [20]. 

 

Monocytes and CD34+ cell isolation from 

human peripheral blood 

Mononuclear cells were isolated by density-

gradient centrifugation from fresh peripheral 

blood mononuclear cells collected from 

healthy donors provided by the French 

blood bank institute (EFS) under an agree-

ment with Paris Descartes University (C CPSL 

UNT n°12/EFS/064). Monocytes were isolated 

with the Monocyte Isolation Kit II (MACS Mil-

tenyi Biotec, Paris, France) by negative se-

lection. 

 

Shear-flow adhesion assays 

Flow adhesion experiments were conduct-

ed with a parallel-plate chamber in physio-

logical shear stress conditions as previously 

described [22, 23]. Briefly, calcein-labelled 

freshly isolated monocytes/CD34+cells 

(3x106) were perfused on activated HUVEC 

monolayers for 15 min at 37°C at a shear 

rate of 50 s-1. Cell adhesion was dependent 

on endothelial activation and on the shear 

rate, as it was optimal at shear rates below 

350 s-1, whereas far fewer cells adhered at 

500 s-1. Adherent cells were visualized by 

phase-contrast microscopy. All experiments 

were observed in real-time and videotaped 

for offline analysis. Fluorescence micro-

graphs of 40 random microscopic fields (obj. 

x10, 1 cm2) were collected with Replay 

software (Microvision Instruments, France). 

Data were expressed as the number of ad-

herent cells per field. The results of 4 differ-

ent experiments were pooled for each 

study. The pattern of adhesion at 50 sec-1 

was also analyzed to determine the number 

of tethering cells and adherent cells (imme-

diate full arrest). Adherent monocytes were 

tested for resistance to detachment from 

the modelled endothelium by increasing 

the flow rate from 50 to 5000 s-1 over 1 mi-

nute, and by counting the number of re-

maining adherent cells at one-minute inter-

vals. 

 

Murine Matrigel® plug assay 

Animal care conformed to French guidelines 

(Services Vétérinaires de la Santé et de la 

Production Animale, Ministère de 

l’Agriculture, Paris France) and experiments 

were in agreement with the guidelines of the 

University Paris-Descartes Institutional Animal 

Care and Use Committee (C75.06.02). Ice-

cold Matrigel® (BD, 8 mg/ml) was mixed with 

phosphate-buffered saline (PBS) plus FGF2 

(350 ng/ml) alone or supplemented with 500 
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ng/ml of IL34 or M-CSF, then injected subcu-

taneously into male C57BL/6J mice (8 weeks 

old, from Elevages Janvier, France). The Mat-

rigel® plugs were recovered 14 days later. 

Haemoglobin content was measured with 

Drabkin’s reagent (Sigma). Functional vessels 

were identified by light microscopy as ves-

sels containing red blood cells. 

 

Western Blot Analysis 

ECFCs or HUVECs treated with 200 ng/mL of 

IL-34 or M-CSF for 1 to 15 min. The proteins 

obtained form the cell lysates were separat-

ed by SDS-PAGE and transferred to immobi-

loin-P for Western blot. The membranes were 

blotted with the antibodies (1/1000) anti-

pFAK (Tyr925), anti-pAkt (Ser473), anti-pSrc 

(Tyr416), anti-p38 (Thr180/Tyr182), anti-pERK 

1/2 (Thr202/Tyr204), or with antibodies 

against the total forms of protein above 

(Cell Signalling, Danvers, MA, USA). The 

membrane was probed with the secondary 

antibody (1/10000) coupled to horseradish 

peroxidase. Antibody binding was then visu-

alized with an ECL kit (Pierce Protein Biology 

Products, Thermo Scientific Rockford, USA). 

The luminescence detected with a Charge 

Couple Device (CCD) camera was quanti-

fied using the GeneTools programme 

(Syngene, Cambridge, United Kingdom). 

 

Lentivirus production and osteosarcoma cell 

transduction  

Vector pEZ-Lv105 (GeneCopoeia, Rockville, 

USA) containing either the human IL-34 gene 

(Accession Number BC029804) or the human 

M-CSF gene (Accession number NM_000757) 

were used to produce lentiviral particles. The 

pEZ-Lv105-eGFP (GeneCopoeia) was used 

as a control. Lentivirus were produced using 

packaging vectors as described by Dull et 

al.24 Briefly, 6 x106 HEK293FT cells (human 

embryonic kidney cells optimized for viral 

production) were seeded and transfected 

24 h later with 3 µg of each packaging 

plasmid (pLP-1, pLP-2 and pLP-VSV-G) and 9 

µg of the transgene of interest (pEZ-Lv105-

eGFP, pEZ-Lv105-M-CSF or pEZ-Lv105-IL-34); 

virus-containing supernatants were collect-

ed 48 h post-transfection and concentrated 

60-fold by ultrafiltration. For titration, serial 

dilutions of virus containing supernatants 

were tested on HEK293FT cells that were 

analyzed for EGFP expression 4 days post-

infection by flow cytometry (FACSCalibur 

Flow cytometer, BD Biosciences, Le Pont de 

Claix, France). The titres obtained were be-

tween 10x106 and 10x107 viral particles/µL. 

Human osteosarcoma KHOS/NP (HOS), 

U2OS, Saos2 and MG63 cells purchased from 

the ATCC (USA) were cultured in DMEM 

(Lonza, Belgium) supplemented with 5% of 

Foetal Bovine Serum (FBS; Hyclone Perbio, 

France). To generate stably modified HOS 

cell lines, 2x104 HOS cells were seeded in a 

24-well plate in 300 µl medium and infected 

with a multiplicity of infection of 10 parti-

cles/cell. After transduction, the cells ex-

pressing the transgene were selected at 

confluence with 2µg/mL puromycin (Sigma, 

France) to obtain a stable population. The 

eGFP, M-CSF and IL-34 expression levels 

were controlled by flow cytometry analysis 

for eGFP and IL-34 (R&D), ELISA for M-CSF 

(R&D) and also RT-qPCR (Supplementary 

Data 1A,B). 

 

RNA isolation and real-time PCR 

Total RNA was extracted using Nucleo-

Spin®RNAII (Macherey Nagel, Duren, Ger-

many) with one stage of DNase I treatment 

(25 units, 15 min) to prevent genomic con-

tamination. 1 μg of total RNA was used for 

first strand cDNA synthesis using the Ther-

moScript RT-PCR System (Invitrogen). Real-

time PCR was performed on 20 ng of reverse 

transcribed total RNA (cDNA), 300 nM of 

primers and 2x SYBR Green Supermix (Biorad, 

Marnes-la-Coquette, France). Quantitative 

PCRs (qPCR) were carried out on a Bio-Rad 

CFXTM System (Biorad). Analyses were per-

formed using human glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) orhu-

man hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transferase 1 (HPRT1) as invariant controls. 

The sense and antisense primers used are as 

follow: human HPRT1 (forward: TGACCTT-

GATTTATTTATTTTGCATAC C, reverse: CGAG-

CAAGACGTTCAGTCCT); human GAPDH 

(forward: TGGGTGTGA ACCATGA-

GAAGTATG, reverse : GGTGC AG-

GAGGCATTGCT) ; human IL-34 (forward: 

AATCCGTGTTGTCCCTCTTG, reverse: CAG 

CAGGAGCAGTACAGCAG); human M-CSF 

(forward: GTTTGTAGACCAGGAACAGTTGAA 

, reverse CGCATGGTGTCCTCCATTAT). 

 

 

 

Confocal microscopy 
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Osteosarcoma cells were cultured in a plas-

tic chamber on microscope glass slides (Mil-

licell EZ Slide, Millipore, Billerica, MA, USA) 

were stimulated or not with 10 ng/mL of TNF-

 or IL-1β for 24 h. The cells were then 

washed in PBS, fixed in 4% paraformalde-

hyde for 10 min at room temperature, per-

meabilized with triton X-100 0.1% for 20 min 

and incubated with a blocking solution [BSA 

1% with 1% of non-immune goat serum 

(Dako, Les Ulis, France) and 0.05% triton] for 

30 min at room temperature. The cells were 

incubated with either the primary antibody 

against IL-34 (Diaclone, INSERM UMR 957) or 

the blocking solution as the negative control 

for 90 min at 37°C. After washings, Alexa 

Fluor 488 secondary antibody (1/200) was 

added for 90 min at room temperature. Ac-

tin filaments were stained using 546-

conjugated phalloidin (1/300) and nuclei 

stained with DAPI (1/5000).  

 

Osteosarcoma mouse model 

The mice (Elevages Janvier, Le Genest Saint 

Isle, France) were housed in pathogen-free 

conditions at the Experimental Therapy Unit 

(Faculty of Medicine, Nantes) in accord-

ance with the institutional guidelines of the 

French Ethical Committee (CEEA PdL 06 eth-

ical committee, authorization number: 

1280.01) and under the supervision of the 

authorized investigators. Five-week-old fe-

male Rj:NMRI-nude mice (n=8 per group) 

were anaesthetized by inhalation of an 

isoflurane/air mixture (2%, 1L/min) before i.m. 

inoculation of 1.5x106 human HOS osteosar-

coma cells over-expressing M-CSF, IL-34 or 

transduced by the empty vector. Osteosar-

coma cells were injected in close proximity 

to the tibia, rapidly leading to tumour growth 

in the soft tissue with secondary contiguous 

bone invasion [25]. Tumours appeared at 

the injection site 8 days later and their vol-

umes were calculated for 27 days by meas-

uring two perpendicular diameters using 

calipers, according to the following formula: 

V = 0.5 x L x (S)2, in which L and S are, re-

spectively, the largest and the smallest per-

pendicular diameters as previously de-

scribed [25]. To determine the effect of IL-34 

in the formation of lung metastases, mice 

were sacrificed by cervical dislocation at an 

equivalent volume of 1500 mm3. Lung metas-

tases were macroscopically and manually 

scored in each animal. The overexpression 

of M-CSF or IL-34 in explanted tumour tissues 

established from inoculation of M-CSF- or IL-

34-transduced HOS osteosarcoma cells was 

validated by RT-qPCR (Supplementary Data 

1C). 

 

Immunohistochemistry 

After euthanasia, tumour samples were pre-

served and fixed in 10% of PFA, decalcified 

with 4.13% of EDTA, and 0.2% of PFA in PBS 

using a microwave tissue processor (KOS, 

Mikron Instruments, USA) for 4 days and em-

bedded in paraffin. Three micrometer sec-

tions were then stained for mouse CD146 

(Abcam, 1/200), mouse CD31 (Abcam, 

1/100) [25], mouse ionized calcium-binding 

adapter molecule 1 (IBA-1, Abcam, 1/700) 

or mouse arginase-1, (BD Biosciences, 

1/500). IL-34 was detected as previously de-

scribed by Chemel et al [18]. Images were 

automatically numerized (nanozoomer, Ha-

mamatsu photonics) before quantification. 

The negative control was analysed using a 

similar procedure, excluding the primary 

antibody and using a normal rabbit-

irrelevant IgG at 1/100 (R&D Systems). The 

image analysis was performed on the whole 

tumour sections with FIJI (ImageJ), the region 

of interest (R.O.I.) excluding necrotic tissue 

and the skeletal muscle. The percentage of 

CD146, IBA-1 or Arg-1 positive cell surfaces 

was quantified after a DAB colour deconvo-

lution function, using the pixel density of the 

red staining, and reported to the R.O.I. se-

lected. Graphs were plotted and CD146, 

IBA-1 or Arg-1 signal was denoted as a per-

centage compared to the control group.  
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Figure 1: IL-34 promotes osteosarcoma growth, increases the number of lung metastases and the tumour vascu-

lature in a mouse osteosarcoma model. Human HOS osteosarcoma cells overexpressing IL-34 (HOS-IL34), M-CSF 

(HOS-M-CSF), transduced by the empty vector (HOS) were inoculated in close proximity to the tibia of female 

Rj:NMRI-nude mice (n=8 per group). (A) Follow-up of tumour volume for 27 days. (B) All mice were sacrificed by 

cervical dislocation at an equivalent volume of 1500 mm3 and the number of macroscopic lung metastases 

were scored manually. (C) immunohistochemical assessment of CD146 was carried out (Right panel), and the 

percentage of CD146 positive vessel area was reported to the region of interest (R.O.I.) determined by ImageJ 

software (Left panel). *p < 0.05 compared to the control HOS group. 

 

Statistical analysis  

Differences between in vitro experimental 

conditions were assessed with Student’s t 

test or one-way ANOVA followed by the 

Mann–Whitney test, depending on the nor-

mality of their distribution. In vivo results were 

analyzed using a non-parametric one-way 

analysis of variance followed by a Dunn’s 

post-hoc test using GraphPad InStat v3.02 

software. The results are given as a mean ± 

SEM of at least three independent experi-

ments. Results were considered significant at 

p values ≤ 0.05. 

 

RESULTS 

IL-34 is expressed by osteosarcoma cells, 

promotes osteosarcoma progression and 

increases the establishment of lung metasta-

ses 

 The expression of IL-34 was first analysed 

by qPCR in 12 biopsies of human osteosar-

comas (Supplementary Data 2A). The results 

clearly demonstrated that all osteosarcoma 

tissues expressed IL-34 (Supplementary Data 

2B) with apparent heterogeneous expression 

levels. In addition, our data were validated 

in a cohort of 27 osteosarcoma biopsies de-

scribed by Dr Yamada from the National 

Cancer Center of Tokyo [26] (GEO Series 

GSE14827) in which all osteosarcoma sam-

ples expressed IL-34 (Supplementary Data 

2C, D). The expression of IL-34 was next as-

sessed in 4 human osteosarcoma cell lines 

(HOS, U2OS, SaoS2, MG63) and was demon-

strated in all cell lines studied (Supplemen-

tary Data 2B). We next assessed the expres-

sion of IL-34 by various osteosarcoma cells in 
vitro and its regulation by TNF-α and IL-1β. IL-

34 messenger RNA was detectable in non-
stimulated cells. Stimulation with TNF-α and 

IL-1β resulted in a significant dose-

dependent induction of IL-34 mRNA (Sup-

plementary Data 3A). Confocal microscopy 
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analyses confirmed that TNF-α and IL-1β up-

regulated the expression of IL-34 by osteo-

sarcoma cells at the protein level compared 

to untreated cells (Supplementary Data 3B). 

IL-34 expression was then analyzed by 

imunoshistochemistry in human osteosar-

coma biopsies. In all samples studied, most 

of osteosarcoma cells exhibited a positive 

nuclear and/or cytoplasmic immunostaining 

for IL-34 (Supplementary data 4A-D). As pre-

viously observed for giant cell tumours of 

bone, multinucleated cells also expressed IL-

34 staining (Supplementary Data 4A) [16] in 

contrast to osteocytes which were negative 

(Supplementary Data 4B).  

 To determine the potential role of IL-34 

in the pathogenesis of osteosarcoma, hu-

man HOS osteosarcoma cell line expressing 

a very low level of IL-34 (Supplementary Da-

ta 2B), was genetically modified to overex-

press the corresponding cytokine. The vol-

ume of the tumours induced in Nude mice 

by the different cell line generated was then 

compared (Figure 1A). IL-34 overexpression 

increased significantly the tumour progres-

sion compared to the control groups (non 

transduced cells and HOS cells transduced 

with an empty vector) (p < 0.001). Indeed, 

the mean tumour size of established tumours 

from IL-34-overexpressing HOS cells (2131 +/- 

392 mm3) was 57% higher compared to con-

trol group (1359 +/- 146 mm3 for the empty 

vector transduced HOS cells (Figure 1A).  

 

Similarly, the progression of the tumours in-

duced by M-CSF-transduced HOS cells was 

significantly upmodulated compared to the 

control groups (at day 27, tumour volumes: 

1805 +/- 218 mm3 for the M-CSF group, com-

pared to 1201 +/- 180 mm3 for the non trans-

duced control group, p < 0.01) (Figure 1A). 

Because osteosarcoma cells exhibit a high 

ability to induce lung metastases, we com-

pared the number of lung metastases 

formed with the different cell lines generat-

ed (Figure 1B). Interestingly, at an equivalent 

volume of primary tumours (1500 mm3), the 

number of lung metastases formed in groups 

overexpressing IL-34 and M-CSF were signifi-

cantly higher than in the control groups (p < 

0.05 and p < 0.001 respectively) (Figure 1B). 

Overall, these data reveal that IL-34 and M-

CSF promote osteosarcoma development 

and facilitate the lung metastatic process.  

 

IL-34 upmodulates the formation of neo-

vessels in HOS mouse osteosarcoma  

To examine the mechanisms underlying 

the effect of IL-34 and M-CSF on tumour 

progression, histopathological investigations 

were carried out on the tumour tissues. At 

the endpoint of the experiment (tumour size: 

1500 mm3), CD146+ vessels into the tumour 

mass were assessed by immunohistochemis-

try (Figure 1C). The density of neo-vessels 

was significantly increased in tumours over-

expressing IL-34 compared to the control 

group (Figure 1C, p<0.05). CD31 showed 

similar patterns of expression strengthening 

the pro-angiogenic effect of IL-34 (Supple-

mentary Data 2). M-CSF over-expressing HOS 

cells exhibited a slight but not significant 

increase in the CD146+ and CD31+ vessels 

(Figure 1C, Supplementary Data 2). To con-

firm the pro-angiogenic effect of IL-34 in 

vivo, we used an in vivo Matrigel® plug as-

say, a non tumour model. As shown in Sup-

plementary Data 3, plugs from the PBS con-

trol group and plugs containing M-CSF alone 

were mostly translucent and pale, indicating 

little or no vessel formation after two weeks. 

In contrast, plugs containing FGF-2 and IL-34 

alone were redder, indicating the very early 

stages of a vasculature. However, plugs 

containing IL-34 and FGF-2 together had a 

modest non-stimulatory effect on angiogen-

esis compared to FGF-2 alone. IL-34 alone 

was able to recruit endothelial cells to form 

vascular structures within the Matrigel® plugs. 

In addition, plugs treated concurrently with 

FGF-2 and M-CSF had an intense red colour, 

indicating the presence of abundant new 

capillary vasculature formation. An analysis 

of haemoglobin content confirmed that 

FGF-2 and M-CSF together enhanced neo-

angiogenesis compared to M-CSF alone 

(Supplementary Data 3). Thus, M-CSF ap-

peared to enhance the FGF-2-induced re-

cruitment of circulating cells, suggesting a 

synergistic effect on angiogenesis in vivo. 

These data demonstrate that IL-34 is a pro-

angiogenic factor in vivo and suggest its 

implication in tumour development. 

 

IL-34 induces tubular morphogenesis of 

ECFCs in Matrigel® and its activity depends 

on cell surface glycoaminoglycans 

 We next explored in vitro the mechanis-

tic effect of IL-34 in endothelial cells. We first 

focused our work on ECFCs because this cell 
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type is currently proposed as the cell type at 

the origin of newly-formed vessels. Prolifera-

tion was examined by measuring cell phos-

phatase activity based on the release of 

pNPP measured after 48 h of incubation in 

basal medium (EBM2, 5% FCS) containing IL-

34 or M-CSF. 

 

 

IL-34 clearly demonstrated a bell-shaped 

response curve with optimum proliferation 

occurring at 50 ng/mL (p<0.01) and an inhib-

itory activity at high doses (Figure 2A) 

whereas M-CSF enhanced ECFC prolifera-

tion in a concentration-dependent manner, 

starting at 6 ng/mL after 48h of incubation 

(Figure 2B). IL-34 acts in synergy with FGF-2 to 

enhance cell proliferation (p<0.01 versus 

FGF-2 alone, Figure 2C).   

 ECFCs were incubated overnight in star-

vation medium then stimulated for 24h with 

IL-34 or M-CSF in basal medium, with or with-

out FGF-2 before seeding on Matrigel® for 

18h. Without FGF-2 pretreatment, ECFC did 

not form any tubular structures, even in the 

presence of 50 ng/mL IL-34 and 100 ng/mL 

M-CSF, remaining as individual cells or small 

aggregates (Figure 2D). In contrast, 18h after 

seeding, pretreatment with FGF-2 promoted 

ECFC organization into branched structures 

and pseudotubes with enclosed areas 

(p<0.01) (Figure 2E).  

 

 

 

The tubular network was significantly more 

extensive in the presence of 50 ng/mL IL-34 

(p<0.001) or 100 ng/mL M-CSF (p<0.001), 

inferring enhanced differentiation (1.3- and 

1.8-fold respectively).  

 This effect is correlated with the activa-

tion of signalling pathways in ECFCs and in 

HUVECs (Figure 3, Supplementary Data 7). In 

ECFCs, IL-34 rapidly induced the phosphory-

lation of FAK, Src and ERK1/2 compared to 

the non-treated cells, in contrast to Akt 

phosphorylation, which was slightly reduced 

after 15 minutes of treatment (Figure 3A, 

Supplementary Data 7). Similarly, IL-34 in-

duced a very rapid increase of Src and FAK 

phosphorylated in HUVECs, in contrast to 

ERK1/2, which was slightly activated and to  

Figure 2: IL-34 and M-CSF mediates the proliferation of endothelial colony-forming cells 

(ECFCs) and the tubule formation. (A-B) IL-34 and M-CSF induce ECFC proliferation in a 

dose-dependent manner after 48h of incubation. (C) IL-34 induces additive effect in the 

presence of FGF-2 after 24h of culture. (D-E) After 24h of culture in basal medium, in the 

presence or absence of 50 ng/mL IL34and 100 ng/mL M-CSF, ECFCs were immediately 

seeded on Matrigel® in growth factor-depleted basal medium. After 18h of culture the 

cells were fixed and stained with Giemsa. IL-34 and M-CSF induce tubular morphogene-

sis by ECFCs cultured in Matrigel®. (D) Light-micrographs showing the typical appear-

ance of tubules formed by control and pretreated ECFCs in Matrigel® (original magnifi-

cation: x4). (E) Comparison of the mean (± SEM) total length of tubules (% of control 

ECFCs) formed in 4 independent experiments. Results are normalized to untreated 

ECFCs * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001, ### p < 0.001 vs FGF2-stimulated ECFCs. 
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Akt phosphorylation which decreased after 

15 minutes of treatment (Figure 3B, Supple-

mentary Data 7). In addition, after 10 

minutes of treatment, IL-34 induced the 

phosphorylation of p38 in HUVECs (Figure 3C, 

Supplementary Data 7). In both cell types, 

M-CSF induced the phosphorylation of Src, 

FAK and ERK1/2 and did not modulate Akt 

phosphorylation (Figures 2A, B). As ex-

pected, FGF-2 markedly increased the 

phosphorylations of p38, ERK1/2 and Src that 

are not altered in the presence of M-CSF 

(Figure 3C). P-38 and P-Src induced by FGF-2 

were decreased by addition of IL-34 (Figure 

3C). We analysed by RT-qPCR the expression 

of M-CSFR, the main IL-34 receptors, in the 

endothelial cells studied (data not shown). 

Because M-CSFR was not expressed by en-

dothelial cells (data not shown) and that 

glycosaminoglycans are strongly involved in 

the biology of endothelial cells, we investi-

gated their involvement in IL-34-induced 

angiogenesis (Figures 3D, 3E). The pretreat-

ment of HUVECs by a cocktail of enzymes 

composed by chondroitinases and hepa-

rinases resulted in a disorganization of 

branched structures and pseudotubes 

formed in Matrigel® (Figure 3D). In addition,  

the abrasion of glycosaminoglycans resulted 

in impaired IL-34 signalling in HUVECs (Figure 

3E). Overall, these data strengthen the im-

plication of glycosaminoglycans in IL-34-

induced angiogenesis. 

 

IL-34 promotes the recruitment of M2 TAM in 

osteosarcoma 

 Given the involvement of IL-34 in osteo-

sarcoma tumour growth and its ability to 

induce, in vitro, the differentiation of human 

monocytes into immunosuppressive macro-

phages [15], we investigated by immuno-

histochemistry the populations of osteosar-

coma-associated macrophages. As shown 

in Figure 4, HOS osteosarcoma was moder-

ately infiltrated by macrophages revealed 

by IBA-1 staining. Interestingly, IL-34-

overexpressing tumours exhibit a three fold 

increase of the IBA-1 positive TAM com-

pared to the control group (Figure 4A, p < 

0.01) whereas M-CSF-overexpressing tumours 

showed a slight but non significant increase 

of TAM number. We then investigated the 

infiltration of M2 macrophages by arginase-1 

expression (Figure 4B). The number of Ar-

ginase-1 macrophages was markedly in-

creased in the tumour tissue formed by IL-34- 

Figure 3: The cell signalling induced by IL-34 in endothelial cells depends on cell surface glycosaminoglycans.  
Human ECFCs (A) and HUVECs (B-C) were treated with 200 ng/mL of IL-34 or M-CSF in the presence or absence of 5 

ng/mL FGF-2 for 1 to 15 minutes. FAK, Akt, Src, ERK1/2 and p38 phoshorylations were analyzed by Western blot com-

pared to the levels of GAPDH. (D) ECFCs were pretreated for 2 h at 37°C with a mixture of 0.5 U/mL heparinase I, II and 

III, and 0.2 U/ml chondroitinases A, B, and C, for 30 min before 50 ng/mL IL-34 stimulation. ECFCs were then seeded on 

Matrigel® in growth factor-depleted basal medium. After 18h of culture the cells were fixed and stained with Giemsa. 

Light-micrographs show the typical appearance of tubules formed by IL-34 pretreated ECFCs in Matrigel®, markedly 

reduced after enzymatic treatment (original magnification: x4). (E) Same enzymatic treatment as described above 

abolishes the IL-34-induced signalling pathways in HUVECs. 
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and M-CSF-transduced cells compared to 

the control group [a 5- (p < 0.05) and 6- (p < 

0.01) fold increase for M-CSF and IL-34 re-

spectively compared to the empty vector 

HOS cells, Figure 4B]. These data demon-

strate that IL-34 promotes the recruitment of 

M2 macrophages in osteosarcoma. 

 

 

IL-34 pre-conditioning promotes mono-

cyte/CD34+ adhesion to activated HUVEC 

monolayers under physiological shear stress 

conditions 

 We next investigated whether IL-34 had 

a direct effect on monocyte adhesion to the 

endothelium, under physiological flow con-

ditions. Freshly isolated monocytes were 

stimulated for 30 min with 50 ng/mL in medi-

um supplemented with 5% FCS, prior to ad-

hesion. We used a flow-based adhesion as-

say using HUVEC monolayers to investigate 

the binding of cytokine-stimulated mono-

cytes to an activated endothelium. The ex-

perimental conditions mimicked the shear 

forces encountered by cells adhering to 

vascular endothelial cells in vivo. As shown in 

Figures 5A-B, incubation of monocytes with 

recombinant IL-34 significantly increased the 

percentage of adherent monocytes (163% 

versus 100% control after 10 min; p<0.05), an 

effect similar to that observed with SDF-1 

pre-treatment [22].  

 IL-34 pre-treatment increased the rate 

of cell tethering to the activated modelled 

endothelium by about 50% at a shear rate of 

50sec-1 (Figure 5C).  

 

 
Figure 5: IL-34 significantly increases the adherence of 

monocytes to activated-endothelium under shear stress 

conditions. Before flow perfusion, freshly isolated mono-

nuclear cells were incubated for 30 min in RPMI 1640, 

10% FCS, supplemented or not with 50 ng/mL IL-34, 

labelled with calcein and then perfused over a conflu-

ent HUVEC monolayer previously activated at a shear 

rate of 50s-1 according to the procedure described in 

Zemani et al.22. (A, B) Adhesion of treated mononuclear 

cells to HUVEC monolayer. Arrow: calcein-labelled 

mononuclear cells adherent to the HUVEC monolayer. 

 
Figure 4: IL-34 increases the recruitment of TAM and their differentiation toward M2 phenotype. Human HOS osteo-

sarcoma cells overexpressing IL-34 (HOS-IL34), M-CSF (HOS-M-CSF) or transduced by the empty vector (HOS pLv105) 

were inoculated in close proximity to the tibia of female Rj:NMRI-nude mice (n=8 per group). All mice were sacri-

ficed by cervical dislocation at an equivalent volume of 1500 mm3 and immunohistochemical assessment of IBA-1 

and Arginase-1 was carried out. (A) Total IBA-1+ macrophages infiltrate into the tumor mass. (B) M2 Arginase-1+ 

macrophage infiltrate in the tumours. The percentage of IBA-1 and Arginase-1 positive staining area was reported 

to the region of interest (R.O.I.) determined by ImageJ software (B). *p < 0.05 compared to the control HOS group. 
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(C) Fractions of adherent and tethering cells in each 

experimental group. (D) Differential adherence be-

tween IL-34-treated monocytes and control cells at 

shear rates up to 2500 s-1. Values are mean ± SEM of 

seven determinations. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

compared to the untreated control group.In addition, 

IL-34-stimulated monocytes adhered more strongly and 

were more resistant to washing than control untreated 

cells, at shear rates up to 2500 s-1 (Figure 5D). A similar 

experiment was carried out on CD34+ cells and the 

results were compared to those of monocytes. Il-34 

treatment of CD34+ cells resulted in a further 2-fold 

increase in cell adhesion similarly to monocytes 

(p<0.001, Figures 6A-B) (Supplementary Video 1, Sup-

plementary Video 2).  

 

Figure 6: IL-34 significantly increases the adherence of 

CD34+ cells to activated-endothelium. CD34+ cells were 

incubated as described in Figure 5 and the results were 

compared to those of monocytes.  IL-34 treatment of 

CD34+ cells resulted in a further 2-fold increase in cell 

adhesion on activated HUVECs, similar to monocytes 

(A-B). The effects on CD34+ stem cell tethering were 

comparable to those observed with monocytes (C-D). 

However, the resistance to detachment of IL-34-treated 

CD34+ cells was lower than with monocytes in the same 

experimental conditions (E-F). * p < 0.05; **p < 0.01; ***p 

< 0.001 compared to the control group. 

 

The effect on CD34+ stem cell tethering was 

comparable to that observed with mono-

cytes (Figure 6C-D). However, the resistance 

to detachment of IL-34-treated CD34+ cells 

was lower than with monocytes in the same 

experimental conditions (Figures 6E-F) (Sup-

plementary Video 3) 

 

DISCUSSION 

 Inflammation is a key biological process 

enabling the tissues to develop a host de-

fense mechanism to injury, infectious agents, 

cancers or immune dysregulation. It is now 

recognized that endothelial cells play a cen-

tral role in these mechanisms [27]. The in-

flammatory environment is effectively char-

acterized by an enrichment of immune cells 

(neutrophils, eosinophils, mast cells, NK cells, 

macrophages, dendritic cells and lympho-

cytes) that promote angiogenesis by releas-

ing pro-angiogenic factors and by remodel-

ling the extracellular matrix, allowing blood 

vessel formation [28]. In return, endothelial 

cells from neo-vessels increase the inflam-

mation by recruiting immune cells locally, 

facilitate their extravasation and macro-

phage polarization [29]. In addition, the hy-

poxia environment exacerbates this phe-

nomenon [30]. 

 The present data demonstrated that 

osteosarcoma cells express IL-34. Osteosar-

coma cells originate from a mesenchymal 

stem cell committed toward osteoblastic 

differentiation [31]. Previous works showed 

that IL-34 was produced in bone marrow 

[32] and in osteoblasts [33] and that expres-

sion was increased by inflammatory cyto-

kines such as TNF- and IL-1β [18, 33]. Similar-

ly, TNF- and IL-1 β upmodulated the expres-

sion of IL-34 in osteosarcoma cell lines. It is 

admitted that an inflammatory environment 

is established during the tumour develop-

ment. In this context, the IL-34 production by 

osteosarcoma cells (as shown in human bi-

opsies) would facilitate the formation of 

blood vessels and the macrophage infiltra-

tion by modifying the tumour microenviron-

ment. Indeed, IL-34 exerts pro-angiogenic 

function both in vitro and in vivo and for the 

first time that IL-34 can regulate the prolifera-

tion of endothelial colony-forming cells. Our 

data are in then agreement with those pub-

lished by Emese et al. revealing a potential 

role of IL-34 in angiogenesis associated to 

inflammatory arthritis [34]. The indirect role of 

M-CSF in angiogenesis has already been 

reported by its ability to recruit mononuclear 

phagocytes that increase VEGF levels [7] or 

by the induction of systemic VEGF from skel-

etal muscles [35]. Based on the present da-

ta, and similar to M-CSF, IL-34 exhibits direct 

effects on endothelial cells. IL-34 effectively 

activates the signalling pathway in endothe-

lial cells, and controls their proliferation and 

the formation of pseudotubes in vitro and in 

Matrigel® plugs in vivo. In addition, the pro-
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angiogenic activity of IL-34 required the 

presence of glycosaminoglycans. Heparan 

sulfate and chondroitin sulfate influence 

multiple cellular properties such as prolifera-

tion, differentiation, migration and angio-

genesis, most often by regulating the biolog-

ical activities of cytokine/growth factors [36-

38]. While the effects observed are inde-

pendent of the autocrine SDF-1 (data not 

shown), IL-34 may modulate angiogenesis 

by stimulating the secretion of VEGF, IP-10, 

MCP-1 or IL-8 (data not shown), data in 

agreement with those published by Eda et 

al. [17]. Recently, Nandi et al. identified the 

receptor-type protein-tyrosine phosphatase 

ζ (PTP-ζ) as a novel IL-34 receptor [39]. PTP-ζ is 

in fact predominantly expressed as a chon-

droitin sulfate proteoglycan and is highly 
abundant in the brain. In addition, PTP-ζ is 

expressed by endothelial cells and regulates 

endothelial cell migration by a strong inter-

action with ανβ3 [40]. Overall, these data es-

tablished a direct effect of IL-34 in endothe-

lial cells through its binding to cell mem-

brane-associated glycosaminoglycans. This 

binding may explain in part the therapeutic 

benefit of glycosaminoglycans in the treat-

ment against synovial inflammation in arthri-

tis [41]. 

 IL-34, like M-CSF, plays a part in the in-

flammatory process by the control of mac-

rophage survival, migration and polarization 

[13, 14, 16, 18]. IL-34 drives in vitro the polari-

zation of macrophages towards an immuno-

suppressive phenotype and function [15], 

data in agreement with our present in vivo 

observations. Numerous reports have de-

scribed the accumulation of TAMs in tumour 

mass during their development. TAM density 

is associated with poor prognosis and re-

lease of trophic factors for tumour cells and 

angiogenesis. Consequently, TAMs facilitate 

the metastatic process [42]. In osteosar-

coma, Buddingh et al. demonstrated that 

macrophages in osteosarcoma have both 

M1 and M2 characteristics. In addition, these 

authors observed an interesting relationship 

between CD14+/CD163+ M2 macrophage 

and angiogenesis [43]. Our results are in 

agreement with these data and strengthen 

the involvement of IL-34 in the inflammation 

associated with cancer development. In-

deed, IL-34 promotes the adhesion of mon-

onuclear phagocytes (monocyte/CD34+) to 

activated endothelial cells under physiologi-

cal shear stress conditions. Il-34 may main-

tain the cancer inflammatory process by 

facilitating the extravasation of mononucle-

ar phagocytes and may orientate the polar-

ization of these cells toward an M2 pheno-

type. The phenomenon would be complet-

ed by the pro-angiogenic effect of IL-34 

related to the M2 macrophage polarization 

and/or recruitment that increases the tu-

mour vasculature as shown in vivo in the 

osteosarcoma model. Tumour growth and 

metastatic dissemination are significantly 

reduced in mice bearing an inactivation of 

the Macrophage-Colony Stimulating Factor 

(M-CSF) gene, due to angiogenesis impair-

ment [44]. Similarly, DeNardo et al. provide 

evidence that the response to chemothera-

pic agents is partly controlled by the invad-

ed mononuclear phagocytes [45]. In their 

work, chemotherapy induces mammary 

epithelial cells to produce pro-

monocyte/macrophage factors such as M-

CSF and IL-34 which enhance TAM infiltra-

tion. Interestingly, an antagonist inhibitor of 

the M-CSF receptor abolished M-CSF and IL-

34 activities and improved the survival of 

animal-bearing tumours (reduced initial tu-

mour development and lung metastases). 

 In conclusion, our results identify IL-34 as 

a novel cytokine promoting osteosarcoma 

progression by increasing the tissue vascula-

ture, by stimulating the recruitment of mac-

rophages and their differentiation toward 

M2 phenotype. Consequently, IL-34 appears 

as a pro-metastatic regulator in osteosar-

coma. By regulating mononuclear phago-

cyte adhesion to the endothelium, angio-

genesis and macrophage recruitment, our 

data suggest also that IL-34 may play also a 

major role in inflammatory diseases. Target-

ing the M-CSF/IL-34/M-CSFR triad represents 

promising therapeutic approaches in oncol-

ogy and autoimmune disorders. 
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2. Figures supplémentaires de l’article et résultats complémentaires 

2.1. Expression de l’IL-34 dans l’ostéosarcome 
 

Le M-CSF est fortement exprimé dans différentes lignées humaines d’ostéosarcome (KHOS, 

U2OS, Sa-OS2 et MG63) alors que l’expression de l’IL-34 est faible (Figure 41).  

 

 
 

Les cellules MG63 sont celles qui expriment le plus le M-CSF, ce qui est cohérent avec leur 

production de M-CSF soluble (500 pg/mL environ). Cependant, aucune lignée n’exprime le ré-

cepteur au M-CSF, et ces résultats ont été confirmés par cytométrie en flux en prenant les CD14+ 

comme contrôle positif (données personnelles). Malgré une expression d’IL-34 faible dans les 

lignées d’ostéosarcome, son expression est plus importante dans les biopsies d’ostéosarcome 

obtenues chez 12 patients de 16 à 80 ans qui présentaient en majorité une tumeur localisée au 

niveau du fémur. Cette expression d’IL-34 est confirmée par une analyse transcriptomique réali-

sée sur 27 biopsies d’ostéosarcome et présente dans la banque de données GEO (NCBI) (Figure 

42). Les cellules HOS transduites surexpriment bien le M-CSF et l’IL-34 avant inoculation des cel-

lules in vivo à la fois au niveau transcriptionnel et protéique. En effet, la lignée HOS M-CSF produit 

environ 500 pg/mL de M-CSF pour une densité moyenne de cellules (40 000/cm2) contre environ 

50 pg/mL pour la lignée parentale, et l’IL-34 est exprimée pour plus de 30% des cellules HOS IL-34 

alors que la protéine n’est pas détectable dans la lignée parentale. Les populations obtenues 

sont polyclonales pour représenter l’hétérogénéité tumorale.  

Cette expression est stable puisqu’à la fin des expériences in vivo (environ une trentaine de 

jours après inoculation des cellules) les tumeurs surexpriment toujours le M-CSF et l’IL-34 (Figure 

43). 

Figure 41 : Expression de M-CSF et d’IL-34 dans les 

lignées d’ostéosarcome.  

Le M-CSF est fortement exprimé dans quatre lignées 

d’ostéosarcome : KHOS, U2OS, Sa-OS2 et MG63, alors 

que l’expression d’IL-34 est très faible. 
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Case Gender 
 

Age 
years 

Location Histology 

1 F 55 Sacrum Secondary OS, 
telangiectatic 

2 M 62 Pelvis Osteoblastic 

3 M 18 Femur Osteoblastic with 
telangiectatic 

component 

4 M 22 Femur Osteoblastic 

5 M 26 Femur Osteoblastic 

6 M 27 Femur Osteoblastic 

7 M 28 Femur Osteoblastic 

8 F 80 Femur OS on Paget 
Osteoblastic 

9 F 27 Femur Low grade OS, 
Parosteal 

10 M 18 Humerus Osteoblastic with 
telangiectatic 

component 

11 M 16 Femur Osteoblastic 

12 M 16 Humerus Chondroblastic 
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Supplementary Data 1: Human osteosarcoma expressed IL-34. (A) Clinical features of 12 

osteosarcoma treated at the University  Hospital of Nantes (Department of Orthopaedic Surgery, France). 

(B) IL-34 expression by quantitative PCR performed in human osteosarcoma biopsies (patients 1-12) and 

in human HOS, U2OS, Saos2 and MG63 osteosarcoma cell lines. IL-34 mRNA expression was 

normalized to the HPRT expression. (C) Clinical characteristics of 27 osteosarcoma patients and (D) 

relative IL-34 expression in the corresponding biospie specimens from GEO bank.  OS: osteosarcoma. 

C 

Case Gender 
Age  

Years Location Histology 

OSR07 M 19 Tibia Osteoblastic 

OSR13 F 9 Femur Telangiectatic 

OSR17 F 13 Tibia Osteoblastic 

OSR18 M 14 Tibia Osteoblastic 

OSR20 M 12 Femur Osteoblastic 

OSR24 F 14 Femur Osteoblastic 

OSR25 M 13 Femur Osteoblastic 

OSR26 M 19 Femur Osteoblastic 

OSR27 F 15 Femur Osteoblastic 

OSR28 F 9 Tibia Osteoblastic 

OSR32 M 19 Femur Osteoblastic 

OSR35 F 19 Tibia Fibroblastic 

OSR39 M 18 Tibia Osteoblastic 

OSR45 M 21 Femur Osteoblastic 

OSR46 M 18 Femur Chondroblastic 

OSR47 M 14 Femur Chondroblastic 

OSR48 M 8 Humerus Osteoblastic 

OSR49 M 24 Tibia Osteoblastic 

OSR50 F 8 Tibia Osteoblastic 

OSE01 M 14 Femur Osteoblastic 

OSE02 F 38 Femur Osteoblastic 

OSE05 M 12 Femur Chondroblastic 

OSE08 F 20 Femur Osteoblastic 

OSE09 M 16 Tibia Osteoblastic 

OSE14 M 25 Humerus Osteoblastic 

OSE15 F 15 Femur Telangiectatic 

OSE16 M 13 Tibia Osteoblastic 
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Figure 42 : Supplementary Data 1 de 

l’article 1 

Human osteosarcoma expressed IL-

34. (A) Clinical features of 12 osteo-

sarcoma treated at the University 

Hospital of Nantes (Department of 

Orthopaedic Surgery, France). (B) IL-

34 expression by quantitative PCR 

performed in human osteosarcoma 

biopsies (patients 1-12) and in hu-

man HOS, U2OS, Saos2 and MG63 

osteosarcoma cell lines. IL-34 mRNA 

expression was normalized to the 

HPRT expression. (C) Clinical charac-

teristics of 27 osteosarcoma patients 

and (D) relative IL-34 expression in 

the corresponding biospie speci-

mens from GEO bank.  OS: osteosar-

coma. 

 

Figure 43 : Supplementary Data 2 de l’article 1. 

Validation data of the IL-34 and M-CSF expres-

sion by transduced HOS osteosarcoma cells. 

HOS osteosarcoma cells transduced by M-CSF 

(A) and IL-34 (B) overexpressed in vitro the cor-

responding cytokines compared to the control 

cells (empty vector, pLv105) at the transcrip-

tional level [as demonstrated by quantitative 

PCR (A, B)] and at the protein level [as demon-

strated by ELISA assay (A) and flow cytometry 

(B)]. Similarly, M-CSF and IL-34 were also over-

expressed compared to control group (pLv105 

vector) in explanted tumour tissues established 

from inoculation of M-CSF- or IL-34-transduced 

HOS osteosarcoma cells (C). For quantitative 

PCR, HPRT gene expression was used as the 

invariant control. 
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Il faut noter que l’expression d’IL-34, comme l’expression du M-CSF, peuvent être induites 

dans ces lignées d’ostéosarcome après stimulation par des cytokines pro-inflammatoires comme 

le TNF-α ou l’IL-1β (Figure 44), comme cela avait été montré sur des ostéoblastes (Eda et al. 2010) 

ou sur des fibroblastes synoviaux (Chemel et al. 2012). Suivant la lignée d’ostéosarcome utilisée, 

la cinétique d’expression ou la dose minimale pour induire le pic d’expression des cytokines va-

rient. De plus, certaines cellules semblent mieux répondre au TNF-α qu’à l’IL-1β et inversement. 

Ainsi, chez la lignée U20S, l’expression de l’IL-34 est plus fortement induite par l’IL-1β (x80) que par 

le TNF-α (x2,5). Au contraire, l’expression du M-CSF est plus fortement induite par le TNF-α (x13) 

que par l’IL-1β (x2,5). De même, il faut de plus fortes doses d’IL-1β pour induire l’expression d’IL-34 

(10 ng/mL) alors qu’1 ng/mL de TNF-α est suffisant pour obtenir l’induction maximale. Le compor-

tement inverse est observé pour le M-CSF) (Figure 45). De la même façon, le TNF-α et l’IL-1β indui-

sent l’expression de M-CSF et d’IL-34 dans la lignée humaine d’ostéosarcome HOS, et comme 

dans la lignée U2OS l’expression de M-CSF est induite plus fortement par le TNF-α (x13), alors que 

Figure 44 : Supplementary Data 3 de l’article 1. 

 TNF-α and IL-1β increase IL-34 mRNA expression in various osteosarcoma cells. (A) U2OS osteosarcoma cells 

were stimulated with increased dose (0,1–25 ng/ml) of TNF-α or IL-1β for 8 h. After incubation, IL-34 mRNA lev-

els were determined by RTqPCR, normalised to GAPDH. (B) MG63 osteosarcoma cells cultured on plastic 

chamber on microscope glass slides were treated or not with 10 ng/mL of TNF-α or IL-1β for 24 h. IL-34 expres-

sion detected by Alexa Fluor 488-conjugated antibody (green), actin filaments detected by alexa fluor 546-

conjugated phalloidin (red), and nuclei stained by DAPI (blue) were observed by confocal microscopy. A 

representative experiment is shown. 
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celle de l’IL-34 l’est plus par l’IL-1β (x17). La régulation de l’expression du M-CSF et de l’IL-34 par 

les cytokines pro-inflammatoires est rapide, avec un pic d’expression dès 2 heures de traitement 

(Figure 46). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Un marquage immunohistochimique de l’IL-34 sur des biopsies d’ostéosarcome permet 

de localiser l’expression de la cytokine, qui se trouve principalement au niveau du cytoplasme 

ou du noyau des cellules d’ostéosarcome et de cellules multinucléées proches des cellules tu-

Figure 45 : L’expression du M-CSF et 

de l’IL-34 peut être induite par les 

cytokines pro-inflammatoires TNF-α 

et IL-1β de façon dose-dépendante 

dans la lignée U2OS.  

Les cellules d’ostéosarcome hu-

maines U2OS ont été stimulées pen-

dant 8 heures en présence de 0,1 à 

25 ng/mL de TNF-α ou d’IL-1β, puis 

l’expression du M-CSF ou de l’IL-34 

est analysée par RT-qPCR, normali-

sée par rapport à l’expression de la 

GAPDH et rapportée au contrôle 

non-stimulé (CT) pour observer 

l’induction. Les différents graphes 

représentent la moyenne de trois 

expériences indépendantes avec 

les écarts-types standards. 

 

Figure 46 : L’expression du M-CSF 

et de l’IL-34 est induite par les 

cytokines pro-inflammatoires 

TNF-α et IL-1β dans la lignée HOS 

de façon temps-dépendante.  

Les cellules d’ostéosarcome 

humaines HOS ont été stimulées 

de 2 à 24 heures en présence de 

10 ng/mL de TNF-α ou d’IL-1β, 

puis l’expression du M-CSF ou de 

l’IL-34 est analysée par RT-qPCR, 

normalisée par rapport à 

l’expression de la GAPDH et 

rapportée au contrôle pris au 

temps initial pour observer 

l’induction.  
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morales. Au contraire certaines cellules comme les ostéocytes et la matrice osseuse sont bien 

négatives (Figure 47).  

  

 
 

Figure 47 : Supplementary Data 4 de l’article 1. 

IL-34 is expressed by osteosarcoma cells. IL-34 expression was analyzed by immunohistochemistry in human 

osteosarcoma biopsies. In all samples studied, most of osteosarcoma cells showed a positive immunostain-

ing for IL-34 (A-D). (A) Multinucleated cells (arrow) closely located to tumour cells (asterik) also expressed IL-

34 staining. (B) In contrast to osteosarcoma cells (asterik), no IL-34 expression was observed in osteocytes. 

Osteosarcoma cells exhibited a nuclear (C) and a cytoplasmic immunostaining (D). 

 

2.2. Rôle pro-tumoral de l’IL-34 dans un modèle murin d’ostéosarcome 
 

 Après inoculation de cellules d’ostéosarcome HOS en site paratibial chez la souris immuno-

déficiente (Rj :NMRI-nude), les cellules qui surexpriment le M-CSF ou l’IL-34 favorisent la vitesse de 

développement de la tumeur (Figure 1A article 1). De la même façon, dans une seconde expé-

rience où les souris sont euthanasiées à volume tumoral équivalent de 1500 mm3, le nombre de 

métastases pulmonaires est plus important dans les groupes HOS M-CSF et HOS IL-34 (Figure 1B 

article 1 et Figure 51).  

 

 

 

 

 

Supplementary Data 4: IL-34 is expressed by osteosarcoma cells. IL-34 expression was analyzed by 

imunoshistochemistry in human osteosarcoma biopsies. In all samples studied, most of osteosarcoma cells showed a 

positive immunostaining for IL-34 (A-D). (A) Multinucleated cells (arrow) closely located to tumour cells (asterik) also 

expressed IL-34 staining. (B) In contrast to osteosarcoma cells (asterik), no IL-34 expression was observed in 

osteocytes. Osteosarcoma cells exhibited a nuclear (C) and a cytoplasmic immunostaining (D).  
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 Il faut noter que la prolifération des différentes lignées obtenues à partir de la lignée paren-

tale est similaire in vitro (Figure 48). Le développement tumoral est corrélé à l’importance de 

l’angiogenèse, puisque le nombre de vaisseaux CD146+ ou CD31+ est significativement plus im-

portant dans le groupe IL-34 (Figure 1C article 1 et Figure 49). En effet, une différence de vascu-

larisation était déjà visible macroscopiquement après euthanasie des souris, avec de gros vais-

seaux apparents dans les tumeurs M-CSF et IL-34 (Figure 50).  

 

 
 

Figure 49 : Supplementary Data 5 de l’article 1. 

IL-34 and M-CSF increase the neo-formation of CD31+ vessels in a mouse osteosarcoma model. Human HOS 

osteosarcoma cells over-expressing IL-34 (HOS-IL34), M-CSF (HOS-M-CSF) or transduced by the empty vector 

(HOS) were inoculated in close proximity to the tibia of female Rj:NMRI-nude mice. All mice were sacrificed 

by cervical dislocation at an equivalent volume of 1500 mm3 and immunohistochemical assessment of 

CD31 was carried out, as previously done for the CD146 staining. 

100 µM 

HOS-MCSF 

100 µM 100 µM 

HOS 

100 µM 

HOS-IL-34 

50 µM 50 µM 50 µM 

CD31 Negative CT  

Supplementary Data 5: IL-34 and M-CSF increase the neo-formation of CD31+ vessels in a mouse osteosarcoma model. 
Human HOS osteosarcoma cells over-expressing IL-34 (HOS-IL34), M-CSF (HOS-MCSF) or transduced by the empty vector 

(HOS) were inoculated in close proximity to the tibia of female Rj:NMRI-nude mice. All mice were sacrificed by cervical 

dislocation at an equivalent volume of 1500 mm3 and immunohistochemical assessment of CD31 was carried out, as 

previously done for the CD146 staining. 

 

Figure 48 : Prolifération de la lignée parentale HOS et des li-

gnées modifiées avec le vecteur vide (Mock), avec un vecteur 

codant pour le M-CSF humain (M-CSF), avec un vecteur co-

dant pour l’IL-34 humaine (IL-34) ou avec un vecteur codant 

pour le M-CSFR humain (Fms).  

150 000 cellules sont ensemencées à J0, et les cellules sont 

comptées manuellement à J1 puis J2 pour évaluer la proliféra-

tion. Le graphique représente la moyenne des ratios J2/J1 sur 

trois expériences indépendantes réalisées en triplicats. Aucune 

différence significative n’est observable entre les différentes 

lignées. 
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Figure 50 : Aspects des tumeurs et des métastases pulmonaires après euthanasie des souris. 

À gauche, les tumeurs des groupes M-CSF et IL-34 semblent présenter un réseau vasculaire plus dense, 

avec de plus gros vaisseaux (flèches noires). Les tumeurs apparaissent un peu vertes car les cellules tumo-

rales ont été modifiées pour exprimer l’eGFP. À droite, un poumon d’une souris M-CSF qui présente plusieurs 

métastases dont certaines sont indiquées par des flèches noires. 

 

 En effet, l’angiogenèse et le développement tumoral sont également corrélés à l’infiltration 

des macrophages associés aux tumeurs, puisque la densité de macrophages IBA-1+ est plus im-

portante dans le groupe IL-34 (Figure 4A article 1). Comme la plupart des macrophages associés 

aux tumeurs, ces macrophages ne sont pas de type M1, puisque peu de cellules sont INOS+, 

même s’il est possible d’en observer quelques-unes dans certaines tumeurs (Figure 51).  

  

 

  

 De plus, les macrophages immunosuppresseurs de type M2 sont significativement plus nom-

breux dans les groupes M-CSF et IL-34 (Figure 4B article 1). 

 

 Les tibias des souris ont également été analysés par microtomodensitométrie aux rayons X 

pour évaluer l’impact de la tumeur sur l’os sain. L’analyse de la morphologie osseuse révèle une 

ostéolyse importante du tibia et du péroné, mais également une formation d’os ectopique en 

feu d’herbe au contact de la tumeur caractéristique de la pathologie. Une fracture au niveau 

Figure 51 : Exemple de marquage INOS sur 

une tumeur du groupe contrôle possédant 

quelques macrophages positifs. Les flèches 

noires indiquent des macrophages forte-

ment positifs pour INOS. 
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de la plaque de croissance est souvent observée dans les groupes contrôles, et s’avère systéma-

tique dans le groupe M-CSF. Au contraire, ces fractures ne sont pas observables dans le groupe 

IL-34, dont le tibia est recouvert jusqu’à l’épiphyse proximale d’un os compact dense, et beau-

coup plus épais que dans les autres groupes (Figure 52). 

 

 
 

Figure 52 : Analyse du volume osseux au niveau du tibia et du péroné dans l’expérience arrêtée à temps 

équivalent. 

A) Reconstructions 3D après analyse des tibias par microtomographie à rayons X. Le tibia de la patte con-

trolatérale est pris comme témoin d’un os sain. Les pattes portant des tumeurs contrôles (HOS et HOS Mock) 

et M-CSF ont subi une ostéolyse importante qui se traduit par des fractures, notamment au niveau de la 

métaphyse et du haut du péroné. Ces factures ne sont pas observables dans le groupe HOS IL-34. Excepté 

les tibias des souris du groupe HOS Fms qui présentent une légère ostéolyse, tous les tibias portent une for-

mation d’os ectopique importante en feu d’herbe. Le volume osseux total est significativement plus impor-

tant dans le groupe HOS IL-34 comparé aux groupes contrôles. B) Radiographie des animaux permettant 

de voir la masse tumorale, les plages d’ostéolyse et la formation anormale de tissu osseux. Les tibias portant 

les tumeurs apparaissent déformés comparé aux pattes controlatérales, sauf pour les souris du groupe Fms 

où le tibia présente une morphologie normale avec quelques plages d’ostéolyse. 

 

 Des analyses similaires ont été faites sur la deuxième expérience arrêtée à volume tumoral 

équivalent. La surexpression du M-CSF et de l’IL-34 dans le microenvironnement tumoral induit un 

remodelage osseux plus important, puisque le volume d’os ectopique est significativement 

augmenté (x1,5). Au niveau proximal du tibia, l’os cortical est détruit pour être remplacé par un 

tissu osseux anarchique induit par la tumeur (Figure 53). 
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Figure 53 : Analyse du volume osseux au niveau du tibia et du péroné dans l’expérience arrêtée à volumes 

tumoraux équivalents. 

A) Reconstructions 3D après analyse des tibias par microtomographie à rayons X. L’os sain est en blanc 

cassé, et l’os ectopique apparaît en gris-violet. À un développement tumoral équivalent, les tibias des 

groupes contrôles et M-CSF présentent toujours une ostéolyse importante au niveau de la métaphyse du 

tibia, tandis que dans le groupe IL-34 ces fractures liées à l’ostéolyse sont peu présentes. Le volume d’os 

ectopique formé par la tumeur est significativement plus important dans les groupes M-CSF et IL-34 compa-

ré au groupe contrôle Mock. B) Coupes transversales de l’os cortical au niveau du tibia proximal et distal. 

L’apposition d’os ectopique en feu d’herbe est plus marquée dans les groupes M-CSF et IL-34 dans les deux 

zones du tibia. 

 

2.3. L’IL-34 induit la formation de vaisseaux in vitro et in vivo et 

l’adhérence des leucocytes sur l’endothélium 
 

L’injection de FGF-2 ou d’IL-34 recombinants en sous-cutané chez la souris C57/BL6J dans des 

implants de Matrigel® induit la formation de néo-vaisseaux, quantifiée par le taux 

d’hémoglobine au sein de l’implant. Au contraire, le M-CSF n’induit presque pas l’angiogenèse 

au sein de l’implant. Néanmoins, l’injection de M-CSF ajouté au FGF-2 semble potentialiser la 

formation de capillaires induite par le FGF-2 seul. Au contraire, l’ajout d’IL-34 au FGF-2 n’a pas 

d’effet (Figure 54). In vitro, le M-CSF et l’IL-34 induisent la prolifération des précurseurs endothé-

liaux (ECFCs), avec une dose-dépendante néanmoins différente (Figure 2A-B article 1), et les 

deux cytokines potentialisent l’effet pro-prolifératif du FGF-2 (Figure 2C article 1). Par ailleurs, 

l’addition de M-CSF ou d’IL-34 seuls est incapable d’induire la formation de tubes en Matrigel®, 

contrairement au FGF-2. Néanmoins, l’addition de M-CSF ou d’IL-34 potentialise la formation de 

tubes induite par le FGF-2 (Figure 2D article 1).  
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Ces effets passent par l’activation des FAKs, de Src et de la voie MAPK (p38 et ERK1/2), 

alors que l’activation de la voie PI3K-Akt semble au contraire réduite (Figure 3A-C, Figure 55). De 

plus, ces effets semblent indépendants du M-CSFR, puisqu’aucune expression du récepteur n’a 

pu être détectée au niveau protéique (cytométrie, western blot) et au niveau transcriptionnel 

quelles que soient les conditions testées (hypoxie, extraction en Matrigel®, stimulation cellulaire 

par différents facteurs, etc.). Le RPTPβ/ζ est quant à lui détecté très faiblement au niveau trans-

criptionnel, et l’IL-34 agit en partie via les glycosaminoglycanes membranaires puisque leur abra-

sion diminue la signalisation et la formation de tubes induite en présence de FGF-2 (Figure 3A-C 

article 1).  

 

 
 

Figure 55 : Supplementary Data 7 de l’article 1. 

Western blot quantification. Bar graphs represent the relative densitometric values of phosphoproteins de-

tected in Figure 3. The luminescence detected with a Charge Couple Device camera was quantified using 

the GeneTools programme (Syngene, Cambridge, United Kingdom). 
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Supplementary Data 6: IL-34 and M-CSF modulate angiogenesis in 
vivo, in a mouse model of Matrigel® plug Assay. (A) Representative 

photographs of plugs excised on day 14 containing PBS (negative control); 

FGF-2 (350 ng/mL) used as a positive control, alone or with IL-34 (500 ng/

mL), M-CSF (500 ng/mL). (B) Haemoglobin quantification: values 

represent mean ± SEM of the haemoglobin content in Matrigel® plugs 

excised from C57Bl/6 mice (n=6 to 7 per experimental group). * p<0.05, ** 

p<0.01 and *** p<0.001 compared to the FGF-2 control group. 
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Gel of Figure 3B 

Supplementary Data 7: Western blot quantification. Bar graphs represent the relative densitometric values of phosphoproteins 

detected in Figure 3. The luminescence detected with a Charge Couple Device camera was quantified using the GeneTools programme 

(Syngene, Cambridge, United Kingdom).  

	

Figure 54 : Supplementary Data 6 de 

l’article 1.  

IL-34 and M-CSF modulate angiogene-

sis in vivo, in a mouse model of Mat-

rigel® plug Assay. (A) Representative 

photographs of plugs excised on day 14 

containing PBS (negative control); FGF-

2 (350 ng/mL) used as a positive control, 

alone or with IL-34 (500 ng/mL), M-CSF 

(500 ng/mL). (B) Haemoglobin quantifi-

cation: values represent mean ± SEM of 

the haemoglobin content in Matrigel® 

plugs excised from C57Bl/6 mice (n=6 to 

7 per experimental group). * p<0.05, ** 

p<0.01 and *** p<0.001 compared to 

the FGF-2 control group. 
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Par ailleurs, le M-CSF ou l’IL-34 induisent légèrement l’expression du SDF-1 au niveau trans-

criptionnel, mais aucune différence significative n’a été observée dans les surnageants de cul-

ture après un dosage ELISA. De plus, l’ajout de l’inhibiteur de son récepteur principal (CXCR4) 

n’inhibe pas la formation de tubes potentialisée par le M-CSF ou l’IL-34 (Figure 56). Ces effets 

semblent indépendants du VEGF et des MMPs puisqu’un traitement au M-CSF ou à l’IL-34 n’induit 

pas de variations nettes dans la production de VEGF, de MMP-2, de MMP-9 (testé par ELISA, 

données personnelles). 

 

 
 

Figure 56 : Cinétique d’expression du SDF-1 après stimulation au FGF-2, M-CSF et IL-34 et tubulogenèse en 

présence de l’AMD3100 qui bloque le CXCR4, le récepteur principal du SDF-1. 

À gauche, mesure de l’expression du SDF-1 par RT-qPCR après 2, 6 ou 12 heures de stimulation avec les 

différentes cytokines. L’IL-34 et le M-CSF semblent induire l’expression du SDF-1 après 6 et 12 heures, seuls ou 

en combinaison avec le FGF-2. À droite, tubulogenèse en Matrigel® en présence de l’AMD3100, inhibiteur 

du récepteur CXCR4 au SDF-1. La tubulogenèse ne semble pas affectée par l’inhibiteur, comme le montre 

la formation d’un réseau de tubes dense. 

 

 

Un pré-traitement de monocytes ou de cellules CD34+ à l’IL-34 augmente leur migration et 

leur adhérence sur un tapis de cellules endothéliales activées au TNF-α, dans un courant de ci-

saillement mimant les conditions physiologiques de la circulation sanguine. Enfin, la stimulation 

des monocytes à l’IL-34 conduit à la production de cytokines pro-angiogéniques comme l’IL-8, le 

MCP-1 ou l’IP-1 (ou CXCL-10) (Figure 57).  

 

 
 

Figure 57 : Les monocytes stimulés au M-CSF ou à l’IL-34 produisent des chimiokines pro-angiogéniques. 

Des monocytes CD14+ ont été isolés à partir du sang de donneur, et sont cultivés 48 heures en présence de 

M-CSF ou d’IL-34 ou en absence de cytokines (NS). L’expression de plusieurs cytokines/chimiokines a ensuite 

été dosée dans les surnageants par une analyse Bioplex. 
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2.4. Expression du M-CSFR dans les cellules d’ostéosarcome et dévelop-

pement tumoral 
 

 
 

Aucune des lignées d’ostéosarcome humaines testées n’expriment le M-CSFR, et la trans-

fection stable du récepteur dans ces cellules (HOS Fms) ne semble pas stimuler de façon auto-

crine ou paracrine la croissance des cellules (Figure 48). De plus, après injection in vivo en para-

tibiale la croissance tumorale des cellules HOS Fms est plus faible que celle des cellules modifiées 

avec le vecteur vide correspondant (HOS Mock) (Figure 58), et la microarchitecture osseuse est 

moins altérée, avec quelques plages d’ostéolyse mais très peu de formation ectopique osseuse 

(Figure 53). 

Figure 58 : Cinétique de développement tumoral 

de cellules HOS exprimant le récepteur au M-

CSF (HOS Fms) ou exprimant le vecteur vide cor-

respondant.  

Le récepteur au M-CSF a été cloné dans un vec-

teur pCDNA3,  puis les cellules HOS ont été modi-

fiées par transfection stable soit avec le vecteur 

vide, soit avec le vecteur codant pour le M-

CSFR. Les cellules ainsi modifiées sont injectées 

en paratibial chez les souris Rj : NMRI-nude (8 

souris par groupe), et le volume tumoral est me-

suré trois fois par semaine. La courbe représente 

les volumes tumoraux moyens ±SEM. 
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III. Conclusions et discussion 
 

 Les cellules humaines d’ostéosarcome expriment toutes fortement le M-CSF, mais 

n’expriment que faiblement l’IL-34 dans des conditions conventionnelles de culture. Cependant, 

l’expression de l’IL-34 dépend du microenvironnement dans lequel se trouvent les cellules tumo-

rales (Figures 45-48), et de façon similaire aux ostéoblastes l’expression de l’IL-34 peut être induite 

par le TNF-α ou l’IL-1β (Eda et al. 2010). Ces résultats pourraient expliquer la différence 

d’expression entre la lignée HOS en culture et les biopsies de tumeurs HOS/HOS Mock du modèle 

in vivo puisque les taux d’IL-34 exprimés par les cellules tumorales pourraient être augmentés par 

les facteurs du microenvironnement. L’analyse réalisée à partir des biopsies incluant le microenvi-

ronnement de la tumeur, il est également possible que l’expression d’IL-34 provienne du mi-

croenvironnement. Il a été montré que l’IL-34 était fortement exprimée par les fibroblastes du 

microenvironnement inflammatoire de certaines maladies chroniques (Boström et Lundberg 

2013; Chemel et al. 2012). De plus, une forte expression de l’IL-34 avait été montrée dans les tu-

meurs osseuses à cellules géantes tant au niveau des cellules géantes multinucléées de type 

ostéoclastique qu’au niveau des cellules stromales (Baud’Huin et al. 2010).  

 Nous avons pu montrer que l’IL-34 exerçait au même titre que le M-CSF un rôle pro-

angiogénique probablement indirect via le recrutement des macrophages associés aux tumeurs 

dans le modèle d’ostéosarcome. En effet, les tumeurs qui surexpriment l’IL-34 sont plus vasculari-

sées et possèdent un infiltrat macrophagique plus important avec une proportion plus impor-

tante de macrophages qui expriment l’arginase-1, marqueur des M2 chez la souris. Dans le mo-

dèle de plug de Matrigel®, la présence de FGF-2 seul dans l’implant induit la formation de néo-

vaisseaux, ce qui semble cohérent étant donné le rôle pro-angiogénique de ce facteur (Cully et 

al. 2006). La présence de M-CSF ou d’IL-34 seuls induit également la formation d’un réseau vas-

culaire in vivo, alors que in vitro les cytokines seules n’induisent pas la formation de tubes à partir 

de précurseurs endothéliaux (PECs) ou de cellules endothéliales (HUVECs) mises dans une ma-

trice de Matrigel®. De façon étonnante, l’addition de M-CSF et d’IL-34 potentialise le nombre et 

la taille des tubes formés en présence de FGF-2 suggérant un effet direct des cytokines sur les 

cellules endothéliales. Le M-CSF ou l’IL-34 contenus dans les implants de Matrigel® pourraient 

donc agir en synergie avec le FGF-2 présent in situ pour induire la vascularisation des implants. 

Néanmoins, étant donnée la présence faible de vaisseaux des implants contrôles de Matrigel™, 

il semble plus probable que le M-CSF et l’IL-34 permettent le recrutement dans les implants des 

macrophages qui induiront indirectement l’angiogenèse. En effet, dans le même modèle 

d’implants sous-cutanés de Matrigel®, Curry et al. ont récemment montré qu’au bout de 10 jours 

la présence de 100ng/mL de M-CSF dans l’implant induisait un recrutement important de ma-
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crophages et une vascularisation conséquente de l’implant (Curry et al. 2008). Il faudrait donc 

réaliser un marquage des macrophages au sein de l’implant afin de conforter cette hypothèse. 

 Il est important de souligner la pertinence du modèle murin d’ostéosarcome utilisé, avec 

l’injection de cellules tumorales en site orthotopique paratibial, qui, contrairement au modèle 

utilisé dans l’étude très intéressante de Kubota, permet d’étudier le métabolisme osseux (Kubota 

et al. 2009). En effet, ce modèle mime les caractéristiques majeures de la pathologie humaine, 

avec la formation de tissu tumoral mou lobulé, d’os ectopique en feu d’herbe, et l’existence de 

plages d’ostéolyse avec une destruction importante de l’os au niveau de la plaque de crois-

sance. Nous avons pu ainsi constater que de façon surprenante, la surexpression de M-CSF et 

d’IL-34 augmentait le volume osseux par la formation d’os ectopique. Néanmoins, les données 

histologiques et microtomographiques montrent la présence d’une ostéolyse massive, avec une 

destruction souvent totale de la plaque de croissance, en particulier dans le groupe M-CSF. 

Étant donné le rôle du M-CSF et de l’IL-34 dans l’ostéoclastogenèse, ces fractures ostéolytiques 

ne sont pas surprenantes, contrairement à la formation osseuse importante comme observée 

dans le groupe IL-34. Une cinétique de développement tumoral pourrait apporter quelques pré-

cisions sur ces mécanismes (Baud’Huin et al. 2010). En effet, une ostéoclastogenèse massive a 

certainement lieu dans un premier temps, faisant suite à une formation osseuse anarchique liée 

à la libération de nombreux facteurs ostéogéniques de la matrice osseuse. En effet, les activités 

ostéoclastiques et ostéoblastiques sont couplées par différents acteurs moléculaires, et le cercle 

vicieux qui s’établit entre les cellules tumorales et le microenvironnement osseux perturbe cet 

équilibre (Sims et Vrahnas 2014). L’activité ostéoclastique est augmentée, et des facteurs libérés 

de la matrice osseuse comme la PTH ou la PTHrP stimulent l’activité des ostéoblastes, et induisent 

la différenciation ostéogénique des cellules tumorales. Cependant, cette différenciation reste 

immature puisque les marqueurs de différenciation ostéogénique terminale comme 

l’ostéopontine ou l’ostéocalcine restent très peu exprimés dans l’os. En restant à un stade peu 

différencié les tumeurs conservent ainsi leur agressivité, leurs capacités prolifératives et de ré-

ponse aux facteurs de croissance de l’environnement (Wagner et al. 2011). Par ailleurs, le 

RPTPβ/ζ est surexprimé dans 73% des biopsies analysées de patients atteints d’ostéosarcome 

comparé à son expression dans des biopsies d’os sain. Cette différence significative n’est pas 

corrélée à la survie des patients ou à d’autres paramètres cliniques, mais étant donnée l’action 

de l’IL-34 via le RPTPβ/ζ la cytokine pourrait agir dans le microenvironnement via ce récepteur 

(Toledo et al. 2010). 

 Ces différents résultats montrent des effets de l’IL-34 sur des cellules du microenvironne-

ment tumoral : vaisseaux, macrophages et cellules osseuses (ostéoblastes et ostéoclastes). En 

effet, contrairement au TFG-β qui joue un rôle autocrine et paracrine sur les cellules 

d’ostéosarcome, l’IL-34 agit sur des cellules du microenvironnement, puisque les cellules tumo-

rales n’expriment pas le M-CSFR (Lamora et al. 2014). De plus, le TFG-β est également respon-
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sable de la polarisation des macrophages en M2, et l’IL-34 est capable d’augmenter son expres-

sion (Ma et al. 2012).  

 En conclusion, ce travail montre dans un modèle in vivo d’ostéosarcome que l’IL-34 favo-

rise la croissance tumorale et l’apparition de métastases pulmonaires, probablement grâce au 

recrutement des macrophages associés aux tumeurs polarisées en M2 qui permettent l’invasion 

tumorale, induisent l’angiogenèse au sein de la tumeur et régulent l’immunité anti-tumorale. L’IL-

34 exerce un rôle pro-angiogénique direct sur les cellules endothéliales, par un mécanisme en-

core indéterminé indépendant du M-CSFR mais qui pourrait impliquer les glycosaminoglycanes 

membranaires et des protéoglycanes comme le RPTPβ/ζ. Des marquages immunohistochimiques 

complémentaires permettraient de déterminer s’il existe des corrélations entre expression d’IL-34 

d’une part et vascularisation et infiltrat macrophagique d’autre part. Ces résultats seront à con-

fronter avec les données cliniques des patients (présence de métastases, grade de la tumeur, 

etc.). Des précisions sur le rôle de l’IL-34 dans le remodelage osseux lié à la pathologie de 

l’ostéosarcome seront également à apporter, et il faudra dans un premier temps observer la co-

localisation de l’IL-34 et du RPTPβ/ζ. 
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I. Introduction et rationnel de l’étude 

1. Les syndécans : des protéoglycanes membranaires complexes 

1.1. La famille des syndécans : structure et expression tissulaire 
 

Les syndécans sont des protéoglycanes transmembranaires de type I dont le squelette 

protéique fait 20 à 45 kDa, mais dont le poids moléculaire dépasse les 100 kDa une fois glycosy-

lés. Leur squelette protéique possède un long domaine extracellulaire constitué d’un peptide 

signal N-terminal et de 3 à 5 séquences consensus au niveau des résidus sérine des motifs sé-

rine/glycine, permettant l’attachement des chaînes d’héparane sulfate, chondroïtine sul-

fate/dermantane sulfate. L’unique domaine transmembranaire d’une vingtaine d’acides aminés 

permet l’insertion dans la membrane plasmique, et son motif très conservé GXXXG permet la 

dimérisation du syndécan. Le domaine C-terminal cytoplasmique (28 à 34 acides aminés) pos-

sède deux régions constantes C1 et C2 séparées par une région V variable (Tkachenko, Rhodes, 

et Simons 2005). Néanmoins, le syndécan est également présent sous forme soluble suite au cli-

vage protéolytique de son domaine extracellulaire. Il existe quatre membres dans la famille des 

syndécans, codés par quatre gènes différents (Figure 59).  

 

 
Figure 59 : La famille des syndécans. 

Modifié de (Pap et Bertrand 2013). 

 

Seuls les syndécans 1 et 3 peuvent posséder des chaînes de chondroïtine sulfate, sur des 

sites de glycosylation très proches de la membrane plasmique. Hormis le syndécan-4 (SDC-4 ou 

amphiglycane) dont l’expression est ubiquitaire, les autres syndécans sont exprimés de manière 

tissu-spécifique. Le syndécan-1 (SDC-1, syndécan ou CD138) est majoritairement localisé dans les 

tissus épithéliaux, le syndécan-2 (SDC-2 ou fibroglycane) est essentiellement exprimé dans les 

cellules mésenchymateuses comme les fibroblastes, et le syndécan-3 (SDC-3 ou N-syndécan) est 

surtout présent dans le système nerveux central et dans les cellules dérivant de la crête neurale. 
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Cependant, une expression du syndécan-3 est observée au niveau des plaques de croissance 

des os longs dans des embryons de poulet ou de souris, et ses transcrits sont très abondants dans 

le périoste diaphysaire alors qu’il est faiblement exprimé au niveau des ostéoblastes et des os-

téocytes de l’os trabéculaire (Lamoureux et al. 2007). 

1.2. Fonction des syndécans et signalisation 
 

Les syndécans possèdent des fonctions biologiques variées, accordées au nombre, au 

type et au degré de modification de leurs chaînes de glycosaminoglycanes. Ils sont impliqués 

dans le contrôle de la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration et l‘adhérence, ainsi 

que dans la coagulation sanguine, le métabolisme lipidique et la réponse immunitaire suite aux 

infections (Kwon et al. 2012). Les syndécans sont ainsi impliqués dans les contacts cellulaires en 

formant des complexes membranaires avec les molécules d’adhérence comme les intégrines. 

Les syndécans servent également de co-récepteurs capables de réguler l’action des facteurs 

de croissance comme le FGF en les liant par leurs chaînes d’héparane sulfate, formant ainsi des 

complexes de haute affinité. De même, le syndécan-3 possède la protéine midkine et le bFGF 

comme ligands dépendants de l’héparane sulfate. Les syndécans peuvent également induire 

directement un signal intracytoplasmique après fixation de leur ligand extracellulaire. Comme 

leurs domaines intracellulaires sont non-catalytiques, cette transduction passe essentiellement 

par la liaison de protéines impliquées dans la transduction du signal, ou par la liaison et la réor-

ganisation de protéines du cytosquelette. En formant des complexes membranaires avec les 

intégrines, la multimérisation du syndécan-4 (tétramérisation ou octamérisation) induit 

l’adhérence focale et la formation de fibres de stress via l’activation de la PKC par la région V 

intracytoplasmique du syndécan-4 (Okina et al. 2009). Les syndécans possèdent des résidus tyro-

sines très conservés au sein de leurs domaines C1 et C2, qui peuvent, une fois phosphorylés, servir 

directement de sites de recrutement pour des protéines à domaines SH2 comme les kinases. 

L’action de la pléiotrophine sur la croissance des neurites, par exemple, passe par le recrute-

ment d’effecteurs cytoplasmiques sur le syndécan-3. En effet, des protéines du cytosquelette 

comme la cortactine et la tubuline, ou des protéines SFKs comme Src ou Fyn se lient au domaine 

intracellulaire C1 du syndécan-3 et régulent l’adhérence focale et la migration cellulaire par 

l’activation de Src qui va par exemple phosphoryler la cortactine, et diminuer sa liaison à 

l’actine. Les syndécans lient aussi d’autres protéines comme la synténine au niveau de leur do-

maine intracellulaire C2 par l’intermédiaire de leur région globulaire PDZ (Rovira-Clavé et al. 

2014). Ces protéines intracellulaires contiennent des domaines SH3 ou des tyrosines phoshorylées 

pouvant être reconnues par les résidus SH2 d’autres protéines, responsables de l’activation de 

voies de signalisation comme la voie MAPK, ou du remaniement du cytosquelette. Enfin, le re-

groupement des syndécans à la membrane permet également l’internalisation des ligands ex-

tracellulaires. 
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1.3. Le syndécan-1 
 

Le squelette protéique du syndécan-1 est constitué de 310 acides aminés (32,5 kDa sans 

les chaînes de glycosaminoglycanes). Le domaine extracellulaire porte des chaînes d’héparane 

sulfate auxquelles se lient les ligands du syndécan-1, mais également des chaînes de chon-

droïtine sulfate. Différents facteurs comme l’hypoxie ou la transformation néoplasique semblent 

jouer sur la sulfatation des glycosaminoglycanes, influençant ainsi la fixation des ligands. Il existe 

des formes solubles du syndécan-1 obtenues par clivage de ce domaine extracellulaire juste 

après la membrane plasmique. Le domaine transmembranaire permet son ancrage dans la 

membrane, et le domaine intracytoplasmique contient deux régions constantes C1 et C2, qui 

interagissent avec des molécules de signalisation ou des protéines du cytosquelette 

(Zimmermann et David 1999). Comme pour les autres syndécans, le syndécan-1 participe à la 

prolifération, à la survie et à la différenciation cellulaire, mais aussi à la migration et aux rema-

niements du cytosquelette. Ce protéoglycane permet également les interactions avec les pro-

téines matricielles, mais aussi les cellules environnantes grâce à son interaction avec les inté-

grines αVβ3 et αVβ5 (Beauvais et al. 2009). Il sert de co-récepteur aux bFGF et VEGF en présentant 

ces ligands à leurs récepteurs respectifs. Ainsi, le syndécan-1 membranaire forme un complexe 

multimérique avec le FGFR1, et régule l’activation des voies de signalisation, tandis que le syn-

décan-1 soluble sert de réservoir aux FGFs, en contrôlant leur diffusion dans la matrice extracellu-

laire et en les protégeant de la protéolyse (Elenius et Jalkanen 1994). La forme soluble joue donc 

également un rôle majeur, et son importance a été reportée dans de nombreuses pathologies 

notamment en cancérologie où elle favorise l’angiogenèse. Elle fixe le bFGF et le VEGF pour les 

transporter jusqu’aux sites de néo-vascularisation. Il faut noter que des changements dans 

l’expression du syndécan-1 ont pu être notés au cours du développement, de la réparation tissu-

laire ou de la transformation néoplasique (Pantazaka et Papadimitriou 2014). Le syndécan-1 est 

utilisé comme marqueur tumoral pour détecter les cellules de myélome. Sa surexpression, et plus 

particulièrement celle de sa forme clivée, est facteur d’agressivité et de mauvais pronostic dans 

certains cancers comme le myélome multiple (Nikolova et al. 2009; Seidel et al. 2000). Dans le 

cas du myélome multiple, la destruction du tissu osseux est une complication majeure condui-

sant à une morbidité sévère. Cette ostéolyse est liée à la réduction des concentrations sériques 

d’OPG et à une biodisponibilité accrue de RANKL induisant l’activation des ostéoclastes et la 

prolifération tumorale. L’OPG se fixe sur les chaînes d’héparane sulfate du syndécan-1, puis est 

internalisée et dégradée par les cellules de myélome multiple (Standal et al. 2002). De plus, il faut 

souligner l’implication du syndécan-1 dans la migration des monocytes induite par l’OPG 

(Mosheimer et al. 2005). 
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2. Le M-CSFR : un récepteur commun au M-CSF et à l’IL-34 
 

De nombreux RTKs possèdent des co-récepteurs, comme les neuropilines pour le VEGFR, 

et leur activité peut être modulée par des protéoglycanes comme le syndécan-1 (FGFR, VEGFR) 

(Kirkbride, Ray, et Blobe 2005). Néanmoins, le M-CSF a toujours été décrit comme l’unique ligand 

du M-CSFR. La découverte de l’IL-34 en 2008 bouscule ce dogme, démontrant l’existence d’un 

deuxième ligand pour le M-CSFR (Lin et al. 2008). Les deux cytokines se fixent sous forme dimé-

rique sur le récepteur, activant la phosphorylation de ses résidus tyrosines et les voies de signalisa-

tion sous-jacentes comme celle des MAPKs (Figure 60). Malgré une phosphorylation des mêmes 

résidus tyrosines du M-CSFR, Chihara et son équipe reportent des différences au niveau de 

l’intensité et de la cinétique de phosphorylation. En effet, l’IL-34 induit une phosphorylation plus 

forte et plus transitoire du M-CSFR exprimé par transfection stable dans la lignée érythroblastique 

TF-1. 

 
Figure 60 : Le M-CSF et l’IL-34 partagent un récepteur commun, le M-CSFR. 

Tiré de (Droin et Solary 2010). 

 

Cette différence dans le profil de phosphorylation est très nette au niveau des tyrosines 

546 et 699, et se traduit par des variations au niveau de la signalisation intracellulaire, puisque 

l’activation des protéines FAKs est également plus intense, mais décroît rapidement en présence 

d’IL-34 (Figure 61). 

  

Figure 61 : Activation du M-CSFR par le M-

CSF et l’IL-34 dans la lignée érythroblas-

tique TF-1 modifiée pour exprimer le ré-

cepteur.  

A) Détection de la phosphorylation totale 

des résidus tyrosines par un anticorps anti-

phosphotyrosines. Les flèches indiquent 

une baisse plus rapide de la phosphoryla-

tion de certaines protéines en présence 

d’IL-34, dont celle du M-CSFR (150kDa), et 

les étoiles indiquent une phosphorylation 

plus importante en présence d’IL-34. B) 

Profil de phosphorylation de différentes 

tyrosines du M-CSFR en présence des cyto-

kines jumelles. 
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De plus, les MAPKs semblent légèrement plus phosphorylées chez des macrophages en 

présence d’IL-34, à l’inverse des STATs (Chihara et al. 2010). Néanmoins, d’autres auteurs décri-

vent une activation comparable du M-CSFR et de la voie MAPK-ERK1/2 en présence de M-CSF 

et d’IL-34 dans une lignée de macrophages (Wei et al. 2010). 

3. Le récepteur à activité tyrosine protéine phosphatase beta/zeta 

(RPTPβ/ζ) 

3.1. Identification et structure du RPTPβ/ζ 
 

Le RPTPβ/ζ, encore appelé PTPζ, RPTPβ, PTPRZ ou PTPRB est codé par le gène PTPRZ1, et 

est localisé sur le chromosome 7q31.3. Il ne doit pas être confondu avec le PTPβ, PTPRB, PTPB, ou 

encore VE-PTP dont le gène est localisé sur le chromosome 12q15-q21, et qui ne possède qu’un 

domaine à activité phosphatase, et un domaine extracellulaire composé uniquement de répéti-

tions de 16 motifs de fibronectine III. Ce dernier régule, en fonction du flux sanguin, la fonction 

des cellules endothéliales (survie, migration, etc.), et l’activation des VEGFR (Matozaki et al. 

2010). Le RPTPβ/ζ fut tout d’abord isolé en 1990 puis cloné en 1992 par Krueger and Saito sous le 

nom de RPTPβ (Krueger et Saito 1992). Ensuite, le PTPζ a été entièrement caractérisé par l’équipe 

de Levy en 1993, comme étant un protéoglycane de 250 à 300 kDa suivant son état de glycosy-

lation (Levy et al. 1993). Le RPTP β/ζ possède une séquence signal de 19 acides aminés, un large 

domaine extracellulaire de 1616 acides aminés, un domaine transmembranaire de 26 acides 

aminés et un domaine cytoplasmique de 653 acides aminés. Le domaine extracellulaire N-

terminal possède une partie anhydrase carbonique de 680 acides aminés idéale pour la liaison 

de petites molécules solubles, suivie de motifs de fibronectine III et d’un domaine espaceur. Le 

RPTPβ/ζ existe sous trois formes, résultant d’un épissage alternatif : une forme longue (ou PTPζ-A), 

une forme courte ne possédant pas les 860 acides aminés du domaine espaceur (PTPζ-B), et une 

forme sécrétée (PTPζ-S) composée uniquement du domaine extracellulaire du PTPζ-A, appelée 

aussi protéoglycane 3F8 ou DSD-1-PG, ou encore phosphacane (Canoll et al. 1996) (Figure 62). 

Ces trois formes possèdent des chaînes de chondroitine sulfate essentielles à la liaison des diffé-

rents ligands, bien que la forme PTPζ-B soit aussi détectée sans chaînes de glycosaminoglycanes 

(Nishiwaki, Maeda, et Noda 1998).  
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Figure 62 : Les trois formes de RPTPβ/ζ. 

D1 et D2 représentent les deux domaines phosphatases. 

3.2. Expression et fonction des différentes formes 
 

Le RPTPβ/ζ est très exprimé dans le cerveau, et joue un rôle dans le développement du 

système nerveux central du stade embryonnaire à l’âge adulte (Tableau 10). En effet, le RPTPβ/ζ 

permet la migration des cellules neuronales, l’élongation des axones, la formation et le fonction-

nement des synapses en régulant la phosphorylation et donc l’activation des canaux sodium II.  

 

 
 

Tableau 10 : Expression comparée du M-CSFR et du RPTPβ/ζ dans différents tissus. 

 

Les formes transmembranaires sont plutôt exprimées dans les cellules progénitrices gliales 

en prolifération tandis que le phosphacane est fortement exprimé dans les cellules gliales ma-

tures et donc plutôt lors de la différenciation cellulaire. De plus, l’expression du PTPζ-A est main-

tenue durant la période prénatale, et diminue rapidement après la naissance, alors que des 

quantités constantes de PTPζ-B sont exprimées tout au long de l’existence de la souris (Harroch 

et al. 2000).  

3.3. Activation et signalisation 
 

La pléiotrophine (PTN) est un ligand du RPTP β/ζ qui inhibe son activité phosphatase, de 

même que la protéine Midkine (ou 18-kDa heparin-binding protein) (Deuel et al. 2002). La liaison 
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des ligands conduit à la dimérisation du RPTPβ/ζ, et une hélice de chaque domaine phospha-

tase d’une unité réceptrice se déforme pour venir bloquer le site catalytique de l’autre chaîne 

du RPTPβ/ζ. L’accès des substrats au domaine phosphatase est alors bloqué, et ces protéines 

restent phosphorylées sur leurs résidus tyrosines, entraînant une activation accrue du signal 

transmis par ces protéines (Deuel 2013). Le maintien de la phosphorylation des tyrosines de la β-

caténine, de la β-adducine et de la p190RhoGAP explique ainsi les effets de la PTN sur 

l’adhésion cellulaire et le remaniement du cytosquelette (formation de faisceaux d’actine, mi-

gration neuronale, etc.) (Meng et al. 2000). Outre ces facteurs de croissance, le RPTPβ/ζ est aussi 

capable de se lier à des protéines matricielles comme les tenascines-C et –R, ou les molécules 

d’adhésion (Nr-CAM, L1/Ng-CAM, F3/contactin, N-CAM, et TAG-1/axonin-1). 

3.4. Un nouveau récepteur pour l’IL-34 
 

L’équipe de Stanley a montré récemment par chromatographie d’affinité avec de l’IL-34 

immobilisée à partir de lysats de cerveau de souris que le RPTPβ/ζ était également capable de 

fixer l’IL-34 (Nandi et al. 2013). Certaines zones du cerveau expriment fortement l’IL-34 sans que le 

M-CSFR y soit exprimé, suggérant l’existence d’un autre récepteur pour l’IL-34 (Nandi et al. 2012). 

L’IL-34 est capable d’induire une signalisation indépendamment du M-CSFR via le RPTPβ/ζ dans 

la lignée de glioblastome U251, et augmente la phosphorylation des FAKs et de la paxilline, en-

traînant l’inhibition de la prolifération, de la formation de colonies dans des essais clonogéniques 

et de la motilité cellulaire. Ces effets disparaissent après un traitement à la chondroïtinase ABC 

qui permet d’abraser les chaînes de chondroïtine sulfate à la surface cellulaire. La liaison de l’IL-

34 au RPTPβ/ζ est donc dépendante des chondroïtines sulfates (Nandi et al. 2013). L’expression 

abondante du RPTPβ/ζ dans le cerveau et sa colocalisation avec l’expression de l’IL-34 pour-

raient expliquer le rôle prédominant de la cytokine dans le développement de la microglie 

(Wang et al. 2012; Greter et al. 2012). L’expression abondante du RPTPβ/ζ dans les mélanomes 

suggère que ce protéoglycane participe au développement des mélanocytes, qui sont issus de 

la crête neurale (Goldmann, Otto, et Vollmer 2000). De plus, l’IL-34 est fortement exprimée par les 

kératinocytes et participe au maintien des cellules de Langherans dans la peau (Wang et al. 

2012; Greter et al. 2012). 

4. Existence d’autres récepteurs à l’IL-34 ? 
 

Yamane et al. décrivent la différenciation d’un sous-type particulier de monocytes de la 

rate (Lin−c-kit+) en lien avec l’axe IL-34/M-CSFR, mais qui dépend aussi du contact avec des cel-

lules dendritiques folliculaires, et donc d’une (des) autre(s) molécule(s) de surface. Le rôle spéci-

fique de l’IL-34 sur ces cellules myéloïdes immatures pourrait être lié au RPTPβ/ζ, dont la présence 

n’a pas été vérifiée chez ces types cellulaires. Cependant, la fixation requise de l’IL-34 sur le M-

CSFR pour induire la différenciation cellulaire suggère plutôt l’existence d’un co-récepteur. De 
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plus, le contact avec les cellules DCs folliculaires est nécessaire comme le montre la co-culture 

en chambre, et implique l’existence d’une autre molécule, suggérant un signal co-stimulatoire 

comme celui fournit par le CD137, un membre de la famille du TNF exprimé par les cellules den-

dritiques lorsqu’elles induisent directement la prolifération des cellules B (Yamane et al. 2014).  

 L’objectif de ces travaux a donc été d’étudier l’activation du M-CSFR dans des types 

cellulaires d’origine variée afin de regarder s’il existait une signalisation propre à l’IL-34 via ce 

récepteur commun au M-CSF. Ces travaux se sont en particulier focalisés sur l’existence de sites 

de fixation indépendants du M-CSFR et sur la caractérisation d’un autre récepteur pour l’IL-34.
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Background: Interleukin-34 (IL-34) is a twin cy-

tokine for the M-CSF that displays redundant 

and also singular activities. 
Results: IL-34 binds to chondroitin sulfates on 

cells lacking the M-CSFR, and syndecan-1 

modulates IL-34 activities. 
Conclusion: Syndecan-1 and chondroitin sul-

phates regulate IL-34 bioavailability and activi-

ties. 
Significance: New therapies targeting the IL-

34/M-CSF/M-CSFR axis must now take into ac-

count the existence of other receptors for IL-

34. 
 
ABSTRACT 

IL-34 is a challenging cytokine sharing 

functional similarities with M-CSF through M-

CSFR activation. It also plays a singular role 

that has recently been explained in the brain, 

through a binding to the receptor protein 

tyrosine phosphatase RPTPβ/ζ. The aim of this 

paper was to look for alternative binding of IL-

34 on other cell types. Myeloid cells (HL-60, U-

937, and THP-1) were used as cells intrinsically 

expressing M-CSFR, and M-CSFR was 

expressed in TF-1 and HEK293 cells. IL-34 

binding was studied by Scatchard and binding 

inhibition assays, using 125I-radiolabelled 

cytokines, and surface plasmon resonance. 

M-CSFR activation was analysed by Western 

blot after glycosaminoglycans abrasion and 

syndecan-1 overexpression. M-CSF and IL-34 

induced different patterns of M-CSFR 

phosphorylations, suggesting the existence of 

alternative binding for IL-34. Binding 

experiments and chondroitinase treatment 

confirmed low affinity binding to chondroitin 

sulfate chains on cells lacking both M-CSFR 

and RPTPβ/ζ. Amongst the proteoglycans with 

chondroitin sulphate chains, syndecan-1 was 

able to modulate M-CSFR activation by 

sequestrating IL-34 and by acting as a co-

receptor for IL-34, inducing signalling 

pathways through the M-CSFR. This paper 

provides evidence of alternative binding of IL-

34 to chondroitin sulfates and syndecan-1 at 

the cell surface, which may control IL-34 

bioavailability and modulate M-CSFR 

activation.  
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INTRODUCTION 

The discovery of interleukin-34 (IL-34) in 

2008 upset the functional biological concepts 

that had been admitted for many years be-

tween Macrophage Colony-Stimulating Factor 

(M-CSF) and its receptor, the M-CSF receptor 

(M-CSFR) (1,2). Like M-CSF, IL-34 promotes the 

survival and proliferation of monocytes, as well 

as their differentiation into macrophages (3). 

Macrophages induced by IL-34 have pheno-

types and functions that are similar to those 

differentiated by M-CSF, as both cytokines 

polarize these macrophages into immunosup-

pressive macrophages M2 (4). In addition, and 

in association with the Receptor Activator of 

Nuclear Factor Kappa-B Ligand (RANKL), IL-34 

can replace M-CSF to induce osteoclast for-

mation by stimulating the proliferation and 

adhesion of osteoclast precursors (5). The cy-

tokine also overlaps with the roles played by 

M-CSF in inflammation in degenerative bone 

diseases such as rheumatoid arthritis (6) and 

periodontal inflammation (7). All these effects 

are mediated by a cell-surface tyrosine kinase 

activity receptor, M-CSFR, encoded by the 

proto-oncogene c-fms, and also called c-fms, 

CD115 or CSF-1R (8). The homodimeric cyto-

kines M-CSF or IL-34 bind in a close way to the 

extracellular domain of M-CSFR, but with a 

different binding mode (9, 10), leading to re-

ceptor dimerization and differential  auto-

phosphorylation on its eight tyrosine residues 

(11). M-CSF/M-CSFR and IL-34/M-CSFR crystals 

have quite a similar shape, except a higher 

stability for the IL-34/M-CSFR complex (12). 

Chihara et al. showed some differences in the 

kinetics of M-CSFR phosphorylations and in the 

nature and intensity of phosphorylated tyro-

sine residues after M-CSF or IL-34 binding, 

which partly explains their ability to differential-

ly activate the monocyte/macrophage line-

age (13).  

M-CSFR knockout mice (14) exhibit a simi-

lar but more pronounced phenotype than 

op/op mice (14, 15) characterized by a more 

severe osteopetrosis and reduction of tissue 

macrophages. This observation suggested the 

existence of another ligand for the M-CSFR, 

and IL-34 was a perfect candidat. Although IL-

34 expression under the promoter of the M-

CSF gene rescues the phenotype of op/op 

mice, the cytokine also plays singular roles 

during brain development (16). Microglia and 

Langerhans cells effectively decrease dramat-

ically in IL-34 knockout mice, as in M-CSFR de-

ficient mice, while monocytes, lymphoid tissue 

macrophages and dendritic cells are not af-

fected. Besides, op/op mice show quite a 

conventional development of these cells (17-

19). These results identify specific IL-34 activity 

during embryogenesis and tissue homeostasis, 

and make it possible to better understand the 

tissue distribution and independent activity of 

IL-34 (20). 

IL-34 is highly expressed in both post-natal 

and adult brains, whereas M-CSFR expression, 

which is maximal in early development, dra-

matically decreases in adult brains (21). High 

expression of IL-34 despite an almost unde-

tectable expression of its receptor suggests 

the existence of other receptors for the cyto-

kine. In spite of overlapping and complemen-

tary activities between M-CSF and IL-34 

through M-CSFR activation, the “M-CSF twin” 

may also exert specific functions inde-

pendently of this receptor. The present study 

thus investigates a new binding mode for IL-34 

that may modulate the bioavailability and/or 

activities of this cytokine. This paper provides 

evidence of syndecan-1 as a new molecular 

actor in the M-CSF/IL-34/M-CSFR triad and 

proposes one explanation for the differential 

activation of the M-CSFR observed after M-

CSF and IL-34 stimulation. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

All experiments described in the manu-

script were repeated at least three times in 

independent experiments and representative 

experiments are shown. 

 

Reagents − Recombinant human Macro-

phage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), 

human interleukin-34 (IL-34), human M-CSF 

Receptor (M-CSFR), mouse IgG1 (control iso-

type) and antibody anti-human M-CSFR were 

obtained from R&D Systems (Abingdon, UK). 
Diaclone (Besanc ̧on, France) kindly provided 

the murine B-B4 anti-syndecan 1 (CD138) IgG1 

monoclonal antibody. Antibodies directed 

against human P-M-CSFR, P-Erk1/2, P-mTor, P-

Akt and the total form of proteins were pur-

chased from Cell Signalling (Ozyme, Saint 

Quentin Yvelines, France). Anti-β actin and 

total phosphorylated tyrosine antibodies were 

respectively provided by Sigma-Aldrich (Saint 

Quentin Fallavier, France) and Millipore (Mol-

sheim, France). Anti-Receptor Protein Tyrosine 

Phosphatase (RPTPβ/ζ, C-19 clone) and HRP-

conjugated secondary antibodies were ob-
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tained from Santa-Cruz (CliniSciences, Nan-

terre, France). Chondroitin sulfate salts from 

shark cartilage, heparin, heparan sulfate salts 

and chondroitinases A, B, C were purchased 

from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, 

France). 

 

Cell cultures − Cell lines used in the pre-

sent study were purchased from the American 

Tissue Cell Collection (ATCC, Molsheim, 

France). HEK293 (HEK), osteosarcoma 

MNNG/HOS (ATCC® Number: CRL-1547™) 

(HOS) were cultured in DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium, Lonza, Levallois-

Perret, France) supplemented with 10% foetal 

bovine serum (FBS; HyclonePerbio, Bezons, 

France) and 2 mmol/L of L-glutamine. HL-60, 

U937, THP-1 and TF-1cell lines were maintained 

in RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Lonza) 

supplemented with 10% FBS. In addition, TF-1 

cells were cultured in the presence of 3 ng/mL 

of GM-CSF according to ATCC recommenda-

tions. The human U251 glioblastoma cell line 

was kindly provided by Dr Mylène Dorvillius 

(ATLAB Pharma, Nantes, France) and cultured 

in DMEM supplemented with 10 % FBS. 

 

Cloning of the human M-CSFR gene and 

cell transfection − The human M-CSFR gene 

(NM_005211.3) was cloned in a pCDNA3.3 

TOPO TA vector (Life Technologies, Villebon sur 

Yvette, France) from the cDNA from a healthy 

donor CD14+. CD14+ cells were initially isolated 

from human peripheral blood donors provided 

by the French blood bank institute (Etablisse-

ment Français du Sang, Nantes, France, au-

thorization number: NTS 2000-24), by using 

MACS microbeads (MiltenyiBiotec, Germany) 

as previously described (5). The RT-PCR prod-

uct was obtained using the following primer 

sequences: Forward 5’-CACCATGGGCC 

CAGGAGTTCTGCTGCT-3’ and Reverse 5’-

AACTCCTCAGCAGAACTGATAGTTGTT-

GGGCTGCA-3’, and fully sequenced to 

check for the absence of functional mutations 

based on the sequences already published in 

the data bases. 

Embryonic HEK293 cells and osteosar-

coma HOS cells were transfected as de-

scribed below with the pCDNA3 empty plas-

mid or the pCDNA3 plasmid containing the M-

CSFR gene. To obtain a polyclonal population 

expressing the membrane M-CSFR, 5x106 cells 

were then stained with phycoerythrin (PE) 

conjugated antibodies directed against the 

M-CSFR and sorted out on a FACSAria III 

(Beckman Coulter, Villepinte, France). The 

cells expressing the M-CSFR were named re-

spectively HEK M-CSFR and HOS M-CSFR. The 

cells transfected with the empty pCDNA3 vec-

tor were called HEK Mock and HOS Mock. 

Erythroblastic TF-1 cells were transfected using 

an Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit by 

Lonza. Cell sorting was also carried out to iso-

late M-CSFR expressing cells (TF-1 M-CSFR).  

 

RNA isolation and real-time PCR − Total 

RNA was extracted using NucleoSpin®RNAII 

(Macherey Nagel, Duren, Germany) with one 

stage of DNase I treatment (25 units, 15 min) to 

prevent genomic contamination. 1 μg of total 

RNA was used for first strand cDNA synthesis 

using the ThermoScript RT-PCR System (Invitro-

gen). Real-time PCR was performed on 20 ng 

of reverse transcribed total RNA (cDNA), 300 

nM of primers and 2x SYBR Green Supermix 

(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). The 

analysis was performed according to the 

method described by Vandesompele et al. 

(22) using human glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) as the 

invariant control. Standard curves were ob-

tained using decreasing quantities of cDNA 

from the U251 cell line to validate the RPTPβ/ζ 

primers according to the MIQE guidelines (23). 

The sense and antisense primers used were: 

RPTPβ/ζ Forward: 5’-

GCAGAGCTGTACTGTTGACTT-3’, Reverse: 5’-

TGTGCTAGCTTAACCCTGCT-3’; GAPDH For-

ward: 5’-TGGGTGTGAACCATGAGAAG TATG-

3’, Reverse: 5’-GGTGCAGGAGGCATTG CT-3’. 

 

M-CSF and IL-34 binding assays − M-CSF 

and IL-34 were radio-labelled with iodine-125 

(125I) (which has specific radioactivity of 

around 2,000 cpm/fmol) using the chloramine 

T method, as described by Tejedor and Balles-

ta (24) and Godard et al (25). To determine 

the ability to bind to the cells of both cyto-

kines, 1x106 cells were incubated with increas-

ing concentrations of iodinated M-CSF or IL-34 

(up to 1nM) for 1 h at 4°C. Non-specific bind-

ing was determined in the presence of 100-

fold excess of the corresponding unlabelled 

cytokine. Specific binding was subsequently 

obtained by subtraction of this non-specific 

binding from the total binding signal. Regres-

sion analysis of the binding data was carried 

out using a one-site equilibrium binding equa-

tion (Graphit; Erithacus Software, Staines, U.K.) 
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and data were plotted in the Scatchard co-

ordinate system. Cross competition binding 

curves were obtained by adding simultane-

ously to the cells increasing amounts of a 

competitor cytokine together with a fixed, 

non-saturable concentration of a labelled 

cytokine. The inhibition curves obtained were 

analysed with an equation for competitive 

inhibition between two ligands for a common 

binding site. Curve fittings were performed 

using the Graphit data analysis programme. 

 

Surface Plasmon Resonance (SPR) assays 

− The SPR experiments were carried out on a 

BIAcore 2000 biosensor (BIAcore, Uppsala, 

Sweden). Recombinant human IL-34 (5µg/mL, 

in 5 mM maleate buffer pH=6.2) was covalent-

ly linked to the dextran matrix of a CM5 sensor 

chip (BIAcore, Uppsala, Sweden), previously 

activated with an ethyl (dimethylaminopropyl) 

carbodiimide/ N-hydroxysuccinimide 

(EDC/NHS) mixture. Immobilisation levels in the 

1300 RU range were then obtained. Residual 

active groups were inactivated by injection of 

ethanolamine 1M pH=8.5 for 10 min. The bind-

ing of decreasing concentrations of chon-

droitin sulfate salts, heparin or heparan sulfate 

salts was monitored, from 100 µg/mL and with 

a serial dilution of 1:3. Concentrations up to 

500 µg/mL were assessed for the heparin and 

heparan sulfate. The flow rate was around 30 

µL/min, and the chip was regenerated with 20 

mM NaOH between each cycle. The resulting 

sensorgrams were fitted using BiaEval 4.1 soft-

ware.  

Cell binding experiments were carried out 

in the SPRiplex II. The SPRi biochip-CH (H0550) 

was activated with an EDC/NHS mixture, and 

200 µg/mL IL-34 was spotted on it with a 

500µM tip for 30 min. The protein binding ca-

pacity of the IL-34 was controlled by injections 

of 1 and 2 µg/mL of recombinant human M-

CSFR on the chip after each regeneration 

cycle performed with 10mM glycine pH=1.5. 

HEK Mock cells (2x105 cells/mL) were then in-

jected on to the chip at 20 µL/min for 10 min. 

 

Flow-cytometry experiments − Membrane 

expression of the M-CSFR and syndecan-1 

were assessed with flow cytometry (Cytomics 

FC500; Beckman Coulter). Cells were incubat-

ed with PE-conjugated anti-human M-CSFR 

antibody or mouse IgG1 as the control for 30 

min. For syndecan-1 expression, the cells were 

first incubated for 90 min at 4°C with the anti-

syndecan-1 B-B4, before incubation with the 

PE-conjugated secondary antibody for 60 min. 

M-CSFR and syndecan-1 expressions were 

analysed using the CXP Analysis software 2.2 

(Beckman Coulter). 

 

Western Blot Analysis − The cells were col-

lected in a RIPA buffer (10 mM Tris pH8, 1 mM 

EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS con-

taining a cocktail of protease and phospha-

tase inhibitors: 1 mM sodium orthovanadate 

(Na2VO4), 1 mM phenylmethylsulforyl fluoride 

(PMSF), 10 mM sodium fluoride (NaF), 10 mM 

N-ethylmaleimide (NEM), 2 μg/ml leupeptin 

and 1 μg/ml pepstatine). The protein concen-

tration was determined using a BCA (bicin-

choninic acid) protein assay (Sigma Aldrich). 

40 μg of total protein extracts were prepared 

in a Laemmli buffer (62.5 mM Tris–HCl, pH 6.8, 

2% SDS, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 

0.001% bromophenol blue) and then separat-

ed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 

After electrophoretic transfer, the immobilon-P 

membranes (Millipore, Molsheim, France) were 

blotted with the antibodies referenced in the 

reagents section. The membranes were then 

probed with secondary antibodies coupled 

with horseradish peroxidase. Antibody binding 

was visualised with a Pierce enhanced chemi-

luminescence (ECL) kit (ThermoSientific, Illkirch, 

France). The luminescence detected with a 

Charge Couple Device (CCD) camera was 

quantified using the GeneTools programme 

(Syngene, Cambridge, United Kingdom). 

 

 

 

RESULTS 

IL-34 and M-CSF induce differential acti-

vation of the M-CSFR − We first analysed the 

membrane expression of M-CSFR in various 

human cells with flow cytometry. As expected, 

the HL-60, U937 and THP-1 myeloid cell lines 

intrinsically expressed this cytokine receptor, in 

contrast to the erythroblastic TF-1, epithelial 

HEK293 and HOS osteosarcoma cells which 

did not express the M-CSFR (Fig. 1A). The lack 

of M-CSFR expression by the TF-1, HEK and HOS 

cells was confirmed by quantitative PCR (data 

not shown). Marked expression of the M-CSFR 

at the cell membrane was observed in M-

CSFR transfected TF-1, HEK and HOS cells (Fig. 

1A).  
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FIGURE 1. IL-34 and M-CSF differentially activate the M-CSFR. (A) M-CSFR expression on the cell membrane of human 

cells analysed by flow cytometry. TF-1: erythroblastic leukaemia cell line, HEK293: embryonary cell line; HOS: osteosar-

coma cell line; HL-60, U-937 and THP-1: myeloid leukaemic cell lines; HOS M-CSFR and HEK M-CSFR: HOS and HEK stably 

overexpressing M-CSFR; HOS Mock and HEK Mock: HOS and HEK cell lines transfected with the empty control vector. 

The isotype IgG1 was used as the control (in grey on the graphs). (B-E) Western blot investigations of tyrosine phosphory-

lation patterns of M-CSFR and Erk1/2 phosphorylation after addition of 50, 100 or 200 ng/mL of IL-34 or M-CSF for 1 to 30 

minutes, in HEK M-CSFR (B), HOS M-CSFR (C), TF-1 M-CSFR (D) and THP-1 cells (E). 

 

 

Based on these observations, we investi-

gated the functionality of the receptor by 

studying the cell signalling induced by M-CSF 

and IL-34, the two identified ligands of the M-

CSFR (Fig. 1B-E). In HEK M-CSFR cells, both cy-

tokines induced in a dose- (data not shown) 

and time-dependent manner the tyrosine 546, 

699, 708, 723 and 923 phosphorylation of the 

receptor’s intracellular chains with a peak at 5 

min (Fig. 1B). Similarly, M-CSF and IL-34 in-

duced the phosphorylation of Erk1/2. Com-

pared to M-CSF, IL-34 induced a weaker acti-

 
 

FIGURE 2. IL-34 binds to M-CSFR with a high affinity. Increasing concentrations of 125I-labelled IL-34 (IL-34*) or 125I-

labelled M-CSF (M-CSF*) were incubated for 60 min at 4°C with 106 cells and bound and unbound fractions were 

determined as described in “Experimental Procedures”. Curve fitting was performed as described in the “Materials 

and Methods” section. Typical curves revealing a specific binding fraction of iodinated M-CSF on HEK M-CSFR cells 

(A) and of iodinated IL-34 on HEK M-CSFR (B) and THP-1 cells (C). Table summarizing the binding mode of M-CSF 

and IL-34 on the cells of interest (D). 
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vation of the signalling pathway mediated by 

M-CSFR activation, at the same dose and time 

(Fig. 1B). In the HOS M-CSFR cells, high doses of 

IL-34 (200 ng/mL) appeared more efficient at 

inducing the phosphorylation of the M-CSFR 

compared to M-CSF, unlike low doses of the 

cytokine (50 ng/mL) (Fig. 1C). This higher acti-

vation of the M-CSFR by IL-34 was also ob-

served with 100 ng/mL of cytokine in the TF-1 

M-CSFR cells, as demonstrated by fast and 

huge phosphorylation levels of the M-CSFR, 

data in agreement with Chihara et al. (13) 

(Fig. 1D). We then investigated M-CSFR activa-

tion in the THP-1 cells, which intrinsically ex-

pressed the receptor chains (Fig. 1E). Con-

sistent with the findings obtained with the TF-1 

M-CSFR cells, the M-CSFR and MAPK down-

stream signalling pathways were more acti-

vated by IL-34 than by M-CSF (Fig. 1E). Overall, 

these data revealed that IL-34 and M-CSF dif-

ferentially activated the M-CSFR signalling 

pathway according to the cell type studied. 

 

IL-34 binds to HEK and HOS cells lacking 

the M-CSFR − In light of the differential signal-

ling pathway induced by IL-34 and M-CSF, 

binding assays using 125I-ligands were carried 

out on the different cell lines of interest. A satu-

ration binding curve was obtained, which af-

ter Scatchard transformation, made it possible 

to estimate the affinity of IL-34 for the mem-

brane M-CSFR. 125I-IL34 bound all cell lines 

studied with an equilibrium dissociation con-

stant around 2 nM, 0.55 nM, 1 nM and 0.75 nM 

for U937, THP-1, HEK M-CSFR and HOS M-CSFR 

cells respectively (Fig. 2A-D). As expected, 125I-

M-CSF bound to the HEK M-CSFR and HOS M-

CSFR with a similarly high affinity (Kd = 0.35 nM). 

These data demonstrated the capacity of IL-

34 to bind with a high affinity to cell lines ex-

pressing the M-CSFR (Fig. 2D).  

We next assessed the potency of recom-

binant IL-34 and/or M-CSF to compete with 
125I-IL34 binding to cell surface receptors (Fig.s 

3A, B). The results demonstrated that cold IL-34 

and M-CSF differentially competed with the 
125I-IL34 binding sites expressed in the HEK M-

CSFR, as revealed by the slope factor of the 

inhibition curves (0.8 and 2 for M-CSF and IL-34 

respectively) (Fig. 3A,B). Similar results were 

obtained with the HOS M-CSFR cells (data not 

shown). 125I-IL34 binding assays were then per-

formed in HEK Mock cells transfected with the 

empty control vector that did not express the 

M-CSFR (Fig. 1A, Fig. 3C). Surprisingly, specific 

125I-IL34 specific binding sites were detected at 

the surface of the HEK Mock cells (Fig. 3C,D). 

This binding was characterised by a lower af-

finity (Kd = 14.6 nM) than those observed in the 

HEK M-CSFR (Fig. 2B). 

 

 
 

FIGURE 3. A new IL-34 binding independent of the M-CSFR. 

(A-B) Inhibition binding assays were carried out on HEK M-

CSFR cells. After incubation of HEK M-CSFR cells with a 

saturating concentration of 125I-labelled IL-34 (IL-34*), 

increasing doses of unlabelled IL-34 (A) or unlabelled M-

CSF (B) were added to the cells. (C) Binding of 125I-labelled 

IL-34 was assessed by Scatchard assay on HEK Mock cells 

which did not express the M-CSFR. (D) Competition assay 

of 125I-labelled IL-34 with unlabelled IL-34 was performed 

on HEK Mock cells. (E) Binding of HEK Mock cells on IL-34 or 

M-CSF spotted on a chip analysed by Surface Plasmon 

Resonance. Curves a and b respectively represent bind-

ing on IL-34 chip and M-CSF chip. 

 

In contrast to 125I-IL34, 125I-M-CSF did not 

bind to cells lacking the M-CSFR (Supplemen-

tary data 1). Complementary SPR experiments 

reinforced these results and confirmed the 

ability of the HEK Mock cells to bind to recom-

binant IL-34 spotted on a sensorchip, in con-

trast to recombinant M-CSF, as measured by 

the increasing percentage of reflectivity (Fig. 

3E). The results clearly demonstrated an addi-

tional binding mode for IL-34 independent of 

the M-CSFR.  

 

IL-34 binding to chondroitin sulfate chains 

modulates M-CSFR activation − As IL-34 bound 

with a relatively low affinity to cells that did not 

express the M-CSFR (HEK Mock and HOS 

Mock), cell signalling was further investigated 

in these cells after stimulation with a high dose 

of IL-34 (200ng/mL). As shown in Supplemen-
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tary data 2, the profile of the phosphorylated 

tyrosines was not modified after IL-34 stimula-

tion (Supplementary data 2A) and no modula-

tion of the different signalling pathways such 

as mTor, Akt, (Supplementary data 2B), β-

catenin, p38 and Erk1/2 (data not shown) was 

observed in the presence of IL-34. Consistent 

with the ability of IL-34 to bind to glycosa-

minoglycans (26), we assessed the IL-34 bind-

ing to chondroitin sulfate and hepa-

rin/heparan sulfate chains by SPR. The SPR 

sensorgrams revealed a low affinity binding of 

the various types of chondroitin sulfate to IL-34, 

with a Kd of 132 nM, 775 nM and 16.1 nM for 

chondroitin sulfates A (Fig. 4A), B (Fig. 4B) and 

C (Fig. 4C) respectively. On the contrary, hep-

arin (Fig. 4D) and heparan sulfate (data not 

shown) were not able to bind IL-34, even with 

high doses of up to 500 µg/mL. 

 

 
FIGURE 4. IL-34 binds to chondroitin sulfates but not to 

heparin/heparan sulfate chains. Interactions between IL-

34 and glycosaminogycans were studied by surface 

plasmon resonance technology. Chondroitin sulfate A (A), 

chondroitin sulfate B (B), chondroitin sulfate C (C), or hep-

arin (D) were injected on immobilised IL-34 using the pa-

rameters described in the “Materials and Methods” sec-

tion. 

 

In light of these data, the chondroitin sul-

fate chains may be behind the IL-34 binding 

to the HEK Mock and HOS Mock cells, as well 

as the differential signalling pathways induced 

by M-CSF or IL-34 in the HEK M-CSFR. To ex-

plore this hypothesis, HEK M-CSFR cells were 

then treated with chondroitinases A, B, C solu-

tion (chABC) to abrogate the chondroitin sul-

fates (CS) present at the cell surface prior to 

study of the M-CSF- or IL-34-induced signalling 

pathways. Consistent with the results present-

ed in Fig. 1B, the M-CSFR was less activated 

after addition of 50 ng/mL of IL-34 compared 

to stimulation with the same dose of M-CSF, as 

illustrated by the phosphorylation levels of ty-

rosines 546, 708 and 723 (Fig. 5A). Interestingly, 

the chABC treatment markedly increased the 

levels of M-CSFR phosphorylations induced by 

IL-34 as demonstrated by the phosphorylation 

levels of M-CSFR, whereas the response in-

duced by M-CSF remained unchanged (Fig. 

5A). Both cytokines were also pre-incubated 

with 1, 3 or 10 µg/mL CS salts for 1h at 37°C 

prior to their addition to the HEK M-CSFR cells. 

The addition of CS did not modulate the M-

CSF-induced signalling pathway (Fig. 5B). On 

the contrary, pre-incubation of CS with IL-34 

led to increased phosphorylation of the re-

ceptor tyrosines 708 and 723 (Fig. 5B). Overall, 

these data clearly demonstrated that CS 

strongly regulates the biological activities of IL-

34. 

 

 
FIGURE 5. Chondroitin sulfate chains regulate the M-CSFR 

phosphorylations induced by IL-34. (A) HEK M-CSFR cells 

were treated with a mixture of chondroitinases A, B and C 

for 90 min at 37°C, before addition of 50 ng/mL of M-CSF 

or IL-34 for 5 min. (B) HEK M-CSFR cells were pre-incubated 

with 1, 3 or 10 µg/mL of chondroitin sulfate salts for 90 min 

at 37°C before addition of 50 ng/mL of M-CSF or IL-34 for 5 

min. The phosphorylation patterns of the M-CSFR were 

assessed by Western blot. β-actin was used as a loading 

control. 

 

IL-34 binding to chondroitin sulfate is in-

dependent of the receptor protein tyrosine 

phosphatase β/ζ (RPTPβ/ζ) − RPTPβ/ζ, a prote-

oglycan mainly expressed in the central nerv-

ous system, was recently identified on the gli-

oblastoma cell line U251 as another receptor 

for IL-34 through its CS chains, explaining the 
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role of the cytokine in brain development (26). 

We then analysed RPTPβ/ζ expression in THP-1, 

TF-1, HOS Mock and HEK Mock cells. The 

RPTPβ/ζ was not expressed at either the tran-

scriptional or the protein levels in any of these 

cells in contrast to the U251 cells used as a 

positive control (Fig. 6). IL-34 binding to the 

HEK Mock and HOS Mock cells was conse-

quently independent of RPTPβ/ζ. 

 

 
FIGURE 6. HEK, HOS, THP-1 and TF-1 do not express the 

receptor protein tyrosine phosphatase RPTPβ/ξ. The ex-

pression of the receptor protein tyrosine phosphatase 

RPTPβ/ξ was assessed in the different cells used in the 

study both at the transcriptional level by quantitative RT-

PCR (A), where expression was normalised against GAPDH 

mRNA levels, and at the protein level by Western Blot, 

where β-actin was used as a loading control (B). 

 

Syndecan-1 is a new receptor for IL-34 − 

Within the proteoglycan families, the 

syndecans control a lot of biological functions, 

such as angiogenesis, cytokine bioavailability, 

cell adhesion/interactions, etc. To investigate 

the functional involvement of syndecans in IL-

34 biology, syndecans 1, 2 and 4 were individ-

ually overexpressed in the HEK M-CSFR cells 

and the phosphorylation levels of the M-CSFR 

were then analysed in the presence of IL-34. 

The overexpression of syndecan-1 in the HEK 

M-CSFR cells exacerbated the cell response to 

IL-34 (Fig. 7A,B).  

 

 
FIGURE 7. Syndecan-1 modulates the M-CSFR phosphory-

lations induced by IL-34. HEK M-CSFR were transiently 

transfected with a plasmid-encoding human syndecan-1. 

(A) Syndecan-1 expression analysed by flow cytometry, 48 

h after transient transfection. Syndecan-1 expression in 

Mock M-CSFR transfected with an empty vector of 

syndecan-1 (empty histogram). Syndecan-1 overexpress-

ing cells were stimulated with or without 50 ng/mL of IL-34 
for 5 min (B) in the presence or absence of 20 g/mL of 

syndecan-1 blocking antibody pre-incubated for 90 min 

(C). Similar experiments were performed on HEK M-CSFR 

(non transfected for syndecan-1) with or without IL-34 

and/or syndecan-1 (D). M-CSFR-R phosphorylations were 

assessed by Western Blot, with β-actin or GAPDH as a 

loading control. 

 

Indeed, this overexpression induced stronger 

activation of the M-CSFR when IL-34 was add-

ed compared to the effects in non-

transfected cells (NT) or cells transfected with 

an empty plasmid (Mock), as shown by the 

increased phosphorylations of 708, 723 tyro-

sines (Fig. 7B). In contrast, the overexpression 

of syndecan-2 or -4 did not have any impact 

on M-CSFR activation by IL-34 (Supplementary 

data 3). The addition of a blocking syndecan-

1 antibody reduced the IL-34-induced M-CSFR 

activation as measured by the levels of 708, 

723 tyrosine phosphorylations in cells overex-

pressing syndecan-1 (Fig. 7C). Surprisingly, an-

ti-syndecan-1 antibody upmodulated IL-34 

effects on M-CSFR activation in non transfect-

ed cells (Fig. 7C) while it did not modulate by 

itself the M-CSFR phosphorylation (Fig. 7D). To 

confirm the involvement of syndecan-1 in the 

IL-34 induced signalization, the syndecan-1 

gene expression was knocked down using 

specific human syndecan-1 siRNA. As ex-

pected, syndecan-1 siRNA significantly down 

regulated the expression of the membrane 

protein as observed by flow cytometry (Figure 

8A). Similarly to the addition of a blocking 

syndecan-1 antibody, the knocking down of 

syndecan-1 upregulated the M-CSFR phos-

phorylations (Figure 8B). Overall, these data 

demonstrated that syndecan-1 was able to 

modulate the biological activities of IL-34 

through the M-CSFR.  



Chapitre 2 : Le syndécan-1 est un récepteur de l’IL-34 

 

Article n°2, résultats principaux et résultats complémentaires 

 

-135- 

FIGURE 8: Syndecan-1 siRNA increases the phoshorylation 

M-CSFR induced  by IL-34. The syndecan-1 gene expres-

sion was knocked down using specific human syndecan-1 

siRNA. (A) Syndecan-1 expression analysed by flow cy-

tometry, 48 h after siRNA transfection. (B) Syndecan-1 

knocked down cells were stimulated with or without 50 

ng/mL of IL-34 for 5 min and M-CSFR-R phosphorylations 

were assessed by Western Blot, with β-actin or GAPDH as 

a loading control. Bar graphs show relative densitometric 

values of pTyr-723 normalized to the M-CSFR. Similar densi-

tometric measurments were obtained for pTyr-708, nor-

malized to the M-CSFR or to β-actin. A representative 

experiment is shown. 

 

DISCUSSION 

IL-34 and M-CSF are considered as “twin” 

cytokines sharing common M-CSFR chains. 

However, while both cytokines have some 

functional overlaps, they also have specific 

activities, especially in the differentiation and 

activation of the monocyte/macrophage 

lineage, effects in favour of the existence of 

an additional, unknown receptor for IL-34 (13, 

18-20). Recently, Nandi et al. (26) highlighted 

an alternative receptor for IL-34, the receptor 

protein tyrosine phosphatase β/ζ (RPTPβ/ζ), 

known to increase tyrosine phosphorylations of 

downstream proteins such as β-catenin, Src 

family kinases, focal adhesion kinase or Erk1/2. 

The present manuscript characterized a new 

binding mode for IL-34 to cells that express 

neither the M-CSFR, nor the chondroitin sulfate 

proteoglycan RPTPβ/ζ. This new IL-34 binding is 

dependent on chondroitin sulfate chains, and 

syndecan-1 was identified as regulating the IL-

34 activation levels of the M-CSFR. 

RPTPβ/ζ interacts with IL-34 through its 

chondroitin sulfate chains (26). These authors 

demonstrated with enzymatic treatment and 

CS addition that chondroitin sulfate compet-

ed with IL-34 for binding to the extracellular 

domain of RPTPβ/ζ, revealing binding de-

pendence on RPTPβ/ζ chondroitin sulfate 

chains. Like RPTPβ/ζ, chondroitin sulfate moie-

ties seem to be a prerequisite for IL-34 binding 

to syndecan-1. RPTPβ/ζ and syndecan-1 are 

transmembrane proteoglycans with common 

features. Both proteins have glycosaminogly-

cans on their ectodomain, and their intracellu-

lar C-terminal moiety interacts with proteins 

containing the PDZ domain (27, 28). The poly-

morphism of glycosaminoglycans attached to 

the protein core of syndecan-1 is due to dif-

ferent post-translational modifications and is 

directly linked to tissue-specific functions (29). 

Thus, the degree of glycosylation of the extra-

cellular domain explains the versatility of the 

syndecan family. Syndecan-1 belongs to a 

proteoglycan family including four members: 

syndecan-1 mainly expressed in epithelial cells 

(30), syndecan-2 mainly present in mesen-

chymal cells (31), syndecan-3 mostly found in 

neuronal and cartilage tissues (32) and 

syndecan-4 which is ubiquitously expressed 

(33). All members of this family have heparan 

sulphate chains but only syndecan-1 and 

syndecan-3 display chondroitin sulfate chains 

on their protein core. Syndecan-4 has been 

also described, to a lesser extent, in a chon-

droitin sulphate-associated form (34). Based 

on these data, IL-34 binding to the various 

syndecans must be considered according to 

tissue context and, for instance, IL-34 binding 

to syndecan-3 must not be excluded in the 

brain, especially regarding the importance of 

both IL-34 and syndecan-3 in the neuronal 

environment. 

Proteoglycans are commonly devoted to 

numerous biological functions (35) and it is 

accepted that they control the activities of a 

lot of cytokines/growth factors with or without 

glycosaminoglycan binding domains such as 

the heparin binding domain. Thus, the various 

proteoglycans serve as a reservoir for cyto-

kines/growth factors and also modulate their 

induced signalling pathways by acting directly 

on the cytokine/growth factors-receptor in-

teraction or by the regulation of cytokine acti-
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vation and/or turnover (36). In light of these 

pleiotropic activities, glycosaminoglycans may 

be involved in the sequestration of IL-34 at the 

cell membrane as revealed by the chon-

droitinase treatment that increased the phos-

phorylation levels of the M-CSFR induced by IL-

34 (Fig. 5A). Abrogation of membrane chon-

droitin sulphate chains may then reduce the 

trapping of IL-34 in these chains and may facil-

itate IL-34 binding to the M-CSFR (Fig. 9A, B). 

Similarly, the pre-incubation of chondroitin 

sulphate chains with IL-34 upmodulated the 

signal transduction through the M-CSFR (Fig. 

5B). In this context, soluble chondroitin sul-

phate chains may act as competitors to their 

homologous membrane forms and may limit 

IL-34 sequestration at the cell surface, facilitat-

ing its interaction with the M-CSFR (Fig. 9C). 

Interestingly, soluble chondroitin sulfates com-

pete with IL-34 for binding to the extracellular 

domain of RPTPβ/ζ (26), in contrast to the ex-

tracellular domain of M-CSFR (present data).  

The co-receptor functions of proteogly-

cans are well illustrated by their interaction 

with the fibroblast growth factor and its recep-

tor (FGF/FGFR). The FGF was the first growth 

factor identified as being dependent on hep-

arin/heparan sulphate chains for its binding to 

the FGFR. The ternary complex FGF/FGFR/ 

proteoglycans formed directly modulates the 

signalling pathways induced by the growth 

factor (37). The co-receptor role of glycosa-

minoglycans has then also been demonstrat-

ed for epidermal growth factor (EGF) (38), 

hepatocyte growth factor (HGF) (39), vascular 

endothelial growth factor (VEGF) (40), Wnt 

factors (41) or members of the transforming 

growth factors (TGFs) (42). In these cases, 

syndecan-1, via its heparan sulphate chains, 

acts as a co-receptor for these growth factors. 

Our present results suggest that syndecan-1 

may also act as a co-receptor for the tyrosine 

kinase M-CSFR, but through its chondroitin sul-

fate chains. Syndecan-1 exhibits a stimulatory 

or inhibitory role, probably depending on its 

expression level. Thus, a low/moderate level of 

syndecan-1 may sequestrate IL-34 at the cell 

surface through its chondroitin sulfate chains, 

limiting the interaction between IL-34 and the 

M-CSFR (Fig. 9D). The overexpression of 

syndecan-1 induced significant phosphoryla-

tion of the M-CSFR, reinforced by the pres-

ence of IL-34. In contrast, a blocking anti-

syndecan-1 antibody significantly reduced the 

effects of IL-34. The enhanced activation by 

syndecan-1 may be explained by the mem-

brane proximity between the M-CSFR and 

syndecan-1, the biodistribution of syndecan-1 

at the cell membrane being directly related to 

its expression level. IL-34 stimulation did not 

induce detectable signalling pathways (Sup-

plementary data 1) in MOCK cells expressing 

syndecan-1 but not the M-CSFR and the 

RPTPβ/ζ. These findings strengthen the hy-

pothesis of a co-receptor for syndecan-1 on IL-

34 signalling through the M-CSFR. Previous 

works have already identified specialised 

docking sites for other receptors in the 

FIGURE 9. Schematic diagram summarising the functional involvement of syndecan-1 in the bioavailability and ac-

tivities of IL-34. Potential interactions of IL-34 with M-CSFR, Syndecan-1 and chondroitin sulfates in control conditions 

(A), after chondroitinase ABC treatment (B), in the presence of exogenous chondroitin sulfate chains (C), and ac-

cording to the levels of syndecan-1 expression (D). 
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syndecan extracellular domains, such as in-

tegrins and tyrosine kinase receptors. Thus, 

αvβ3 integrin and insulin-like growth factor 1 

receptor (IGF1R) are captured by syndecan-1 

to form a ternary receptor mainly expressed 

on tumour cells and endothelial cells and in-

volved in the angiogenesis process (43).  

Syndecan-1 can now be added to the list 

of key regulators of IL-34 activities in addition 

to M-CSFR and RPTPβ/ζ, but not of M-CSF, its 

“twin” cytokine. By controlling IL-34 bioavaila-

bility and/or by acting as a co-receptor signal-

ling through the M-CSFR, syndecan-1 may 

play a part in the role of IL-34 in development 

(21), bone (5) and inflammatory diseases (6). 

Consequently, new therapies targeting the IL-

34/M-CSFR axis must now take into account 

the existence of other receptors for the cyto-

kine.  
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2. Résultats complémentaires 
 

Nos résultats montrent une signalisation plus faible en présence d’IL-34 dans la lignée 

modifiée HEK M-CSFR, tandis que les autres types cellulaires, en particulier les lignées myéloïdes 

et la lignée érythroblastique TF-1 modifiée pour exprimer le M-CSFR (TF-1 M-CSFR), semblent plus 

sensibles à l’IL-34 (Figure 1 article 2), avec un profil de phosphorylation similaire à celui observé 

par Chihara et al. (Chihara et al. 2010). Les différentes expériences de liaison (Scatchard, inhibi-

tion et résonance plasmonique de surface) démontrent en effet sur les lignées HEK et HOS non 

modifiées une liaison de faible affinité de l’IL-34, et non du M-CSF (Figure 2-3, Figure 63). 

 

 
 

Figure 63 : Supplementary data 1 article 2. 

M-CSF did not bind HEK- and HOS-Mock cells lacking the M-CSFR. Increasing concentrations of 125I-labelled 

M-CSF (M-CSF*) were incubated for 60 min at 4°C with 106 cells and bound and unbound fractions were 

determined as described in “Experimental Procedures”. Specific binding fraction of iodinated cytokines. 

Curve fitting was performed as described in the “Materials and Methods” section. 

 

Cette liaison est dépendante des chaînes de chondroïtine sulfate (Figures 4-5 article 2) 

mais indépendante de l’héparine ou de l’héparane sulfate (Figure 4 article 2) et du RPTP β/ζ qui 

n’est pas exprimé par les lignées utilisées (Figure 6 article 2). Contrairement à l’activation impor-

tante de certaines protéines intracellulaires après fixation de l’IL-34 sur le RPTPβ/ζ comme les FAKs 

ou la paxilline (Nandi et al. 2013), l’ajout de 200 ng/mL d’IL-34 sur les cellules HEK ou HOS MOCK 

n’induit pas la phosphorylation de FAK sur sa sérine 397 (données personnelles). De plus, aucune 

signalisation intracellulaire nette n’est mise en évidence, bien qu’il semble y avoir une légère 

phosphorylation des résidus tyrosines en présence de 200 ng/mL d’IL-34 entre 5 et 30 min des 

protéines autour de 80 et 230 kDa. L’ajout d’IL-34 semble entraîner la phosphorylation des sérines 

2448 de mTOR et 473 d’Akt après 30 min dans les cellules HEK Mock (Figure 64).  
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Une approche protéomique non biaisée avait été utilisée au départ de ce travail afin de 

déterminer le protéoglycane fixant l’IL-34 avec une basse affinité. Pour cela, des lysats membra-

naires ont été préparés par ultracentrifugation selon deux techniques de lyse (tampon à base de 

CHAPS ou de Tris NaCl contenant du glycérol) à partir des cellules HEK MOCK et HEK M-CSFR. Les 

lysats ont ensuite été passés sur une puce IL-34 de résonance plasmonique de surface validée 

par la fixation de M-CSFR recombinant, et la fraction liée sur la puce a été récupérée et analy-

sée par spectrométrie de masse (nano-LC-MS/MS) sur la plateforme protéomique de Rennes 

après digestion enzymatique liquide. Cependant, les résultats ne présentent pas un degré de 

confiance suffisant en accord avec les « guideline »s de publications, car les quantités collectées 

sur la puce sont très faibles (6 ng de protéines environ), et un minimum de 5 μg de protéines est 

nécessaire pour effectuer la digestion dans les conditions optimales. À cela, la détection du M-

CSFR a été très difficile dans les contrôles positifs, y compris en utilisant la protéine recombinante 

puisqu’il n’est identifié que par un seul peptide de rang 1 (une protéine est identifiée si elle pos-

sède deux peptides avec un FDR de 1%). Néanmoins, malgré la présence de nombreuses pro-

téines contaminantes (trypsine, kératines et protéines ribosomales), certaines protéines intéres-

santes ressortent avec un haut niveau de confiance et au moins deux peptides identifiés de 

rang 1, comme l’IGF2BP1 (coverage 5,2%), les ILF-2 et 3 (coverage 6,15 et 3,58%), la chaîne 1 de 

la clathrine (coverage 2,03%), etc.  

La famille du syndécan joue un rôle clé dans de nombreux processus biologiques et deux 

de ses membres, le syndécan-1 et le syndécan-3 sont couramment décrits pour porter des 

Figure 64 : Supplementary data 3 de l’article 2. 

IL-34 does not induce detectable signaling path-

ways in absence of M-CSFR and RPTPβ/ξ. (A-B) 

HEK Mock and HOS Mock, which did not express 

neither the M-CSFR nor the RPTPβ/ξ , were stimu-

lated with 200 ng/mL of IL-34 for 1, 5, 15, 30 or 60 

min. (A) The total tyrosine phosphorylation pat-

tern or (B) the phosphorylations of mTor, and Akt 

were analyzed by Western blot. β-actin, total 

mTor and total Akt were used as loading controls. 
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chaînes de chondroïtine sulfate. Comme le syndécan-3 est principalement exprimé dans le sys-

tème nerveux central, seule l’expression du syndécan-1 a été analysée sur les différents types 

cellulaires utilisés dans l’étude (Tableau 11).  

 

 
 

Tableau 11 : Expression du syndécan-1 membranaire déterminée par cytométrie en flux. 

-+ : expression très faible, + : expression faible, ++ : expression moyenne, +++ : forte expression. 

 

Les HEK M-CSFR, dont les récepteurs sont peu phosphorylés en présence d’IL-34 comparé 

aux autres lignées sont les cellules qui expriment le plus de syndécan-1 membranaire. L’inhibition 

du syndécan-1 avec un anticorps bloquant ou des petits ARN interférents induit une meilleure 

phosphorylation du récepteur en présence d’IL-34 comparé aux contrôles (Figures 7C-D article 

2). Cependant, la surexpression de syndécan-1 dans les cellules HEK M-CSFR conduit à la même 

réponse, et potentialise l’activation du M-CSFR induite par l’IL-34 (Figures 7A-B article 2). La su-

rexpression des syndécans 2 et 4 dans ces mêmes cellules ne modifie pas l’activation du M-CSFR 

induite par l’IL-34 (Figure 65). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cellules	 CD14+	 U-937	 THP-1	 TF-1	 HOS	 HEK	

Expression	du	
syndécan-1	

-+	 -+	 +	 +	 ++	 +++	

Figure 65 : Supplementary data 3 de l’article 2. 

Syndecan-2 and -4 have no effect on IL-34 induced 

signaling pathways in contrast to Syndecan-1. HEK 

M-CSFR were transfected with the different forms of 

syndecan (1, 2 and 4). Fourty eight hours after trans-

fection, cells were stimulated with 50 ng/mL of IL-34 

for 5 min, and M-CSFR tyrosine phosphorylations 

were assessed by Western blot. β-actin was used as 

a loading control. NT: Non-transfected cells; Mock: 

cells transfected with an empty plasmid; Syndecan-

1, -2, -4: cells transfected with a plasmid coding for 

syndecan-1, -2 or -4. 
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III. Conclusions et discussion 
 

Le syndécan-2 est capable de lier le GM-CSF, autre facteur de croissance hématopoïé-

tique, par ses chaînes d’héparane sulfate à la surface des ostéoblastes, modulant ainsi son ac-

tion mitogène et la signalisation intracellulaire (Modrowski et al. 2000). Néanmoins, aucun co-

récepteur n’a été décrit pour le M-CSF, et le M-CSFR n’est pas connu pour former des complexes 

membranaires avec d’autres protéoglycanes. L’arrivée de l’IL-34 prouve que l’activation du M-

CSFR peut-être modulée par d’autres récepteurs, comme le RPTP β/ζ (Nandi et al. 2013) et ces 

résultats ont permis d’identifier le syndécan-1 comme récepteur de l’IL-34, montrant que ce der-

nier régule l’activation du M-CSFR induite par l’IL-34. Le syndécan-1 est fortement exprimé par les 

cellules épithéliales, et à la différence des cellules HEK293 certains types épithéliaux expriment 

naturellement le M-CSFR, comme les cellules épithéliales de la glande mammaire ou de 

l’appareil génital féminin (Pollard et al. 1987; Mettler et al. 2004; Sapi 2004). Le syndécan-1 pour-

rait donc de la même façon que dans notre modèle de cellules HEK M-CSFR réguler l’activation 

du M-CSFR induite par l’IL-34, ou agir comme un piège de la cytokine pour favoriser l’action du 

M-CSF. Il n’est toutefois pas exclu que d’autres protéoglycanes possédant des chaînes de chon-

droïtines sulfates puissent aussi être des récepteurs à la cytokine. Ainsi, d’autres protéoglycanes 

pourraient moduler de façon tissu-spécifique l’activation du M-CSFR, comme le syndécan-3, ou 

le bétaglycan. Comme pour le RPTP β/ζ, la fixation de l’IL-34 est dépendante des chaînes de 

chondroïtines sulfates (Nandi et al. 2013) mais également de la partie protéique du syndécan-1 

(Figures 7C-D), à la différence de la majorité des cytokines qui se fixent plutôt au niveau des 

chaînes d’héparane sulfate. Néanmoins, nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence 

un rôle de l’IL-34 via le syndécan-1 indépendant du M-CSFR. Une légère induction de la phos-

phorylation de résidus tyrosines est visible en présence de 200 ng/mL d’IL-34 entre 5 et 30 min 

autour de 80 kDa. Parmi les protéines ayant un poids moléculaire de 80 kDa, la PKC pourrait être 

une bonne candidate. En effet, la PKCα est impliquée dans la régulation et l’activation de la 

signalisation du syndécan-1 (Figure 66) (Pap et Bertrand 2013; Ruiz et al. 2012). De plus, les iso-

formes de la PKC sont bien activées par phosphorylation de résidus tyrosines au sein de leur do-

maine catalytique (Freeley, Kelleher, et Long 2011). L’IL-34 semble également activer mTOR et 

Akt (Figure 64), et le complexe mTORC2, composé entre autres de la protéine mTOR, induit la 

survie cellulaire en activant Akt, et régule le remodelage du cytosquelette en activant la PKCα. 

L’existence d’une signalisation par le syndécan-1 indépendante du M-CSFR n’est donc pas ex-

clue, toutes les voies de signalisation n’ayant pas pu être analysées au cours de cette étude. 
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Figure 66 : La fibronectine permet la formation d’un complexe syndécans/intégrines. 

 La signalisation intracellulaire est induite par la dimérisation du syndécan et le recrutement de la PKC, et 

l’activation des intégrines.D’après (Pap et Bertrand 2013). 

 

De la même façon que la fibronectine (Figure 66), la fixation de l’IL-34 sur le syndécan-1 

pourrait activer les voies de signalisation sous-jacentes. L’IL-34 pourrait également faciliter la for-

mation de complexes supramoléculaires avec le M-CSFR et d’autres partenaires membranaires 

qui interagissent avec le syndécan, comme les intégrines. En effet, le syndécan-1 forme déjà un 

complexe avec l’IGF-1R et les intégrines α5β3 (Beauvais et al. 2009). La formation de complexes 

M-CSFR/syndécan-1 pourrait expliquer le rôle ambivalent du syndécan-1 dans l’activation du M-

CSFR par l’IL-34, puisqu’exprimé normalement il jouerait le rôle de piège ou de réserve à cytokine 

vis-à-vis du M-CSFR, favorisant éventuellement une action directe de l’IL-34 par le syndécan-1 

et/ou l’activation du M-CSFR par le M-CSF lorsque les deux cytokines sont présentes. Au con-

traire, lorsque le syndécan-1 est présent fortement à la membrane, il est possible d’imaginer une 

forte concentration des molécules de syndécan-1 autour du M-CSFR, favorisant la liaison de la 

cytokine présente dans le milieu extracellulaire, sa présentation au récepteur et la formation de 

complexes de haute affinité (Figure 9 article 2).  

Le syndécan-1 est également exprimé de façon transitoire dans les tissus minéralisés et 

mésenchymateux afin de réguler leur développement et la différenciation cellulaire (Bernfield, 

Hinkes, et Gallo 1993). Les variations d’expression du syndécan-1 rendent donc les cellules plus 

ou moins sensibles à leur microenvironnement et aux changements qui s’y opèrent. Ainsi, les ce l-

lules de la moelle osseuse expriment très faiblement le syndécan-1 (K, J, et G 1999), mais cette 

expression peut-être régulée par des facteurs inflammatoires comme la prostaglandine PGE2 ou 

la vitamine D3 (Uhlin-Hansen et al. 1993). Ainsi, les macrophages péritonéaux recrutés au cours 

de l’inflammation expriment plus fortement le syndécan-1 comparé aux macrophages résidents 

(Yeaman et Rapraeger 1993). Par ailleurs, les cellules dendritiques immatures expriment plus de 

syndécan-1 que les monocytes et les macrophages (Wegrowski et al. 2006). L’IL-34 influençant 

elle-même la différenciation et la polarisation des macrophages, il est possible d’envisager que 

le niveau d’expression du syndécan-1 à la membrane de ces cellules myéloïdes module l’action 
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de l’IL-34. En fonction des facteurs présents dans le microenvironnement de la cellule, le syndé-

can-1 sera plus ou moins exprimé à la membrane, et la sensibilité de la cellule à l’IL-34 dépendra 

de cette expression. Les changements d’expression du syndécan-1 et du syndécan-4 contrôlent 

la maturation et la motilité des cellules dendritiques. En effet, ceux-ci sont cruciaux pour per-

mettre leur mobilisation à travers la matrice extracellulaire, des sites périphériques vers les or-

ganes lymphoïdes. Les cellules de Langerhans qui quittent la peau et les cellules dendritiques 

dérivées des monocytes en cours de maturation (ajout de LPS à des monocytes différenciés 5 

jours en présence d’IL-4 et de GM-CSF) voient leur expression de syndécan-1 diminuer, grâce à 

la surexpression de syndécan-4 qui favorise le remodelage du cytosquelette d’actine et la for-

mation de lamellipodes (Averbeck et al. 2007). Ces variations du syndécan-1 à la surface des 

cellules de Langerhans suivant leur localisation et le contexte (inflammatoire ou non par 

exemple) pourraient expliquer que le M-CSF et l’IL-34 agissent différemment sur le développe-

ment de ces cellules, suivant les circonstances (Wang et al. 2012). Il faut également prendre en 

compte le clivage du syndécan-1 membranaire dans la réponse des cellules à l’IL-34, qui dé-

pend aussi des facteurs présents dans le microenvironnement. En effet, celui-ci est accéléré par 

le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) via l’activation de la PKC, mais aussi par l’EGF et la 

thrombine (Fitzgerald et al. 2000). De plus, d’autres facteurs comme le SDF-1 et son récepteur 

CXCR-4 ou la MMP-9 sont responsables du clivage du syndécan-1 membranaire de cellules can-

céreuses HeLa ou de macrophages humains (Brule et al. 2006). 

 Les protéoglycanes membranaires, notamment la famille des syndécans, favorisent la 

formation de gradients morphogènes en piégeant les cytokines à la surface cellulaire, induisant 

le recrutement de divers types cellulaires (Massena et al. 2010). Les cellules endothéliales expri-

ment le syndécan-1 à leur membrane, et favorisent le recrutement des leucocytes par la créa-

tion d’un gradient chimiotactique d’OPG et leur adhérence à l’endothélium (Benslimane-Ahmim 

et al. 2013). De manière similaire, l’IL-34 pourrait se fixer au niveau de l’endothélium, créant ainsi 

un gradient chimiotactique favorisant le recrutement des monocytes/macrophages et leur acti-

vation via le M-CSFR lors des étapes d’adhérence et d’extravasation. Des expériences de migra-

tion en chambres de Boyden sont en cours afin d’analyser si, de la même façon que l’OPG, l’IL-

34 est capable d’induire la migration des cellules mononucléées du sang par l’intermédiaire du 

syndécan-1 (Mosheimer et al. 2005). 
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I. Introduction et rationnel de l’étude 

1. Le M-CSF et l’IL-34 : des cytokines homodimériques 
 

Malgré une séquence primaire ne présentant que 11% d’homologie (Garceau et al. 

2010), l’IL-34 et le M-CSF partagent une structure tridimensionnelle très proche et commune aux 

cytokines à hélices. Les deux cytokines sont en effet constituées d’un ensemble de quatre 

hélices α principales, bien que chez l’IL-34 les deux feuillets β soient partiellement substitués par 

deux petites hélices α supplémentaires à l’intérieur de chaque monomère (Figure 67). De plus, 

les deux monomères d’IL-34 ne sont pas reliés par un pont disulfure, à la différence du M-CSF (Ma 

et al. 2012;  Liu et al. 2012).  

 

 
 

Figure 67 : Structure tridimensionnelle des cytokines jumelles homodimériques. 

Les hélices α sont représentées par des cylindres, et les feuillets β par des flèches. Le M-CSF et l’IL-34 sont des 

cytokines hélicales existant toutes deux sous formes homodimériques, avec les monomères orientés en 

« tête à tête ». Les boules et bâtons représentent les N-glycosylations de l’IL-34. Les deux structures sont su-

perposables même si l’IL-34 possède deux petites hélices α supplémentaires indiquées par les flèches noires. 

D’après (Ma et al. 2012). 

 

2. Compétition pour le M-CSFR : caractérisation de la liaison 
 

Le M-CSF et l’IL-34 ont été décrites comme étant en compétition sur le M-CSFR, avec 

néanmoins une meilleure affinité pour l’IL-34 (Lin et al. 2008). En effet, quelles que soient les 

conditions expérimentales l’affinité déterminée pour l’IL-34, ainsi que les constantes d’association 

et de dissociation, sont supérieures à celles déterminées pour le M-CSF (Tableau 12). Ces deux 

cytokines se fixent au niveau des mêmes domaines du M-CSFR avec une stoechiométrie 2 :2, 

mais au niveau d’épitopes distincts, et les interactions mises en jeu sont de nature différente, 

plutôt hydrophobes pour l’IL-34 et ioniques pour le M-CSF, et dans le complexe IL-34/M-CSFR 

certains ponts ioniques disparaissent pour être remplacés par un pont hydrogène (Liu et al. 2012; 

Ma et al. 2012; Felix et al. 2013).  
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Tableau 12 : Affinités du M-CSF et de l’IL-34 pour le M-CSFR mesurées par différentes techniques. 

L’IL-34 possède une meilleure affinité que le M-CSF pour le récepteur, quelle que soit la technique utilisée. 

SPR : Résonance plasmonique de surface, ITC : titration calorimétrique isotherme. 
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Les structures cristallographiques des cytokines complexées au récepteur (IL-34/M-CSFR 

et M-CSF/M-CSFR) sont relativement proches. Tout d’abord, les dimères de M-CSF et d’IL-34 se 

fixent au M-CSFR dans une région commune, une surface concave formée par les domaines 

immunoglobulines D2 et D3 (Figure 68) (Felix et al. 2013).  

 

 
 

Figure 68 : Structure de l’IL-34 fixée au niveau des domaines D2-D3 du M-CSFR. 

D’après (Liu et al. 2012). 

 

L’IL-34 interagit avec D2 grâce à ses hélices αB, αC et une des petites hélices 

supplémentaires, et avec D3 par ses hélices αA, αC et l’autre petite hélice additionnelle (Ma et 

al. 2012). Cependant, lorsque les domaines D2 du M-CSFR sont superposés dans les deux cristaux, 

une différence de 20° est visible au niveau de la rotation du domaine D3. Le M-CSF est serré plus 

fortement par D2-D3, qui forme une poche plus profonde, tandis que l’interface de liaison de l’IL-

34 avec D2-D3 est plus plane. C’est pourquoi l’IL-34 se lie en plus au domaine D3 par ses 

extrémités N- et C-terminales afin de compenser les interactions perdues avec le domaine D2 qui 

sont présentes dans le complexe M-CSF/M-CSFR. Les 40 acides aminés de l’extrémité C-terminale 

de l’IL-34 sont donc essentiels pour sa fixation au M-CSFR (Felix et al. 2013). Les liaisons de l’IL-34 

avec D2 d’une part et D3 d’autre part jouent un rôle différent. En effet, la mutation des résidus 

hydrophiles impliqués dans la liaison de l’IL-34 avec D2 n’affecte pas l’activité biologique de la 

cytokine, contrairement à une mutation qui touche les résidus interagissant avec D3. Ces 

résultats suggèrent que D2 permet l’interaction de l’IL-34 avec D3, elle-même responsable de 

l’activation du M-CSFR (Liu et al. 2012). Par ailleurs, la distance de liaison entre les domaines D3-

D4 de chaque monomère du M-CSFR, qui est une étape critique pour l’activation homotypique 

du M-CSFR, est équivalente dans les deux complexes, et fait 62 Å pour le M-CSF/M-CSFR et 60 Å 

pour l’IL-34/M-CSFR (Ma et al. 2012). De même que dans le complexe M-CSF/M-CSFR, la 

présence des domaines D4 et D5 participent aux interactions homotypiques du récepteur dans 

le complexe IL-34/M-CSFR, augmentant l’affinité de l’IL-34 pour le M-CSFR (Ma et al. 2012). Ainsi, 

les expériences de micro-calorimétrie montrent que la présence de D4 et D5 est à l’origine d’une 

liaison 7 fois plus forte de l’IL-34 sur le M-CSFR, et contribue à améliorer son affinité. En l’absence 
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de D4 et D5, l’IL-34 est capable de fixer les deux monomères de récepteur, alors que le M-CSF ne 

peut en recruter qu’un seul. Ces résultats sont cohérents avec les résultats de Chen et al. puis 

ceux d’Elenghert et al., qui démontrent l’importance de la présence des domaines D4 et D5 

dans l’adaptation conformationnelle du récepteur pour lier le dimère de M-CSF (Chen et al. 

2008; Elegheert et al. 2011). La présence du pont disulfure entre les monomères de M-CSF lui 

confère une certaine rigidité, et la liaison du premier monomère entraîne une rotation du 

deuxième monomère dont l’orientation ne permet plus la liaison à la deuxième unité réceptrice. 

Au contraire, l’absence de ponts disulfures dans la liaison des monomères d’IL-34 rend la 

cytokine plus plastique, permettant aux monomères de se comporter de façon indépendante. 

Les formes d’IL-34 liées ou libres sont donc très similaires (Liu et al. 2012). 

3. Interrelations fonctionnelles entre les deux cytokines ? 
 

Le M-CSF et l’IL-34 peuvent être présents simultanément dans un même 

microenvironnement, notamment dans un contexte physiopathologique inflammatoire. L’IL-34 

ayant une meilleure affinité pour le M-CSFR, sa liaison pourra être favorisée aux dépens du M-

CSF. Cependant, le M-CSF semble être plus efficace dans la médiation de ses effets biologiques 

via le M-CSFR, puisqu’à concentrations égales il induit une meilleure survie des monocytes et 

forme plus d’ostéoclastes en présence du RANKL que l’IL-34 (Lin et al. 2008; Baud’Huin et al. 

2010). Comme aucune étude ne reporte les conséquences de la présence des deux cytokines 

sur des cellules exprimant le M-CSFR comme la lignée myéloïde, nos travaux se sont attachés à 

étudier les interrelations fonctionnelles entre les deux cytokines, et les effets de la présence 

concomitante de ces deux cytokines. 
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One-Sentence summaries: The present manuscript demonstrates the ability of IL-34 and M-CSF to 

form a heteromeric M-CSF/IL-34 and to differentially regulate the glycosylation state and 

localization receptor of the M-CSFR in the cell. 

 

 

ABSTRACT: Interleukin-34 (IL-34) is a newly-discovered homodimeric cytokine that regulates, like 

Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF), the differentiation of the myeloid lineage 

through M-CSF receptor (M-CSFR) signaling pathways. To date, M-CSF and IL-34 have been 

considered as competitive cytokines with regard to the M-CSFR. The aim of the present work was 

to study the functional relationships of these cytokines on cells expressing the M-CSFR. We 

demonstrate that simultaneous addition of M-CSF and IL-34 led to a specific activation pattern 

on the M-CSFR, with higher phosphorylation of the tyrosine residues at low concentrations. 

Similarly, both cytokines showed an additive effect on cellular proliferation or viability. In addition, 

BIAcore experiments demonstrated that M-CSF binds to IL-34, and molecular docking studies 

predicted the formation of a heteromeric M-CSF/IL-34 cytokine. A proximity ligation assay 

confirmed this interaction between the cytokines. Finally, co-expression of the M-CSFR and its 

ligands differentially regulated M-CSFR trafficking into the cell. This study establishes a new 

foundation for the understanding of the functional relationship between IL-34 and M-CSF, and 

gives a new vision for the development of future therapeutic approaches targeting the IL-34/M-

CSF/M-CSFR axis. 
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INTRODUCTION 

Interleukin-34 (IL-34), discovered six years 

ago, acts as a “twin” cytokine for 

Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-

CSF), exerting its roles through a common 

receptor, the M-CSF receptor (M-CSFR) (1). M-

CSF and IL-34 redundancy is illustrated by 

studies of M-CSFR knockout mice that exhibit a 

more severe phenotype (2) than op/op mice 

which only have an inactivation of the M-CSF 

gene (3,4). In addition, expression of the IL-34 

gene under the M-CSF promoter rescues the 

phenotype of the op/op mice (5). IL-34 

supports the proliferation and survival of the 

myeloid lineage, but also drives monocyte 

differentiation into macrophages (6). More 

specifically, macrophage polarization 

induced by M-CSF and IL-34 is similar, as both 

cytokines lead to immunosuppressive 

macrophages M2 (7). In addition, IL-34 

promotes osteoclastic differentiation with 

almost the same efficiency as M-CSF (8). 

However, IL-34 may also display singular 

functions, as supported by a different 

expression pattern of M-CSF and IL-34 during 

brain development, thus suggesting 

complementary activities for these “twins” (9). 

The differential expression of M-CSF and IL-34, 

with respect to M-CSFR expression, may be 

related to their own specific activities. The 

recent establishment of IL-34 knockout mice 

showed a specific role of the cytokine in the 

development of Langerhans cells and 

microglia and is consequently in favor of 

specific activities for both cytokines (10). 

Consistent with these findings, Chihara et al. 

observed notable differences in human 

immunodeficiency virus (HIV) replication and 

activation of the MAPK pathway in 

macrophages differentiated with M-CSF or IL-

34 (11). 

Compared to M-CSF, IL-34 is reported to 

have better affinity for the M-CSFR, which 

displays intrinsic tyrosine kinase activity and 

activates intracellular signaling cascades after 

ligand binding (12). Recently, structural studies 

of M-CSFR activation following M-CSF or IL-34 

binding have shed light on their overlapping 

and independent roles. IL-34 and M-CSF 

remain surprising glycoproteins as they do not 

share any homology in their primary protein 

sequences, despite similar folding as seen by 

the tridimensional structure of their 

homodimers. Both cytokines are effectively 

produced as homodimeric glycoproteins, with 

a helical structure. M-CSF’s tertiary structure is 
composed of two small β-sheets and four α-

helix paired with intra-chain disulfide bonds 

(13). IL-34 shares M-CSF’s four-helical bundle 

core fold, but the β-strands are shorter and 

partially substituted by three other short helix. 

Hence, IL-34 belongs to the short-chain helical 

cytokine family, despite the singular 

localization of its intra-molecular disulfide 

bonds (14,15). After translation and N-

glycosylation in the endoplasmic reticulum, M-

CSF proteins are rapidly dimerized thanks to 

inter-chain disulfide bonds (16). However, the 

main and original characteristic of IL-34 

remains its structural plasticity, associated with 

its small and hydrophobic dimerization 

interface in its non-covalent dimeric form (15). 

These two related “twin” cytokines use a 

similar bivalent mode for binding to the M-

CSFR, leading to homotypic M-CSFR/M-CSFR 

interactions through their D4 domain (17). The 

M-CSFR belongs to the class III receptor-type 

tyrosine kinases, exhibiting five Ig-like 

extracellular domains (18). Like M-CSF, IL-34 

binds to the first three D1-D3 extracellular 

domains of the receptor with similar structural 

and mechanistic features (15). Thus, IL-34/M-

CSFR and M-CSF/M-CSFR complexes are 

highly similar in geometry and molecular 

assembly (19). Although murine IL-34 and M-

CSFR target and cover the same areas on the 

M-CSFR, distinct interactions are implemented 

for each ligand (12). Hydrogen-bonding 

interactions between M-CSF and M-CSFR are 

replaced by hydrophobic interactions in the 

IL-34/M-CSFR complex. Consequently, these 

differences in the interface composition result 

in a rearrangement of the receptor domains in 

the IL-34/M-CSFR complex, explaining the 

higher affinity of IL-34 for the M-CSFR 

compared to M-CSF (15). 

 The present study focuses on the 

interactions between these non-homologous 

ligands, and on their functional consequences 

on M-CSFR-expressing cells. Here, we 

demonstrate that simultaneous addition of M-

CSF and IL-34 led to a specific activation 

pattern on the M-CSFR, with higher 

phosphorylation of the tyrosine residues at low 

concentrations. Similarly, both cytokines 

showed an additive effect on cellular 

proliferation or viability. The absence of the 

previously reported competitive effects 

between the “twins” can be explained by the 

formation of a heteromeric M-CSF/IL-34 
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cytokine predicted by molecular docking 

studies. This interaction between M-CSF and IL-

34 was confirmed by surface plasmon 

resonance and proximity ligation assays. In 

addition, co-expression of the M-CSFR and its 

ligands differentially regulates the receptor’s 

glycosylation state and localization in the cell. 

This is the first report demonstrating the direct 

interaction between IL-34 and M-CSF and their 

ability to form a new heteromeric cytokine 

that may play a part in the tissue homeostasis 

and development. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Reagents - Recombinant human glycosylated 

interleukin-34 (IL-34), Macrophage Colony-

Stimulating Factor (M-CSF), Macrophage 

Colony-Stimulating Factor Receptor (M-CSFR) 

and Receptor activator of nuclear factor 

kappa-B ligand (RANKL) were obtained from 

R&D Systems (Abingdon, UK). Anti-human M-

CSFR for immunofluorescence, flow cytometry 

and Western blot were respectively from 

eBiosciences (Paris, France), R&D and Cell 

Signaling (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, 

France). Antibodies for Western blot directed 

against the phospho-tyrosines 708, 723 and 

923 of M-CSFR, phospho-Erk1/2, and total 

Erk1/2 were purchased from Cell Signaling, 

and β-actin from Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France). Horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibodies were 

obtained from Santa-Cruz (CliniSciences, 

Nanterre, France). Polyclonal anti-human M-

CSF antibodies were purchased from R&D 

Systems for blocking activities and from Life 

Span Biosciences (CliniSciences) for 

immunofluorescence. Monoclonal anti-human 

antibodies against IL-34 used for 

immunofluorescence and flow cytometry 

were respectively obtained from Diaclone 

(Besançon, France) and R&D Systems. The 

Alamar-Blue® cell viability assay was 

purchased from Life Technologies (Villebon sur 

Yvette, France) and the Duolink® in situ PLA 

Technology from Olink Bioscience. The Tartrate 

Resistance Phosphatase Acid assay (TRAP), 

cycloheximide, tunicamycin, Brefeldin A, 

Dimethyl sulfoxide (DMSO), saponin and other 

biochemical reagents were purchased from 

Sigma-Aldrich. Cell culture products were 

obtained from Lonza (Levallois-Perret, France). 

Prolong Gold antifade reagent (Molecular 

Probes) was ordered from Life Technologies. 

Alexa fluor 488 anti-rat, alexa fluor 568 

Phalloidin and DAPI (4',6-Diamidino-2-

Phenylindole, Dihydrochloride) were obtained 

from Invitrogen (Life Technologies) and Draq 5 

from Eurobio/Biostatus (Courtaboeuf, France). 

 

Cloning of the human M-CSFR gene - The hu-

man M-CSFR gene (c-fms, Accession number 

NM_005211.3) was cloned in a pCDNA3.3 

TOPO TA vector (Life Technologies) from the 

cDNA of CD14+ cells from a healthy donor 

(Etablissement Français du Sang, Nantes, 

France). RT-PCR was carried out using the fol-

lowing primers: Forward CAC-

CATGGGCCCAGGAGTTCTGCTG CT and Re-

verse AACTCCTCAGCAGA ACTGATAGTTGTT-

GGGCTGCA. Denaturation, hybridation and 

elongation cycles were done with the MiniBio-

rad (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). The 

M-CSFR gene was ligated in the pCDNA3.3 
TOPO TA vector, then competent DH5-α Max 

efficiency cells (Life Technologies) were trans-

formed. Minipreps were prepared from the 

colonies obtained using the Nucleospin Plas-

mid kit (Macherey Nagel, Duren, Germany). 

Plasmids containing the gene of interest were 

then fully sequenced to check for the pres-

ence of mutations compared to the initial se-

quence (SFR Bonamy, Genomic facility, Uni-

versity of Nantes). 

 

Cell cultures - HEK293 (ATCC® Number: CRL-

1573™), osteosarcoma MG-63 (ATCC® 

Number: CRL-1427™) and MNNG/HOS 

(ATCC® Number: CRL-1547™) cells were 

cultured in DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium, Lonza) supplemented with 

10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone Perbio, 

Bezons, France) and 2 mmol/L L-glutamine. 

THP-1 (ATCC® Number: TIB-202™) were 

maintained in RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute, Lonza) medium supplemented with 

10% FBS. The TF-1 cell line (ATCC® Number: 

CRL-2003™) was also cultured in RPMI medium 

with 10% FBS, and 3 ng/mL of GM-CSF 

following ATCC recommendations. The 

modified HEK, HOS and TF-1 cell lines (Mock or 

M-CSFR), as well as MG-63 (clone 2A8), were 

respectively cultured in a selective medium 

with 0.5 mg/mL of G418 or 4 µg/mL of 

puromycin. 

CD14+ were obtained from peripheral blood 

mononuclear cells isolated by centrifugation 

over Ficoll gradient (Sigma) from the blood of 

five healthy donors (Etablissement Français du 

Sang, Nantes). CD14+ cells were magnetically 
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labeled with CD14 microbeads and positively 

selected by MACS technology (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). The 

purity of the cells was assessed by flow 

cytometry (Cytomics FC500; Beckman Coulter, 

Villepinte, France) and was > 95%. The CD14+ 
were cultured in α-MEM medium (Minimum 

Essential Medium, Lonza) supplemented with 

10% FBS. 

 

Stable and transient modified cell lines - 

Embryonic HEK293 cells and osteosarcoma 

MNNG/HOS cells were transfected as 

described below with the pCDNA3 empty 

plasmid or the pCDNA3 plasmid containing 

the M-CSFR gene. To obtain a polyclonal 

population expressing the M-CSFR, 5x106 cells 

were then stained with phycoerythrin (PE) 

conjugated antibodies directed against the 

M-CSFR and sorted out on a FACSAria III (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix Cedex, France). 

The cells expressing the M-CSFR were named 

respectively HEK M-CSFR and HOS M-CSFR. 

Cells that only transfected the empty pCDNA3 

vector were called HEK Mock and HOS Mock. 

Erythroblastic TF-1 cells were transfected using 

an Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit from 

Lonza and the M-CSFR-expressing cells were 

isolated by flow cytometry. Cells transfected 

with the empty pCDNA3 vector or the vector 

containing the M-CSFR gene were 

respectively named TF-1 Mock and TF-1 M-

CSFR. Osteosarcoma MG-63 cells expressing 

human IL-34 were obtained after cationic 

liposome-mediated transfection with a vector 

pEZ-Lv105 (GeneCopoeia, Rockville, USA) 

containing the human IL-34 gene (Accession 

Number BC029804). Clones were then 

obtained after serial dilutions in a selective 

medium containing puromycin (Sigma-

Aldrich). 

The pEZ-Lv105 vector (GeneCopoeia, 

Rockville, USA) containing either the human IL-

34 gene (Accession Number BC029804) or the 

human M-CSF gene (Accession number 

NM_000757) were used for transient 

transfections. Transfections were performed 

with either jetPEI® (Polyplus-transfection, 

Illkirch, France) or Lipofectamine 2000™ (Life 

Technologies) according to the 

manufacturers’ instructions.  

Several siRNA directed against the M-CSF 

gene were designed using Reynolds’ criteria 

(41) and Naito’s recommendations (42). The 

efficiency of the siRNA designed (Eurogentec, 

Angers, France) was assessed after 

transfection at 2.5, 5, 10 and 20 nM with 

interferin® (PolyPLus transfection, Saint 

Quentin Yvelines, France) into the M-CSF-

expressing HOS cells. Down-regulation of the 

M-CSF gene expression was measured at 24, 

48 and 72 hours by RT-qPCR and various other 

genes were also tested to check for off-target 

effects. Three validated siRNAs, siM-CSF621 

(sense strand: GTA GAC CAG GAA CAG TTG 

A), siM-CSF758 (sense strand: GCT TCA CCA 

AGG ATT ATG A) and siM-CSF952 (sense 

strand: GCC AAG ATG TGG TGA CCA A) were 

then transfected into HOS M-CSFR cells. An 

siRNA targeting the luciferase gene (named 

siLucF, sense strand: CUU ACG CUG AGU ACU 

UCG A) was used as the negative control. 

 

Proliferation assays - The effects of IL-34 and 

M-CSF on CD14+ survival/proliferation were 

determined by measuring metabolic activity 

using an Alamar Blue® assay. Forty thousand 

cells per well were put into 96-well plates with 
α-MEM and 5 or 10 ng/mL of M-CSF or IL-34 (10 

wells per condition for each donor). After 3 

days, Alamar blue® reagent was added and 

the fluorescence produced was read in the 

linear range (excitation 530 nm/emission 600 

nm). For the TF-1 M-CSFR cell line, 104 cells per 

well were put (in quadruplicate) into 48-well 

plates with RPMI medium, 1% FBS and 5 or 10 

ng/mL of cytokines. Fresh medium was added 

every two days, cells were harvested after 7 

days of culture and counted manually. 

Experiments were performed three times. A 

similar assay was also performed on TF-1 M-

CSFR cells with 25 ng/mL of cytokines in the 

presence of 2 µg/mL of a M-CSF blocking 

antibody, where viability was measured after 7 

days with an Alamar blue® assay. 

 

Osteoclastogenesis assay - Forty-five 

thousand CD14+ cells per well were seeded 
into 96-well plates in α-MEM medium 

containing 10% FBS, 100 ng/mL of human 

RANKL and 10 or 25 ng/mL of human M-CSF 

or/and 12 or 25 ng/mL of human IL-34. The cell 

culture medium was changed every 3 days. 

After 10 days of culture, TRAP+ multinucleated 

cells containing more than 3 nuclei were 

considered to be osteoclasts and counted 

manually. 

 

Western blot analysis - The cells were 

collected in a RIPA buffer (10 mM Tris pH8, 1 
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mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS) 

containing a cocktail of protease and 

phosphatase inhibitors: 1 mM of sodium 

orthovanadate, 1 mM of phenylmethylsulforyl 

fluoride and 1X of Protease Inhibitor Cocktail 

(Roche). The protein concentration was 

determined using a BCA (bicinchoninic acid) 
protein assay (Sigma Aldrich). 40 μg of total 

protein extracts were prepared in a Laemmli 

buffer (62.5 mM Tris–HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% 

glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 0.001% 

bromophenol blue) and then separated by 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. After 

electrophoretic transfer, the immobilon-P 

membranes (Millipore, Molsheim, France) were 

blotted with the antibodies referenced in the 

reagents section. The membranes were then 

probed with secondary antibodies coupled 

with horseradish peroxidase. Antibody binding 

was visualized with a Pierce enhanced 

chemiluminescence (ECL) kit (Thermo 

Scientific, Illkirch, France). The luminescence 

detected with a Charge Couple Device 

(CCD) camera was quantified using the Gene 

Tools image analysis software (Syngene, 

Cambridge, United Kingdom). 

Flow cytometry experiments - Human IL-34 

expression was assessed by flow cytometry 

(Cytomics FC500; Beckman Coulter, Villepinte, 

France) after fixation with 4% 

paraformaldehyde, permeabilization with 0.5% 

saponin and incubation with PE conjugated 

anti-human IL-34 antibody for 30 min on ice. IL-

34 expression was analyzed using the CXP 

Analysis software 2.2 (Beckman Coulter).  

 

ELISA assay - M-CSF released into the culture 

medium was quantified using a Duoset ELISA 

assay (R&D Systems, Abingdon, UK) according 

to the manufacturer’s instructions. All 

measurements were performed in triplicate 

and the mean values were used in this study. 

 

RNA isolation and real-time PCR - Total RNA 

was extracted using NucleoSpin® RNAII (Ma-

cherey Nagel, Duren, Germany) or TRIzol rea-

gent (Life Technologies) with a step of DNase I 

treatment (25 units, 15 min) to prevent ge-

nomic contamination. One microgram of total 

RNA was used for first strand cDNA synthesis 

using the ThermoScript RT-PCR System (Invitro-

gen). Real-time PCR was performed from 20 

ng of reverse transcribed total RNA (cDNA), 

300 nM of primers and 2x SYBR Green Supermix 

(Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Quanti-

tative PCRs (qPCR) were carried out on a Bio-

Rad CFXTM System (Biorad, Marnes-la-

Coquette, France). Analyses were performed 

according to the method described by Hel-

lemans and Vandesompele (43) and Bustin et 

al. (44) using both human and mouse hypo-

xanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 

(HPRT1) as invariant controls. Standard / cali-

bration curves were produced using decreas-

ing quantities of cDNA to validate the primers 

and determine their efficiency, according to 

the MIQE guidelines (45). The sense and anti-

sense primers used are as follows (human HPRT 

forward: TGACCTTG ATTTATTTATTTTGCATACC, 

reverse: CGAGCA AGACGTTCAGTCCT; 

mouse HPRT forward TCCTCCTCAGAC-

CGCTTTT, reverse CCTGGTT 

CATCATCGCTAATC; human IL-34 forward: 

AATCCGTGTTGTCCCTCTTG, reverse: CAGCA 

GGAGCAGTACAGCAG; human M-CSF for-

ward: GTTTGTAGACCAGGAACAGTTGAA, 

reverse CGCATGGTGTCCTCCATTAT; mouse IL-

34 forward GGACACACTTCTGGGGACA, re-

verse: CCAAAGCCACGTCAAGTAGG; mouse 

M-CSF forward ACACCCCAA TGCTAACG, 

reverse TGGAAAGTTCGGACA CAGG; mouse 

M-CSFR forward ATGCTAGGACCCAGCCTGA, 

reverse CCTG ACTGGAGAAGCCACTG). 

 

Surface plasmon resonance assay - 

Experiments were carried out on a BIAcore 

3000 instrument (Biacore, Uppsala, Sweden). 

Recombinant human M-CSF (5 µg/mL, in 

sodium acetate buffer pH=4.0) was covalently 

immobilized at a flow rate of 5 µl/min in the 

dextran matrix of a CM5 sensor chip (BIAcore) 

previously activated with an 

ethyl(dimethylaminopropyl) carbodiimide/ N-

hydroxysuccinimide mixture. M-CSF was 

immobilized in a range of 200 RU (Resonance 

Units) and residual reactive sites were 

inactivated with ethanolamine pH=8.5 for 7 

min. Binding assays were performed at 25°C in 

10 mM Hepes buffer, pH 7.4, containing 0.15M 

NaCl and 0.005% P20 surfactant (HBS-P buffer, 

BIAcore) at a flow rate of 30 µl/min for all 

steps. A 1:2 serial dilution of recombinant 

human M-CSFR was done (from 50 nM to 0.78 

nM) to validate the chip. Then, an increasing 

dose of recombinant human IL-34 (15.6; 31.25; 

62.5; 125; 250; 500 nM) was tested for M-CSF/IL-

34 binding. A regeneration step was made 

with a glycine buffer (10 mM pH=1.5) for 1min 

between each step, and 50 nM recombinant 
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human M-CSFR was assessed at the end to 

test whether the chip was still functional.  

The resulting sensorgrams were fitted using 

BiaEval 4.1 software.  

 

Molecular docking studies of IL-34 binding to 

M-CSF - The three-dimensional coordinates for 

IL-34 were extracted from the structure 

published by Ma et al. (PDB ID: 4DKD) (15). The 

coordinates for M-CSF and its receptor were 

extracted from the crystal structure proposed 

by Chen et al. (PDB ID: 3EJJ) (46). The charges 

and atom types were assigned using the 

CHARMm force field (47). IL-34 and M-CSF 

binding were assessed using the ZDOCK (48, 

49) protein-protein docking software. The best 

2000 poses were re-scored using ZRANK, a 

scoring function with detailed and weighted 

electrostatics, van der Walls and desolvation 

terms (50), and then clustered with an RMSD 

cutoff of 1 nm. As recommended, starting 

structures for the ligand protein were 

displaced from the near-native structure (48). 

A representative member of the most 

populated cluster with the highest ZSCOREs 

was selected to illustrate the most favorable 

binding mode predicted. All calculations were 

executed on Pipeline Pilot 8.5 and analyses 

were performed using Accelrys Discovery 

Studio 3.5 (San Diego, CA, USA). 

 

Confocal microscopy experiments - Cells 

were cultured in a plastic chamber on 

microscope glass slides (Millicell EZ Slide, 

Millipore, Billerica, MA, USA) as described 

above. Slides were coated using type I 

collagen for better spreading of the HEK cells. 

The cells were washed in PBS, fixed in 4% 

paraformaldehyde for 10 min at room 

temperature, permeabilized with triton X-100 

0.1% for 20 min and incubated with a blocking 

solution [BSA 1% with 1% of non-immune goat 

serum (Dako, Les Ulis, France) and 0.05% triton] 

for 30 min at room temperature. The cells were 

incubated with either the primary antibody 

against M-CSFR (1/200) or the blocking 

solution as the negative control for 90 min at 

37°C. After washings, Alexa Fluor 488 

secondary antibody (1/200) was added for 60 

min at room temperature. Actin filaments 

were stained using 546-conjugated phalloidin 

and nuclei stained with DAPI or Draq5.  

For the PLA assay, the blocking solutions 

used were BSA 1% with 5% of non-immune 

goat or donkey serum, or a mixture of both 

(Dako) and 0.1% triton. The cells were 

incubated with a rabbit anti-hM-CSF antibody 

(1/30) and a mouse anti-hIL-34 antibody (1/50) 

for 90 min at 37°C. The experiment was 

performed following Olink’s instructions. 

Several negative controls were carried out: (i) 

PLA probes alone (no primary antibodies, 

addition of the blocking solution); (ii) a mixture 

of the two PLA probes (rabbit plus and mouse 

minus or rabbit minus and mouse plus) after 

incubation with only one of the primary 

antibodies to check for any cross-reactivity 

and non-specific signals; (iii) incubation of all 

antibodies on the MG-63 parental cells. All the 

controls were perfectly negative. Two positive 

controls were used: MG-63 cells (parental or 

2A8 clone) incubated with the rabbit anti-hM-

CSF or mouse anti-hIL-34 antibody before the 

two rabbit/mouse PLA probes (plus and 

minus). These two controls gave a signal in 

agreement with the results obtained with 

conventional immunocytostaining. Slides were 

mounted with liquid Prolong Gold antifade 

reagent (Life technologies). The slides were 

then observed under a confocal Nikon A1 R Si 

microscope using a 60X NA 1.4 oil objective 

and the acquisitions were obtained with NIS 

Element (Nikon, Champigny Sur Marne, 

France) at room temperature. Data were then 

processed with FIJI software and converted to 

8bit images (ImageJ, from NIH Institute, 

Bethesda, Maryland, USA). A Z-project was 

made with a maximal intensity projection. 

Smooth and sharpened functions were used, 

and brightness and contrast were adjusted in 

a same way for all conditions. The channels 

were then merged using the FIJI function. 

 

Statistical analysis - Results were analyzed 

using GraphPad Prism 4.0 software (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). Non-parametric 

one-way analysis of variance (Kruskal–Wallis) 

was done, followed by a Dunn’s post hoc test. 

Results are given as mean ± SEM, and results 

with p<0.05 were considered significant. 

 

RESULTS 

M-CSF and IL-34 induced dual additive and 

competitive biological effects 

As M-CSF and IL-34 were considered as 

competitive cytokines in the literature (6), we 

first investigated the effects of M-CSF and IL-34 

alone or in combination on the M-CSFR 

signaling pathways. As expected, M-CSF and 

IL-34 induced phosphorylation of the M-CSFR 
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in a dose-dependent manner in HEK M-CSFR 

as well as the downstream signaling protein 

ERK1/2 (Figure 1A, B).  

The combination of both cytokines 

differentially regulated the M-CSFR signaling 

compared to a single dose of M-CSF or IL-34. 

Interestingly, when 10 ng/mL of IL-34 or M-CSF 

were mutually added to low doses of both 

cytokines, we observed an additive effect as 

revealed by an increased level of M-CSFR and 

ERK1/2 phosphorylations compared to the 

cytokines alone (Figure 1A, B). The competitive 

effects previously described between M-CSF 

and IL-34 were observed at the higher 

concentrations, as shown for instance by 

decreased phosphorylation on M-CSFR 

tyrosine residues and on ERK1/2 when 10 

ng/mL of M-CSF were added to 200 ng/mL IL-

34 on HEK M-CSFR cells (Figure 1B).  

 

In the light of these observations, we 

analyzed the biological impact of the 

addition of both cytokines on human CD14+ 

monocytes (Supplementary Figure 1) and TF-1 

M-CSFR cell viability (Figure 2). Consistent with 

previous findings (6), IL-34 and M-CSF similarly 

increased CD14+ cell viability in a dose-

dependent manner (Supplementary Figure 

1A). Taken individually, the combination of 5 

ng/mL M-CSF and 5 ng/mL IL-34 led to higher 

viability than an equivalent cumulated dose 

(10 ng/mL) of IL-34 but not of M-CSF 

(Supplementary Figure 1B-F). In addition, as 

shown previously (8), M-CSF and IL-34 similarly 

induced RANKL-associated osteoclastogenesis 

in a dose-dependent manner and the 

combination of M-CSF and IL-34 did not reveal 

any competitive activity between these 

cytokines (Supplementary Figure 2).  

 

Both cytokines significantly up-modulated 

the proliferation of M-CSFR overexpressing TF-1 

cells (TF-1 M-CSFR) (Figure 2A). As with the 

experiment conducted with CD14+ cells, a 

combination of 5 ng/mL of each cytokine 

induced significantly higher proliferation 

compared to 10 ng/mL of M-CSF alone, 

whereas this difference was not significant 

compared to 10 ng/mL of IL-34 (Figure 2B, 

p<0.05). Addition of a blocking anti-M-CSF 

antibody reduced the proliferation of TF-1 M-

CSFR cells, thus revealing autocrine M-CSF 

production by the cells (Figure 2C). This 

autocrine expression of M-CSF was confirmed 

by RT-qPCR and ELISA (Data not shown). 

Interestingly, this blocking anti-M-CSF antibody 

also decreased IL-34-induced cell proliferation 

with 25 ng/mL of the cytokine (Figure 2C), and 

strongly reduced the modulation of ERK1/2 

phosphorylation induced by IL-34 (Figure 2D).  

As with the TF-1 cells, HOS M-CSFR produced 

M-CSF in an endogenous manner (Data not 

shown). We then studied the contribution of 

autocrine M-CSF on IL-34-induced M-CSFR 

activation by a silencing RNA approach 

targeting M-CSF (Figure 3, Supplementary 

Figure 3).  

 

 
 
Figure 1: M-CSF and IL-34 alone or in combination differentially activate the M-CSFR. Tyrosine phosphorylation 

patterns (P-Tyr708, P-Tyr723, and P-Tyr923) for M-CSFR and Erk1/2 phosphorylation were investigated by Western blot 

after 5 min of cytokine addition to the cells. (A) HEK M-CSFR cells were cultured in serum-free conditions for 12h 

before stimulation for 5 min at 37°C with increasing doses of M-CSF (10, 25, 50, 100 and 200 ng/mL) combined or not 

with 10 ng/mL of IL-34. (B) Similarly, HEK M-CSFR cells were incubated with increasing concentrations of IL-34 (10, 25, 

50, 100 and 200 ng/mL) with or without 10 ng/mL of M-CSF. β-actin was used as the loading control. 
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Figure 2: Autocrine production of M-CSF modulates the 

biological effects of IL-34. (A) TF-1 M-CSFR cells were 

cultured in the presence or absence of M-CSF or IL-34 for 3 

days. Cell number was counted manually and histograms 

represent the percentage of proliferation compared to 

the control group. original magnification: X100. (B) TF-1 M-

CSFR cells were cultured in the presence or absence of M-

CSF or IL-34 or both cytokines at 5 ng/mL for 7 days. Cell 

proliferation was quantified by manual counting and 

histograms illustrate the percentage of proliferation 

compared to D0 and normalized to the 5 ng/mL M-CSF 

condition. (C) 104 cells/well were seeded in 96-well plates 

and cultured with or without M-CSF or IL-34 in the 

presence or absence of a blocking anti-M-CSF antibody. 

After 3 days of culture, cell viability was determined by an 

Alamar blue assay. (D) TF-1 M-CSFR cells were cultured in 

serum free conditions for 12 hours before incubation with 

a blocking anti-M-CSF antibody. The cells were then 

stimulated with M-CSF or IL-34 for 5 min and the level of P-

ERK1/2 was studied by Western blot. β-actin was used as 

the loading control. Error bars show the SEM for three 

different experiments. *p < 0.05.  

 

 
Figure 3: Blockade of M-CSF cell expression decreases IL-

34-induced M-CSFR activation. HOS M-CSFR cells were 

transfected with siRNAs directed against the human M-

CSF gene (siM-CSF621, siM-CSF778, siM-CSF952). An siRNA 

directed against the luciferase gene (siLucF) was used as 

a control. Forty-eight hours after transfection, the cells 

were cultured in serum-free conditions for 12 hours and 

then stimulated with 50 ng/mL of M-CSF or IL-34 for 5 min. 

Tyrosine708 and tyrosine723 phosphorylations of the M-

CSFR were studied by Western blot. β-actin was used as 

the loading control. The phosphorylation density of the 

tyrosine723 was quantified using GeneTools (Syngene) 

and normalized to the β-actin density. 

 M-CSF expression was down-regulated by 

around 50% 48 hours after transfections of 

siRNA targeting the M-CSF gene 

(Supplementary Figure 3), and the silencing of 

M-CSF expression decreased M-CSFR 

phosphorylations induced by both IL-34 and 

M-CSF (Figure 3). Overall, these data 

demonstrated that combinations of both 

cytokines are not restricted to competitive 

activities, and that IL-34 and M-CSF can exhibit 

additive effects on various cells at certain 

concentrations. In addition, M-CSF is able to 

modulate intracellular signaling induced by IL-

34 through the M-CSFR. 

 

IL-34 can interact with the M-CSF to form a 

heteromeric cytokine  

Because the modulation of autocrine 

production of M-CSF affects the M-CSFR 

activation induced by IL-34, we analyzed the 

potential molecular interaction between both 

cytokines by surface plasmon resonance. The 

sensorgrams shown in Figure 4A demonstrate 

the specific binding of IL-34 to immobilized M-

CSF, characterized by rapid dissociation. Thus, 

IL-34 bound M-CSF with a low affinity 

(KD=114nM) (Figure 4B). 

  

Molecular modeling based on the crystal 

structures published for the M-CSF, M-CSFR 

(27) and IL-34 (15) illustrated the conventional 

binding of the homodimeric cytokines on the 

M-CSFR (Figure 4C). A docking binding 

analysis was performed using the human 

dimer of IL-34 against the humanized structure 

of M-CSF derived from the mouse crystal 

structure. The docking strategy consisted in 

defining M-CSF as the rigid molecule, thus 

keeping its position fixed, and applying 

rotations and translations in the three-

dimensional space for a total of 54000 

docking energy evaluations, called poses. The 

best 2000 poses according to ZSCORE 

(determined using ZDOCK) were clustered to 

regroup similar orientations. In these clusters, 

the most common dimer-dimer interface was 

found to be a parallel orientation of IL-34 

along M-CSF, with beta-strands on both 

cytokines arranged on the same side. The first 

and most populated cluster was made of 82 

structures and contained the best pose (Figure 

4D, left panel).  
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 Figure 4: IL-34 binds M-CSF to form a heterodimeric 

protein able to interact with the M-CSFR. (A) M-CSF was 

immobilized on the dextran matrix of a sensor chip 

(BIAcore) and increasing doses of IL-34 (from 15.575 to 500 

nM) were loaded on to the chip to analyze the 

interactions between the 2 cytokines. (B) Figure 

representing dose-dependent binding in RU and shows 

dissociation constant (KD) determination. (C) Molecular 

modeling was performed on the homodimeric cytokines 

in complex with the M-CSFR using the three-dimensional 

coordinates extracted from the crystal structure previously 

published. (D) The interactions between M-CSF and IL-34 

were assessed by molecular modeling using three-

dimensional cytokine structures. The left panel shows the 

most favorable binding mode between the two 

homodimeric cytokines, and the right panel illustrates 

interaction between the heteromeric cytokine and the M-

CSFR. M-CSF in brown, IL-34 in green and M-CSFR in blue. 

 

The binding interface was made of 56 amino 

acids on M-CSF and 47 on IL-34, for a total 

interface surface of 1764 A². For each dimer, 

the loss in accessible solvent was of 1680 A² 

and 1845 A² for M-CSF and IL-34 respectively, 

indicating the stronger binding role of IL-34 in 

the resulting binding interface. The binding 

interface consisted of 14 hydrogen bonds 

between dimers and 9 salt bridges, and a 

detailed energy analysis of their binding mode 

revealed a balanced contribution of 

electrostatic interactions and hydrophobic 

contacts (data not shown). To see whether 

the heteromeric cytokine identified in this 

study can engage M-CSFR pathway 

activation, we explored whether the already-

described binding sites for IL-34 and M-CSF 

could still be accessible for binding to the M-

CSFR. As presented in Figure 4D (right panel), 

despite a steric hindrance due to its large size, 

the heteromeric cytokine was able to bind to 

the M-CSFR, leading to a different 

conformation of the intracellular M-CSFR 

chains. In this conformation, one of the two 

cytokine binding sites remained accessible to 

the M-CSFR and the two free sites were 

opposite each other on the tetrameric 

cytokine. If we superimposed two M-CSFR 

monomers on the predicted dimer of dimers, 

the resulting orientation for each M-CSFR 

monomer was compatible with the estimated 

distance between the missing D4 and D5 

domains of the two M-CSFR monomers. This 

distance was a critical step for receptor 

activation as it allowed contact between the 

two D4 monomers via homotypic contacts 

(18). M-CSF and IL-34 can thus form a 

heteromeric cytokine able to bind to the M-

CSFR. 

 

Endogenous M-CSF and IL-34 can interact 

together within the cell cytoplasm  

As M-CSF and IL-34 were predicted to form a 

heteromeric cytokine, we further investigated 

by means of a PLA assay whether such 

interaction could be relevant in cells 

producing both cytokines (Figure 5). We 

developed from the parental MG63 cell line 

(MG63 NT) that intrinsically expressed M-CSF 

but not IL-34, a transfected MG63 IL-34 cell line 

that expressed both M-CSF and IL-34 at the 

protein level, as demonstrated by the pink 

staining around the nuclei compared to the 

negative controls (Figure 5A,B). The PLA assay 

demonstrated molecular interaction between 

the two cytokines as shown by pink 

fluorescent points within the cytoplasm in 

Figure 5C, characterized by a close proximity 

of the protein epitopes (30-40nm).  

 

Endogenous M-CSF and IL-34 expression 

differentially control intracellular trafficking 

and maturation of the M-CSFR  

M-CSFR half-life was analyzed in the 

presence of M-CSF or IL-34 in HEK cells 

expressing the M-CSFR. As expected, HEK M-

CSFR cell lysates revealed two forms of M-

CSFR, the higher molecular form 

corresponding to the membrane form of the 

receptor (Figure 6). Adding M-CSF or IL-34 

decreased the membrane expression of M-

CSFR, thus reflecting the receptor’s 

internalization and degradation as protein 

synthesis was blocked by cycloheximide. At 

the same dose, M-CSF was more efficient in 

reducing the half-life of the M-CSFR compared 

to IL-34 (Figure 6A). 
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Figure 6: M-CSF and IL-34 differentially control the 

intracellular trafficking of the M-CSFR. (A) HEK M-CSFR cells 

were treated with 4 µg/mL of cycloheximide to block 

protein synthesis in the presence or absence of 100 ng/mL 

of M-CSF or IL-34. M-CSFR expression was followed by 

Western blot after 2, 4, 6 or 8 hours of treatment and 
quantified compared to β-actin expression. (B) HEK M-

CSFR were transfected with a vector encoding M-CSF or 

IL-34 or with an empty vector as control and 48 hours later, 

M-CSFR and ERK1/2 phosphorylations were assessed by 

Western blot. (C) M-CSFR expression analyzed by Western 

blot. HEK M-CSFR cells transfected for expressing M-CSF 

(“M-CSF”) or transfected with an empty vector (“Control”) 

were treated 48 hours after transfection with PBS or trypsin 

(0.05%) for 10 min at 37°C. Non-transfected HEK M-CSFR 

cells (“NT”) were treated for 24 or 48 hours with 

tunicamycin and brefeldin which block the glycosylation 

process and the protein export between the reticulum 

and the Golgi networks respectively. (D) HEK M-CSFR cells 

were cultured with 25 ng/mL of M-CSF or IL-34 for 48 hours 

prior to analyze the M-CSFR, and P- Erk1/2 by Western blot. 
β-actin was used as the loading control. 

 

When M-CSF was overexpressed 

concomitantly to the M-CSFR, the cytokine 

markedly down-regulated the expression of 

the membrane form of its receptor in favor of 

the intracellular form (Figure 6B). On the 

contrary, the M-CSFR was maintained at the 

cell membrane when IL-34 was co-transfected 

(Figure 6B). As with HEK M-CSFR cells, 

overexpression of M-CSF in HOS M-CSFR cells 

quantitatively increased the intracellular form 

and decreased the membrane form of the 

receptor in contrast to IL-34 overexpression, 

which maintained receptor expression at the 

cell membrane (Supplementary Figure 4, 

Supplementary Figure 5). Non-transfected HOS 

M-CSFR and HEK M-CSFR cells or cells 

Figure 5: M-CSF and IL-34 interact within the cytoplasm of cells expressing both cytokines. (A) First, the proximity 

ligation assay (PLA) from Olink was used to detect M-CSF and IL-34 expression (far red, represented in pink) in MG63 

cell lines (MG63 NT only express M-CSF, and MG63 IL-34 cells express both cytokines). Nuclei were stained with DAPI 

(cyan). (B) Several negative controls were performed on MG63 IL-34 cells to validate the PLA assays: cells incubated 

with only one primary antibody (either against M-CSF or IL-34) and both secondary antibodies, or with only secondary 

antibodies; MG63 NT cells incubated with all the antibodies. (C) In situ PLA showed the co-localization of M-CSF and 

IL-34 in the cytoplasm of MG63 IL-34 cells (pink staining). Cell morphology was analyzed using digital interference 

reflection images captured using the reflection mode (gray).  
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transfected with an empty vector (Mock) 

mainly expressed the receptor at the 

membrane (Figure 6B, Supplementary Figure 

5). 

 

The functionality of the receptor forms 

was controlled by the phosphorylation of the 

receptor chains and MAPK activation (Figure 

6B). A trypsin treatment of HEK M-CSFR cells 

was associated with the formation of 

degradation products of the M-CSFR in 

contrast with the M-CSF co-expressing cells 

(Figure 6C). These results demonstrated that 

the upper band (175 kDa) corresponded well 

to the membrane form of the M-CSFR and the 

lower band (150 kDa) to an intracellular form. 

Adding tunicamycin to HEK M-CSFR cells for 24 

hours or 48 hours resulted in a lower molecular 

weight form of the receptor, around 100 kDa, 

whereas brefeldin A treatment induced a 

total shift toward the 150 kDa M-CSFR form, 

similar to M-CSF co-expression (Figure 6C). As 

tunicamycin is known to prevent proteins’ N-

glycosylation, and brefeldin A to both interfere 

with transport from the endoplasmic reticulum 

to the Golgi apparatus and block protein 

secretion, the present data suggest that M-

CSF treatment blocked M-CSFR trafficking in 

the endosomal network, leading to the 

accumulation of a less N-glycosylated form of 

150 kDa (Figure 6C). However, treatment of 

HEK M-CSFR cells with M-CSFR ligands for 48 

hours did not induce any shift between the 

two forms of M-CSFR, demonstrating that only 

intrinsic expression of M-CSF and IL-34 can 

impact receptor maturation (Figure 6D). 

Confocal microscopy confirmed these 

data in HEK M-CSFR (Figure 7) and HOS M-

CSFR cells (Supplementary Figure 5). M-CSF 

overexpression induced marked intracellular 

sequestration of the M-CSFR that appeared 

located in the perinuclear region (Figure 7, 

Supplementary Figure 5). Overexpression of IL-

34 led to minor intracellular sequestration of 

the receptors as they were still localized at the 

cell membrane. Moreover, co-expression of 

M-CSF and IL-34 mainly led to intracellular 

expression of the M-CSFR clustered in the 

endosomal network around the nuclei (Figure 

7, Supplementary Figure 5), confirming the 

Western blot observations (Data not shown). 

Similar investigations were performed in the 

murine osteosarcoma cells K7M2 that 

spontaneously expressed M-CSF and IL-34 

(Supplementary Figure 6). 

 

 
Figure 7: M-CSF and IL-34 co-expression induces 

intracellular sequestration of the M-CSFR in HEK M-CSFR 

cells. HEK M-CSFR cells were transfected with an empty 

vector (Mock), a vector coding for M-CSF (M-CSF) or IL-34 

(IL-34) or co-transfected with both vectors encoding M-

CSF and IL-34 (M-CSF/IL-34). Forty-eight hours after 

transfection, the cells were fixed and the expression of M-

CSFR was assessed by confocal microscopy (green 

staining). Actin is stained in red, and nuclei are shown in 

blue. 

 

Supplementary Figure 6 shows a main 

intracellular localization of the M-CSFR with 

slight expression of its membrane form. 

Western blot analysis confirmed the expression 

of both M-CSFR forms with a relatively high 

expression of the intracellular form compared 

to HEK M-CSFR (Figure 6) or HOS M-CSFR 

(Supplementary Figure 4). Overall, these data 

demonstrate that intrinsic IL-34 and M-CSF 

expression controls cellular trafficking of the M-

CSFR. 

 

DISCUSSION 

Despite common features, previous 

studies described specific activities for M-CSF 

and IL-34, especially in their ability to 

modulate the expression of various 

chemokines/ chemokine receptor expression 

(monocyte chemoattractant protein-1 MCP-1, 

eotaxin-2, C-C chemokine receptor type 2 

CCR2), and the migration of myeloid cells 

through their shared M-CSFR chains (11, 20). In 

the present work, we report for the first time 

the molecular interaction between M-CSF and 

IL-34, forming a new heteromeric cytokine, 

and the differential role of M-CSFR ligands in 

controlling M-CFSR trafficking. Furthermore, 

the M-CSF/IL-34 heteromer may play a 

specific biological role by differentially 

phosphorylating the M-CSFR due to the 

tridimensional conformation of the receptor 
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chains adopted when the cytokines bind. 

ZDOCK docking software was used to look for 

an interaction between M-CSF and IL-34, as it 

is particularly efficient on dimeric proteins, 

while finding the correct interface from two 

monomers to form a dimer. We first explored 

whether the docking followed by clustering 

strategy could be useful for studying existing 

binding interfaces of the M-CSFR ligands by 

isolating each cytokine from its receptor or by 

splitting dimers into monomers. Each docking 

assessment found the correct position and 

orientation in the first populated and most 

energy favorable cluster, even in the case of 

the M-CSF molecule where the disulfide bridge 

could not be created during the docking 

process. Without the N-glycosylations present 

in the IL-34 structures, we also observed 

aggregation-like motifs, a phenomenon 

already identified experimentally (12). There 

was no defined orientation or specific binding 

interfaces that could be deduced from the 

aggregated dimers. However, the same 

studies on M-CSF dimers did not reproduce 

any aggregation pattern, which was also a 

good indicator of the sensitivity of the 

methods used. These validations reinforced 

our confidence in the docking protocol used 

for studying the putative binding mode of the 

cytokines. The in silico experiments revealed a 

potential binding mode for M-CSF and IL-34 

dimers (Figure 4D), arranged parallel to each 

other with their beta-strands pointing in the 

same direction. This striking binding mode was 

unexpected so we first decided to rule out the 

possibility that the results obtained were only 

due to the docking strategy or algorithm 

employed. We therefore used another 

popular rigid protein docking algorithm called 

PIPER via its web-based interface ClusPro, 

which best performed recently in the latest 

CAPRI contest (21, 22). By using dimers of 

dimers as starting structures we also found a 

parallel orientation for both cytokines. 

Consistent with this docking study, surface 

plasmon resonance assays experimentally 

validated the binding ability of IL-34 to the M-

CSF characterized by low affinity and rapid 

dissociation (Figure 4A). The proximity ligation 

assay confirmed their interaction. Indeed, this 

technique made it possible to detect closed 

epitopes separated by a maximum distance 

of around 30-40 nm (23), and finally 

strengthened the binding between both in 

their physiological context (Figure 5). This 

heteromeric cytokine may be stabilized by its 

binding to the M-CSFR, as the molecular 

docking study proposed a new binding mode 

for this heteromeric cytokine to two isolated 

M-CSFR chains (Figure 4D). This recruitment 

could bring each M-CSFR domain D3 to a 

distance of about 60Å, close enough to bring 

domains D4 and D5 into contact, a step 

known to be critical for receptor activation 

(18).  

The oligomerization process is widespread 

in biology and it is estimated that homo-

oligomerization occurs with 70% of eukaryotic 

proteins (24). Increased efficiency made 

possible by better stability, amplification of 

their affinity or the protective mechanisms of 

the proteins are amongst the main benefits of 

this oligomerization process. By forming 

homodimers, M-CSFR, M-CSF and IL-34, like 

numerous other cytokines/receptors, do not 

break this oligomerization rule (25). To increase 

the complexity, diversity and regulation of cell 

signaling events, several cytokines are able to 

form heteromeric structures. This is the case of 

interleukin-12 (IL-12) related cytokines which 

differentially regulate the maintenance or 

activation of the Th1 immune response (26). IL-

12 is a heterodimeric cytokine composed of 

the p35 and p40 subunits signaling through 
two β1- and β2-specific receptor units 

conferring high affinity binding of IL-12 when 

they are co-expressed (27). In contrast to the 

heterodimeric IL-12, the p40 dimer appears to 

be an IL-12 antagonist blocking the cytokine 

from binding to its receptor chains (28). The 

biological diversity of the IL-12 cytokine family 

is strongly increased by the ability of the p40 

subunit to bind in a covalent manner to p35-

related protein p19 to form IL-23 (29) or to the 

p40-related protein EBI3 (Epstein–Barr virus-

induced gene 3) to form another cytokine 

named IL-27 with its own biological specificity 

(30). Similarly to IL-12, IL-17A and IL-17F, two 

members of the IL-17 family, interact to form a 

heterodimer able to bind to the IL-17RA/IL-

17RC receptor complex (31). Such 

heterodimers also contribute to the biological 

diversity, as shown by their impact on 

cytokine/chemokine production. 

Heterodimeric IL-17F/IL-17A showed 

intermediate potency in inducing IL-6 and 

CXCL1 compared to homodimeric IL-17A or IL-

17F (32). This differential efficiency was 

explained by their distinct affinity for the IL-

17RA, whereas the three cytokines exhibit 
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similar affinity for the IL-17RC moiety. 

Consequently, the biological activities of IL17A 

are inhibited by IL-17RA, IL-17F is blocked by IL-

17RC, and a combination of soluble IL-

17RA/IL-17RC receptors is needed to abolish 

IL-17F/IL-17A activity (33).  

Based on our data, M-CSF and IL-34 now 

belong to the cytokine families forming 

heteromeric entities and the M-CSF/IL-34 

cytokine plays a part in increasing the 

functional diversity of these molecules. By 

interfering with M-CSFR trafficking, more 

specifically in the balance between the 

intracellular and membrane forms of the 

receptor, IL-34, M-CSF and M-CSF/IL-34 may 

tightly and specifically control the biological 

activities associated with the M-CSFR-

dependent signaling pathways. In M-CSFR 

expressing cells, overexpression of M-CSF led 

preferentially to maintaining the M-CSFR in an 

N–glycosylated form clusterized into the 

endosomal network. Western blot carried out 

in these experimental conditions showed a 

shift in M-CSFR expression from the high 

molecular weight of 175 kDa, corresponding 

to the membrane mature form of the 

receptor, to the 150 kDa intracytoplasmic 

form. These results were consistent with 

previous studies which demonstrated that the 

175 kDa membrane form was highly 

processed and modified with mannose and 

sialic acid, whereas the 150 kDa form was less 

mature with only mannose modifications, and 

accumulated in the Golgi apparatus, a 

process called receptor maturation arrest (34-

36). The tunamycin treatment, which is known 

to prevent the glycosylation process (37), and 

brefeldin A treatment, which blocks 

anterograde transport from the endoplasmic 

reticulum to the Golgi apparatus and protein 

secretion (38, 39), confirm that the M-CSFR 

form processed when M-CSF is highly 

expressed by the cells is less glycosylated 

compared to the mature form, and that the 

receptor is retained between the 

endoplasmic reticulum and the Golgi 

apparatus. In contrast, co-expression of IL-34 

did not induce massive intracellular clustering 

of M-CSFR and maintained the receptor at the 

cell surface, suggesting a different regulatory 

role for the twin cytokines in M-CSFR 

trafficking. Similar functional differences can 

be observed on the receptor half-life after 

adding exogenous cytokines (Figure 6), but 

also at the transcriptional level as an increase 

in IL-34 expression has a moderate impact on 

M-CSF or M-CSFR expression levels 

(unpublished data). In contrast, 

overexpression of M-CSF induces significant 

changes in the M-CSFR or IL-34 levels. Indeed, 

overexpression of M-CSF induces a significant 

increase in IL-34 expression, whereas 

overexpression of IL-34 does not modify M-CSF 

expression (unpublished data). In addition, 

knock-down of M-CSF expression using siRNA 

enhances IL-34 expression, suggesting a 

compensatory mechanism between these 

two cytokines. Nandi et al. recently published 

that M-CSFR and its two ligands IL-34 and M-

CSF exhibit distinct expression patterns during 

brain development and that IL-34 exhibits a 

broader regional expression than M-CSF, 

mostly without overlap (40). Their observations 

suggest a key regulatory role for IL-34 in the M-

CSF/M-CSFR activation pathway, which 

consequently may participate to the tissue 

homeostasis and development. Thus, our 

results show that IL-34 may modulate M-CSF 

effects through the M-CSFR, explained in part 

by the formation of a heteromeric cytokine M-

CSF/IL-34. 

In contrast to IL-17A or IL-17F that form 

either disulfide-linked homodimers or 

heterodimers through their cysteine knot motif, 

M-CSF and IL-34 probably interact in their 

homodimeric form to constitute a 

heterotetrameric cytokine. Our molecular 

docking studies predicted a 2:2 interaction 

without any disulfide bond, which is able to 

bind to the M-CSFR, unlike a single M-CSF/IL-34 

heterodimer. The exact functional implication 

of these new oligomeric cytokines still needs to 

be explored and must now be analyzed in the 

light of the receptor protein tyrosine 
phosphatase β/ζ (RPTP β/ζ) identified as a new 

receptor for IL-34 (40). As with the IL17A/IL17F 

and IL-17RA/IL-17RC systems, the heteromeric 

M-CSF/IL-34 may regulate IL-34 and M-CSF 

functions through one receptor or another 

and the heteromer may also interact with 
both M-CSFR and RPTP β/ζ receptors. This new 

M-CSFR cooperative binding mode needs 

further exploration, and the crystal structure of 

M-CSF/IL-34 should be determined as well as 

co-crystal studies with the receptors to better 

characterize this new complex. It remains to 

be understood why and in which context this 

heteromerization mechanism is more 

beneficial than the already described one-to-

one competition. 
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2. Résultats principaux 
 

L’addition de M-CSF et d’IL-34 induit un profil de phosphorylation du M-CSFR particulier à 

faibles doses, comparé à une concentration équivalente de cytokines seules, allant à l’encontre 

des effets compétitifs décrits précédemment (Figure 1 article 3). De plus, la présence cumulée 

du M-CSF et de l’IL-34 exerce un effet biologique différent des cytokines prises individuellement, 

induisant à certaines concentrations une meilleure viabilité des monocytes et des cellules 

érythroblastiques TF-1 M-CSFR (Figure 69).  

 

 
 

Figure 69 : Supplementary Figure 1 de l’article 3. 

 The combination of M-CSF and IL-34 induces an additive effect by increasing the viability of human CD14+. 

CD14+ cells were magnetically isolated from the peripheral blood of 4 healthy donors and cultured in the 

presence of M-CSF or IL-34 for three days. Cell viability was assessed by measuring metabolic cell activity 

(Alamar Blue assay). (A) Viablity of CD14+ cultured in the presence of increasing doses of M-CSF or IL-34 (0.1 

to 200 ng/mL). The dose-response shown is representative of all donors assessed. (B-E) Viability of CD14+ 

isolated from 4 independent donors and cultured with 5 or 10 ng/mL of MCSF or IL-34 or with both 5 ng/mL 

M-CSF and 5ng/mL IL-34 for 4 donors. Histograms represent the percentage of cell viability obtained with 5 

ng/mL of M-CSF. (F) Mean of CD14+ cell viability from 4 healthy donors. Error bars represent the standard 

error of mean (SEM) between each measurement of the different experiments for each donor. ** p < 0.01, 

n.s.: not significant. 

 

 

Aucun effet compétitif n’est observable sur la différenciation ostéoclastique en présence des 

deux cytokines (Figure 2 article 3, Figures 70). 
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Figure 70 : Supplementary Figure 2 de l’article 3. 

Effect of M-CSF and IL-34 combination on human osteoclastogenesis. CD14+ cells isolated from healthy do-

nor were cultured with 10 or 25 ng/mL of M-CSF, or 12 or 25 ng/mL of IL-34, or with 10 ng/mL of M-CSF and 12 

ng/mL of IL-34. Media were changed every 3 days and 100 ng/mL of RANKL was added at D3 to induce 

osteoclastic differentiation. After 10 days of culture, TRAP+ multinucleated cells were considered as osteo-

clasts and manually counted. 

 

La production autocrine de M-CSF par les cellules exprimant le M-CSFR modifie l’activation 

du récepteur induite par l’IL-34 (Figures 2-3 et figure 71).  

 

 
 

Figure 71 : Supplementary Figure 3 de l’article 3. 

Validation of the siM-CSF efficiency in HOS M-CSFR cells. (A) HOS M-CSFR cells were transiently transfected 

with 2 siRNAs directed against the human M-CSF gene (siM-CSF621 and siM-CSF778). A siRNA directed against 

the luciferase (SiLucF) gene was used as a negative control. Forty eight hours after the transfection, relative 

M-CSF mRNA expression was determined by RT-qPCR, normalized to HPRT gene expression. Experiment was 

done with the same cells used in figure 4 to study the M-CSF knockdown efficiency. (B) Forty eight hours 

after transfection, cells were cultured in serum free medium for 12 hours and then stimulated with 200 ng/mL 

of M-CSF or IL-34 for 5 min. Phosphorylations of M-CSFR (Tyr708 and Tyr723) were analyzed by Western blot. -

actin was used as a loading control. 
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Ces effets pourraient s’expliquer par la formation d’une cytokine hétéromérique formée par 

l’association des cytokines jumelles. En effet, l’IL-34 recombinante est capable de se fixer avec 

une faible affinité (114 nM) sur du M-CSF recombinant fixé sur une puce, même si le complexe se 

dissocie rapidement (Figures 4A-B article 3). Cette interaction est également observée in situ par 

la technique de PLA dans des cellules produisant à la fois le M-CSF et l’IL-34 (Figure 5 article 3). 

Les expériences de modélisation bio-informatique utilisant les données de cristallographie 

publiées pour le M-CSF et l’IL-34 montrent en effet que la liaison entre le M-CSF et l’IL-34 est 

possible, avec une stoechiométrie préférentielle de 2 : 2. Les dimères de cytokines sont alors liés 

parallèlement par des liaisons faibles de type ionique et hydrogène. Malgré l’encombrement 

stérique de ce complexe, cette conformation est favorable à une liaison sur le M-CSFR, 

engageant les monomères de M-CSF et d’IL-34 les plus opposés. L’orientation des domaines D1-

D3 suite à la fixation de ce complexe permet le rapprochement et les contacts homotypiques 

entre les domaines D4 et D5, non représentés ici, et donc l’activation du M-CSFR (Figures 4C-D 

article 3). 

 

 
 

Figure 72 : Supplementary Figure 4 de l’article 3. 

IL-34 and M-CSF specifically and differentially regulate the M–CSFR localization. (A) M-CSF and IL-34 protein 

overexpression were measured by ELISA assay or flow-cytometry in HEK M-CSF and HOS M-CSFR cells. (B) M-

CSFR expression was assessed by Western blot in HOS M-CSFR 48 hours after transfection with a vector en-

coding M-CSF, IL-34 or an empty vector (Mock) upon 5 min stimulation with 50 ng/mL M-CSF or IL-34. 
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Figure 73 : Supplementary Figure 5 de l’article 3. 

M-CSF and IL-34 control M-CSFR location in HOS M-CSFR cells. HOS M-CSFR were transfected with an empty 

vector (Mock), a vector coding for M-CSF (M-CSF) or IL-34 (IL-34) or co-transfected with both vectors encod-

ing M-CSF and IL-34 (M-CSF/IL-34). Forty-eight hours after transfection, the cells were fixed and expression of 

the M-CSFR was assessed by confocal microscopy (green staining). Actin is stained in red, and nuclei are 

shown in blue. 

 

 
 

Figure 74 : Supplementary Figure 6 de l’article 3. 

Membrane and intracellular localization of the M-CSFR in murine K7M2 cells spontaneously expressing M-CSF 

and IL-34. The localization of the M-CSFR (green) was analyzed by confocal microscopy in the murine K7M2 

osteosarcoma cells that express high levels of M-CSF and IL-34. Actin is stained in red, and nuclei are in blue 

(right panel). M-CSFR expression was also analyzed by Western blot. Vimentin and -actin were used as the 

loading controls (left panel). 

 

Par ailleurs, le M-CSF et l’IL-34 régulent différemment le transport intracellulaire du M-CSFR. La 

demi-vie du M-CSFR semble plus courte en présence de M-CSF, le récepteur étant internalisé et 

dégradé plus rapidement qu’en présence d’IL-34 (Figure 6A article 3). De plus, la co-expression 

des ligands et du récepteur au sein de la cellule contrôle différemment la localisation du M-
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CSFR, puisqu’une forte expression du M-CSF entraîne la disparition du M-CSFR à la membrane au 

profit de l’accumulation au sein du réseau endosomal d’une forme uniquement N-glycosylée. 

Malgré une diminution de l’expression du M-CSFR à la membrane, l’expression d’IL-34 semble 

avoir moins d’impact puisque le récepteur est toujours exporté à la membrane (Figures 6B-C et 

figures 72-74). 
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III. Conclusions et discussion 
 

 Nos résultats démontrent une liaison de l’IL-34 sur le M-CSF de faible affinité, n’impliquant 

que des liaisons faibles comme des liaisons hydrogènes et des ponts ioniques. Aucune cystéine 

n’est présente dans la région de dimérisation M-CSF/IL-34, et l’absence de ponts disulfures rend 

le complexe difficile à analyser. Le réactif de Lomant (DSP/DTSP) pourrait être utilisé pour former 

des ponts artificiels entre les amines réactives afin de stabiliser le complexe, mais ces ponts sont 

susceptibles d’affecter la biologie de la cytokine, et sont réversibles en conditions dénaturantes. 

Contrairement à la cytokine hétéromérique formée par l’IL-17A et l’IL-17F, il sera donc difficile 

d’isoler et de purifier le complexe formé par le M-CSF et l’IL-34, qui risque de se dissocier au cours 

de l’expérience (Wright et al. 2007). Cette étape serait pourtant nécessaire pour confirmer que 

les effets biologiques et l’activation particulière du M-CSFR obtenue en présence des deux 

cytokines seraient liés à la formation de cet hétéromère, capable de se lier et d’activer de 

façon différentielle le M-CSFR. Chihara et al. ont en effet montré qu’une activation différente du 

M-CSFR et des voies de signalisation sous-jacentes en présence de M-CSF ou d’IL-34 pourrait 

expliquer certains effets biologiques propres à chaque cytokine. La production plus faible de 

MCP-1 par des macrophages différenciés en présence d’IL-34 serait ainsi due à une 

phosphorylation plus faible des STATs (Chihara et al. 2010). La purification de l’hétéromère 

permettrait de conforter notre hypothèse en analysant directement son effet sur la viabilité et la 

différenciation des lignées myéloïdes. La formation de ce complexe serait donc un autre moyen 

pour l’IL-34 de réguler l’action du M-CSF, et pourrait exercer comme l’IL-17A/F un rôle 

intermédiaire dans les zones où les deux cytokines sont produites, notamment dans certaines 

pathologies comme les maladies inflammatoires chroniques (Masteller et Wong 2014). En effet, 

malgré des fonctions redondantes, l’absence de M-CSF induit chez des souris une ostéopétrose 

plus marquée que celle d’IL-34 (Wiktor-Jedrzejczak et al. 1990; Dai et al. 2002), tandis qu’une 

inactivation du gène de l’IL-34 perturbe plus sévèrement la biologie des cellules de Langerhans 

et de la microglie (Greter et al. 2012; Wang et al. 2012). L’hétéromère M-CSF/IL-34 pourrait donc 

aussi contrôler certaines fonctions, comme c’est le cas pour la sécrétion d’IL-17A/F par les 

lymphocytes T qui permet de réguler l’inflammation. En effet, cet hétérodimère contrôle 

différemment la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou le CXCL-1 

comparé aux homodimères d’IL-17A ou d’IL-17F (Seon Hee Chang et Dong 2007). En dépit d’une 

interaction transitoire mesurée entre le M-CSF et l’IL-34 par résonance plasmonique de surface, 

l’hétéromère pourrait être stabilisé lors de sa fixation sur le M-CSFR. Il serait également intéressant 

d’étudier le rôle du M-CSF/IL-34 vis-à-vis des autres récepteurs de l’IL-34, comme le RPTPβ/ζ 

(Nandi et al. 2013). L’IL-34 pourrait également s’associer à la forme membranaire du M-CSF. 

Cependant, il est probable que l’IL-34 ne s’associe pas avec tous les isoformes du M-CSF, qui 

exercent chacun une fonction biologique particulière (Dai et al. 2004; Nandi et al. 2006). L’IL-34 
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s’associerait plutôt au M-CSF présent sous forme d’un protéoglycane, puisque ce dernier porte 

une chaîne de chondroïtine sulfate, et l’interaction de l’IL-34 avec le RPTPβ/ζ est médiée par ces 

chaînes sulfatées (Nandi et al. 2013). De plus, cette forme du M-CSF est connue pour interagir 

avec les LDLs, puisque sa chaîne de chondroïtine sulfate est capable de se lier à 

l’apolipoprotéine B (Suzu, Inaba, et al. 1994). Le protéoglycane se lie également à d’autres 

facteurs de croissance comme le bFGF au niveau d’une séquence de sa partie C-terminale 

spécifique à cet isoforme du M-CSF, et est en compétition avec l’héparane sulfate pour sa 

liaison au bFGF (Suzu, Kimura, et al. 1994). Afin de vérifier si la liaison entre le M-CSF et l’IL-34 est 

dépendante de la chaîne de chondroïtine sulfate, il faudrait utiliser des cellules produisant 

uniquement la glycoprotéine et réaliser de nouveau la technique de proximity ligation assay 

(PLA) M-CSF/IL-34, car l’utilisation de traitements enzymatiques comme la chondroïtinase ABC sur 

les protéines reste difficile à maîtriser. Par conséquent, il faudrait pouvoir produire les protéines en 

grandes quantités pour les purifier après le traitement enzymatique. Il serait néanmoins possible 

de reproduire les expériences de liaison entre le M-CSF et l’IL34 en présence d’une dose 

croissante de chondroïtines sulfates afin de vérifier si celles-ci inhibent l’interaction entre les deux 

cytokines. Les expériences pourraient être reconduites par résonance plasmonique de surface, 

ou après biotinylation ou radiomarquage d’une des deux cytokines à l’iode 125 et mesure de sa 

liaison au fond d’un puits recouvert par l’autre cytokine pour plus de sensibilité.  

 Par ailleurs, la co-expression du M-CSF et du M-CSFR au sein de différentes cellules bloque 

l’O-glycosylation du M-CSFR et sa localisation entre le réticulum endoplasmique et le golgi. Cette 

forme intracellulaire immature peut être phosphorylée au sein du réseau endosomal comme le 

montrent les résultats de western blot (Figure 6). Contrairement au postulat selon lequel 

l’internalisation du M-CSFR permet l’extinction du signal intracellulaire (Pixley et Stanley 2004), il a 

récemment été montré que le M-CSFR présent dans les endosomes pouvait induire une 

signalisation et maintenir ainsi l’activation de ERK1/2 et Akt dans les macrophages (Huynh et al. 

2012). Cette phosphorylation du M-CSFR intracellulaire observable dans nos résultats est 

certainement rendue possible par l’accumulation du récepteur et de son ligand au sein du 

réseau endosomal, le M-CSF y subissant également une maturation avant d’être sécrété. 

L’expression d’IL-34 semble réguler moins sensiblement l’expression du récepteur puisqu’il n’est 

pas complètement internalisé au sein du réseau endosomal malgré une surexpression 

importante de la cytokine (Figures 6-7, Figures 72-74). Suite à l’activation du M-CSFR par le M-

CSF ou l’IL-34, l’expression des gènes du M-CSF et du M-CSFR est augmentée. Des études 

transcriptomiques sur des macrophages stimulés avec du M-CSF ou de l’IL-34 montrent les 

variations d’expressions géniques induites par l’IL-34 sont plus faibles, y compris celle de 

l’expression du M-CSF (Barve et al. 2013). L’activation du récepteur en présence du M-CSF 

surexprimé induirait donc une plus forte expression de la cytokine, expliquant en partie 

l’internalisation et la diminution drastique du M-CSFR membranaire. De plus, la demi-vie du M-

CSFR est plus courte en présence de M-CSF, renforçant l’idée d’une régulation plus sensible par 
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son premier ligand. L’induction de l’expression du M-CSF ou de l’IL-34 par différents facteurs, 

comme les cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-1β pourrait donc permettre une régulation 

différente du M-CSFR, afin de rendre les cellules elles-mêmes plus ou moins sensibles aux deux 

cytokines présentes dans le microenvironnement (Eda et al. 2010). 

 En conclusion, ces données démontrent la complexité des relations entre l’IL-34 et le M-

CSF, qui, malgré des fonctions communes via un même récepteur, sont capables de réguler 

différemment l’expression et la localisation de ce dernier. L’IL-34 n’est pas uniquement en 

compétition avec le M-CSF, et elle peut moduler l’action du M-CSF en induisant des effets 

additifs. Ces effets peuvent s’expliquer par la formation d’une cytokine hétéromérique M-CSF/IL-

34 fonctionnelle sur le M-CSFR, qui pourrait aussi exercer des fonctions biologiques 

indépendantes, et/ou réguler l’action de ces deux molécules. 
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I. Rôle pro-angiogénique direct et indirect de l’IL-34 : quels acteurs molécu-
laires ? 

 

 Le M-CSF est connu pour induire indirectement l’angiogenèse in vivo en recrutant des 

macrophages, qui produisent des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (Eubank et al. 

2003; Curry et al. 2008; Forget et al. 2014). Les résultats de ce travail de thèse montrent que l’IL-34 

partage les propriétés pro-angiogéniques du M-CSF in vivo dans deux modèles murins. Les ana-

lyses immunohistochimiques réalisées sur les tumeurs issues du modèle d’ostéosarcome utilisé 

révèlent un recrutement plus important des phagocytes mononucléés sur le site tumoral lorsque 

l’IL-34 est surexprimée par la tumeur. De plus, l’expression de l’arginase-1, marqueur des M2, est 

plus forte dans les tumeurs exprimant l’IL-34 que dans les tumeurs contrôles, suggérant que l’IL-34 

induit indirectement la formation de néo-vaisseaux via le recrutement de ces macrophages. 

Néanmoins, les résultats des expériences in vitro réalisées sur des cellules endothéliales démon-

trent également une action directe de l’IL-34 sur la prolifération et la formation de tubes en Ma-

trigel®. Ces effets semblent indépendants du M-CSFR, et nécessitent la présence des glycosami-

noglycanes. Les glycosaminoglycanes sont très fortement impliqués dans les processus angiogé-

niques en particulier via leurs chaînes sulfatées qui peuvent interagir avec de nombreux ligands 

ou récepteurs. Ainsi, l’OPG exerce un rôle pro-angiogénique via les chaînes d’héparane sulfate 

du syndécan-1 (Benslimane-Ahmim et al. 2013). Le RPTPβ/ζ, récepteur connu à l’IL-34, possède 

également un rôle majeur dans la vascularisation. En effet, la fixation de la pléiotrophine sur le 

RPTPβ/ζ induit la migration des HUVECs et la formation de tubes en Matrigel® et dépend des 

chaînes de chondroïtine sulfate C (Polykratis et al. 2005). La migration des cellules endothéliales 

est permise grâce à l’interaction de la pléiotrophine avec les intégrines ανβ3 et le RPTPβ/ζ (Mikelis 

et al. 2009). Il conviendrait donc de vérifier si l’action de l’IL-34 ne passe pas par le RPTPβ/ζ, en 

inhibant par exemple son expression par les cellules endothéliales avant de réaliser des tests 

fonctionnels (tubulogenèse, prolifération, etc.). Néanmoins, dans notre étude, le niveau 

d’expression du RPTPβ/ζ est extrêmement faible sur les cellules endothéliales quelles ques soient 

les conditions analysées. 

II. Rôle du syndécan-1 dans l’effet pro-angiogénique de l’IL-34 ? 
 

 Nos travaux ont mis en évidence la fixation de l’IL-34 sur les chaînes de chondroïtine sul-

fate d’un protéoglycane autre que le RPTPβ/ζ. En effet, le syndécan-1 peut fixer la cytokine, ré-

gulant ainsi l’activation du M-CSFR. Il est exprimé in vitro par les progéniteurs endothéliaux 

(Benslimane-Ahmim et al. 2013) mais également au niveau de l’endothélium au cours de la for-

mation vasculaire. Le domaine extracellulaire du syndécan-1 s’associe aux intégrines αvβ3 et αvβ5 

pour induire un changement de conformation de ces intégrines favorable à l’adhésion, à 
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l’étalement et à la migration des cellules endothéliales (Beauvais et al. 2009). Il a par ailleurs été 

montré que le FGF-2 induisait l’expression de l’intégrine αvβ3, et que le FGFR collaborait avec 

l’intégrine αvβ3 pour favoriser l’angiogenèse et induire les voies de signalisation associées 

(Friedlander et al. 1995). Lorsque cette chaîne d’intégrine est libre, elle forme un complexe intra-

cellulaire avec la caspase 8, induisant l’apoptose des cellules endothéliales. La fixation d’un li-

gand sur l’intégrine favorise la dissociation du complexe, permettant la survie des cellules endo-

théliales (Stupack et al. 2001). Les intégrines sont connues pour servir de plateformes protéiques à 

la membrane servant au recrutement des kinases comme les FAKs, des éléments du cytosque-

lette ou des protéines adaptatrices. La fixation de l’IL-34 sur le syndécan-1 pourrait donc réguler 

l’activation des intégrines αvβ3 et αvβ5, en particulier par l’activation de la PKC qui reste à vérifier, 

et permettre ainsi la prolifération et la survie des cellules endothéliales. En effet l’activation de 

l’intégrine αvβ5 est dépendante de la PKC (Friedlander et al. 1995). Néanmoins, l’IL-34 n’est pas 

capable d’induire seule la formation de tubes en Matrigel®, et semble potentialiser l’action du 

FGF-2. Le FGF-2 est également connu pour stimuler l’expression du syndécan-1 par les cellules 

endothéliales au cours de la formation de vaisseaux, et le syndécan-1 est très fortement exprimé 

par les cellules endothéliales au sein des tumeurs mammaires ou des anneaux aortiques en crois-

sance (Beauvais et al. 2009). Dans un tel contexte, les effets potentialisateurs de l’IL-34 sur la tu-

bulogenèse en présence de FGF-2 pourraient dépendre de cette hausse d’expression membra-

naire du syndécan-1. Nos résultats préliminaires ne montrent aucune variation de l’expression 

membranaire des intégrines αvβ3 en présence de M-CSF ou d’IL-34. Il faudrait maintenant obser-

ver la co-localisation du syndécan-1, des intégrines et des cytokines ainsi que l’organisation du 

cytosquelette des cellules endothéliales et leur migration après ajout de M-CSF et d’IL-34. Les 

expériences de tubulogenèse pourront être reconduites en présence de l’anticorps bloquant 

anti-syndécan-1 (clone B-B4) ou après inhibition de l’expression du syndécan-1 par siRNA afin de 

vérifier le rôle de ce protéoglycane dans l’angiogenèse. Si le syndécan-1 est bien impliqué, il est 

probable que ses chaînes de chondroïtine sulfate soient nécessaires à l’action de l’IL-34. En effet, 

l’abrasion des glycosaminoglycanes réduit fortement la tubulogenèse et les voies de signalisa-

tion induites par l’IL-34. Étant donné que l’anticorps anti-syndécan-1 empêche la fixation de l’IL-

34, il faudrait également déterminer la partie protéique du syndécan-1 impliquée dans sa liaison 

à l’IL-34. Par ailleurs, l’IL-34 se fixant aux chaînes libres de chondroïtine sulfate, il serait tout à fait 

possible que la cytokine agisse sur d’autres protéoglycanes porteurs de ces chaînes comme le 

syndécan-3, le CD44, les glypicans, etc. La partie protéique de l’IL-34 capable de se lier aux 

chaînes de chondroïtine sulfate reste également à identifier. 
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III. Rôle de l’IL-34 et du syndécan-1 dans le recrutement et 

l’adhésion des leucocytes 
 

 Nous avons également pu montrer qu’un pré-traitement des leucocytes à l’IL-34 aug-

mentait leur adhérence à l’endothélium activé. Les immunomarquages IL-34 réalisés sur les 

coupes d’ostéosarcome chez la souris montrent un fort marquage de la cytokine au niveau de 

l’endothélium et de cellules de type ostéoclastique (Figure 75).  

 

 
 

Figure 75 : Marquages immunohistochimiques de l’IL-34 sur les coupes de tibia de souris portant la tumeur. 

Les cellules tumorales HOS IL-34 surexpriment bien la protéine en comparaison des HOS pLv105. Néanmoins 

plusieurs cellules présentent un marquage de l’IL-34 dans les tumeurs contrôles, comme des cellules 

géantes multinucléées de type ostéoclastique (astérisques) ou des cellules tumorales au contact de la 

matrice osseuse (flèches). Les tumeurs IL-34 expriment nettement plus la protéine, avec un marquage cyto-

plasmique de l’IL-34 au sein des cellules tumorales. Des structures de type vasculaire apparaissent égale-

ment fortement marquées dans les tumeurs IL-34 (flèches). Les ostéocytes ne sont pas positifs pour l’IL-34. 

 

L’IL-34 pourrait être piégée par le syndécan-1 membranaire ou par le M-CSFR des cellules 

myéloïdes. L’adhérence des leucocytes stimulés à l’IL-34 sur l’endothélium pourrait donc 

s’expliquer par plusieurs mécanismes :  
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(1) les leucocytes seraient recrutés par chimiotactisme par l’IL-34 sécrétée par la tumeur 

et/ou par le gradient d’IL-34 formé à la surface de l’endothélium grâce au syndécan-1 ;  

(2) l’IL-34 agirait via le syndécan-1 membranaire des leucocytes, et activerait des molé-

cules d’adhésion comme les intégrines ; 

(3) l’IL-34 permettrait l’interaction des deux types cellulaires directement par l’interaction 

via le syndécan-1 ; 

 (4) l’IL-34 fixée à la surface des leucocytes sur le M-CSFR se lierait au syndécan-1 présent 

à la surface de l’endothélium activé (Figure 76). Néanmoins, l’activation de l’endothélium par le 

TNF-α diminue l’expression du syndécan-1 à sa surface (Kainulainen et al. 1996), et les souris pos-

sédant une inactivation du gène du syndécan-1 présentent une plus forte adhérence leucocy-

taire à l’endothélium (Götte et al. 2002). L’hypothèse n°2 selon laquelle l’IL-34 activerait des mo-

lécules d’adhérence à la surface des leucocytes semble donc être la plus probable.  

 

 
 

Figure 76 : Rôle potentiel du syndécan-1 dans le recrutement, l’adhérence et l’activation des cellules myé-

loïdes et des cellules endothéliales. 

La fixation de l’IL-34 sur le syndécan-1 des cellules endothéliales crée un gradient chimiotactique qui attire 

les phagocytes mononucléés. L’IL-34 piégée à la surface des cellules endothéliales favorise leur activation, 

leur adhérence et leur différenciation via le syndécan-1 et/ou le M-CSFR. La biologie des cellules endothé-

liales (prolifération, migration, survie, etc.) pourrait être également régulée par la fixation de l’IL-34 sur le 

syndécan-1 et la formation de complexes macromoléculaires avec les intégrines. 

IV. Rôle pro-tumoral de l’IL-34 dans l’ostéosarcome : quels récepteurs ? 
 

 Ces travaux de thèse démontrent une expression de l’IL-34 à la fois au niveau transcrip-

tionnel et protéique dans des biopsies de patients atteints d’ostéosarcome. L’inoculation en site 

paratibial de cellules d’ostéosarcome surexprimant l’IL-34 favorise la progression tumorale et le 

développement métastatique. Ces résultats sont corrélés avec l’augmentation de 

l’angiogenèse tumorale et du recrutement de macrophages immunosuppresseurs de type M2 

au niveau de la tumeur. Ces données sont en concordance avec un autre modèle pré-clinique 

d’ostéosarcome dans lequel l’inhibition du M-CSFR entraîne une diminution de la croissance de 
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la tumeur primitive, mais aussi une réduction du nombre de métastases (Kubota et al. 2009). 

L’invalidation conditionnelle de l’IL-34 par un système Cre/Loxp suite à l’induction tumorale dans 

nos modèles d’ostéosarcome immunocompétents permettrait de corroborer le rôle pro-tumoral 

de la cytokine, de confirmer son rôle dans le cercle vicieux qui s’établit entre l’os et la tumeur, 

mais aussi dans le déséquilibre du couplage entre ostéoblastes et ostéoclastes. L’objectif à 

terme serait de réaliser un croisement de ces souris transgéniques avec des souris possédant une 

invalidation conditionnelle du gène du M-CSF pour étudier l’impact de la double invalidation sur 

le phénotype osseux puis la croissance tumorale. Il serait ainsi possible de comparer le rôle du M-

CSF et de l’IL-34 dans le développement de l’ostéosarcome, et de vérifier si le M-CSF est ca-

pable de relayer l’IL-34 dans la pathologie, afin de conclure sur l’importance du ciblage théra-

peutique de ces deux cytokines. Il serait intéressant d’analyser par immunohistochimie 

l’expression de l’IL-34 et du M-CSF sur une large cohorte d’ostéosarcomes, en analysant parallè-

lement la densité vasculaire, le nombre de macrophages (et en particulier des M2). L’utilisation 

de puces tissulaires (TMAs) permettrait ce type d’étude. Des corrélations pourraient alors être 

testées entre l’angiogenèse tumorale, l’infiltrat macrophagique et l’expression d’IL-34, mais aussi 

le grade de la tumeur, la présence de métastases chez les patients ainsi que leur survie. Dans un 

deuxième temps, l’IL-34 pourrait être dosée dans les sérums des patients afin de vérifier si, 

comme dans la polyarthrite rhumatoïde les taux d’IL-34 sont augmentés comparés à ceux de 

donneurs sains (Sung Hae Chang et al. 2014; Tian et al. 2013). Si tel est le cas, les concentrations 

sériques d’IL-34 pourraient servir de marqueur tumoral, et être corrélées au pronostic des pa-

tients. Il est désormais essentiel d’analyser les effets de l’IL-34 dans le développement tumoral en 

regard de ses différents récepteurs, le M-CSFR, le RPTPβ/ζ et le syndécan-1. En effet, le syndécan-

1 pourrait participer à l’action de l’IL-34 au sein du microenvironnement tumoral. Celui-ci est su-

rexprimé dans de nombreux cancers, et l’expression de sa forme clivée corrèle avec un mauvais 

pronostic puisqu’il participe activement à l’angiogenèse tumorale, à la prolifération et à la mi-

gration des cellules cancéreuses (Choi et al. 2010; Szatmári et Dobra 2013). Le syndécan-1 so-

luble concentre les facteurs pro-tumoraux dans le microenvironnement de la tumeur, mais éga-

lement à des sites distants favorisant ainsi le processus métastatique, et potentialise la signalisa-

tion de divers facteurs de croissance (Ramani et al. 2013). Les cellules tumorales induisent le cli-

vage du syndécan-1, et augmentent la libération de facteurs de croissance comme l’HGF 

(Derksen et al. 2002) ou de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF ou le FGF-2 portés par 

les chaînes d’héparane sulfate du syndécan-1 (Purushothaman et al. 2010). Le complexe syndé-

can-1/HGF est également capable de stimuler la signalisation via le récepteur MET dans des 

ostéoblastes (Seidel et al. 2000). Dans des cellules tumorales mésenchymateuses le syndécan-1 

est transloqué dans le noyau grâce à ses interactions avec la tubuline, afin d’y coordonner le 

transport du FGF-2 (Zong et al. 2009). Le syndécan-1 se lie aux microtubules au cours de la divi-

sion avant d’être entièrement internalisé. L’expression du syndécan-1 co-localise parfaitement 
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avec le fuseau mitotique. Une expression très forte est visible au niveau des noyaux de cellules 

de mésothéliome malin, d’adénocarcinome et de neuroblastome, alors que ce marquage est 

presque inexistant dans les noyaux des cellules saines d’origine (Brockstedt et al. 2002). Certaines 

biopsies de patients atteints d’ostéosarcome montrent un fort marquage immunohistochimique 

nucléaire de l’IL-34 au sein des cellules tumorales (Figure 77). L’IL-34 pourrait donc être translo-

quée dans le noyau en association avec le syndécan-1, et même induire son internalisation. En 

effet, le syndécan-1 est connu pour réprimer l’action des histones acétyl transférases dans le 

noyau, inhibant ainsi la transcription de gènes connus pour favoriser l’agressivité de la tumeur 

comme le VEGF ou la MMP-9 (Purushothaman et al. 2011). Si l’expression de l’IL-34 co-localise 

bien avec celle du syndécan-1 dans le noyau, la localisation nucléaire d’IL-34 au sein des biop-

sies d’ostéosarcome pourrait être un indicateur de l’agressivité des tumeurs. 

 

 

Figure 77 : Rôle de l’IL-34 dans le cercle vicieux entre l’ostéosarcome et le microenvironnement tumoral. 
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V. Mutations des RTKs et carcinogenèse 
 

 En tant que récepteurs mitogènes, les RTKs sont impliqués dans de nombreux processus 

pathologiques, avec 30% de RTKs mutés ou surexprimés comme les RTKIIIs MET, FLT3 et KIT dans 

différents cancers humains (Blume-Jensen et Hunter 2001). Des mutations oncogéniques ou des 

duplications géniques dans la région juxtamembranaire de KIT ou du FLT3 entraînent une activa-

tion constitutive de ces récepteurs en absence de leur ligand, et donc une carcinogenèse 

(Irusta et DiMaio 1998; Hirota et al. 1998). Ainsi, des duplications dans la région juxtamembranaire 

du FLT3 sont responsables de l’activation constitutive du récepteur dans 15 à 30% des cas de 

leucémies myéloïdes aiguës (Meshinchi et Appelbaum 2009) et dans 65% des tumeurs stromales 

gastro-intestinales (GISTs) (Antonescu 2011). De plus, plusieurs mutations oncogéniques retrou-

vées dans les GISTs touchent la région catalytique ou le domaine juxtamembranaire de KIT, res-

pectivement responsables de son autophosphorylation et de l’inhibition de son activité kinase 

(Hirota et al. 1998). La plupart des cancers de la thyroïde sont issus de réarrangements chromo-

somiques responsables de la fusion du domaine kinase de RET avec différents domaines de di-

mérisation protéique, mais également de mutations sporadiques touchant les cystéines du do-

maine extracellulaire, et conduisant à l’activation constitutive de RET (Santoro et al. 1995). Une 

stimulation autocrine ou une surexpression de l’EGFR sont également à l’origine de nombreuses 

tumeurs solides. L’EGFR/ErbB-1 et ErbB-2 sont ainsi surexprimés dans les cancers du poumon et 

ceux du sein, et leur expression est facteur d’agressivité et de mauvais pronostic dans de nom-

breux cancers (Lynch et al. 2004). Par ailleurs, des mutations activatrices sur le FGFR3 conduisent 

à une prolifération excessive et dérégulée des cellules épithéliales ou des cellules B hématopoïé-

tiques et donnent lieu à des cancers. À l’inverse, lorsque cette même mutation touche les chon-

drocytes, elle diminue continuellement leur prolifération et débouche sur une hypochondropla-

sie, se traduisant par un défaut de croissance des os longs et donc par différentes formes de 

nanisme (Laederich et Horton 2012).  

VI. Les inhibiteurs actuels ciblant les RTKs en cancérologie et problèmes posés 
 

 Considérant l’implication des RTKs dans la tumorigenèse, de nombreux traitements ci-

blant ces récepteurs sont en cours de développement et même déjà couramment utilisés en 

thérapie associés à la chimiothérapie conventionnelle. Ainsi, des inhibiteurs réversibles des RTKs 

sont déjà utilisés en thérapeutique depuis plusieurs années, et des inhibiteurs covalents (et donc 

irréversibles) sont actuellement en cours d’essais cliniques. Ces inhibiteurs sont des composés de 

faibles poids moléculaire qui bloquent le site de liaison à l’ATP du RTK, empêchant ainsi son acti-

vation : ils sont dits alors compétitifs. Des inhibiteurs de l’EGFR, le gefitinib et l’erlotinib sont admi-

nistrés dans les cancers du poumon non à petites cellules, tandis que l’Imatinib (Gleevec) est 
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utilisé dans le traitement des leucémies (en particulier les leucémies myéloïdes chroniques) et 

des GISTs pour son inhibition du PDGFR et de KIT. Il faut noter que l’Imatinib est également ca-

pable de bloquer le M-CSFR et BCR-Abl. De même, le sorafenib et le sunitinib ciblent plus large-

ment la famille des récepteurs au VEGF dans les carcinomes rénaux de stade avancé (Carmeliet 

et Jain 2000). Par ailleurs, de nombreux anticorps humains, humanisés ou chimériques sont utilisés 

en clinique, comme ceux dirigés contre l’EGFR (le cetuximab et le panitumumab) pour lutter 

contre les cancers colorectaux métastatiques ainsi que contre les carcinomes épidermoïdes de 

la tête et du cou, ou le trastuzumab dirigé contre HER2 dans le traitement des cancers du sein 

(Ben-Kasus et al. 2007). Les anticorps monoclonaux développés contre le VEGFR2, l’IGF1R et MET 

n’étant pas encore approuvés cliniquement, d’autres anticorps sont développés pour cibler les 

ligands de ces récepteurs, comme le Bevacizumab, utilisé contre les cancers colorectaux et qui 

cible le VEGF (Ferrara 2005).  

 Ces traitements peuvent s’avérer très efficaces, comme l’Imatinib (Gleevec) décrit pré-

cédemment pour le traitement des GISTs, mais peuvent aussi n’avoir aucun effet comme c’est le 

cas pour les inhibiteurs ciblant le FLT3 dans la leucémie myéloïde aiguë (Swords, Freeman, et 

Giles 2012). En effet, ces traitements s’avèrent toxiques du fait d’une mauvaise spécificité, avec 

une biodisponibilité réduite due à une mauvaise pharmacocinétique. Il faut noter que des inhibi-

teurs de KIT et/ou du FLT3 comme l’imatinib, le dasatinib, le sunitinib, CEP-701 et PKC-412 sont 

également capables de bloquer l’activation du M-CSFR en entrant en compétition sur le site de 

fixation à l’ATP (Mashkani, Griffith, et Ashman 2010). De plus, des résistances primaires et secon-

daires ont pu être observées, ainsi qu’une augmentation autocrine ou paracrine de la produc-

tion de leurs ligands par les cellules tumorales. Par conséquent, d’autres traitements ciblant plu-

tôt l’ectodomaine de ces RTKs sont en cours de développement, comme les anticorps mono-

clonaux qui empêchent la liaison du ligand et induisent aussi l’internalisation du récepteur 

(Baselga 2006; Zhang, Yang, et Gray 2009). Le ciblage du ligand directement par des anticorps 

monoclonaux ou l’utilisation de récepteurs leurres sont également d’autres stratégies envisa-

gées. En effet, l’utilisation de l’anticorps bloquant anti-M-CSFR AFS98 dans des modèles murins 

d’allogreffe rénale ou de souris diabétiques a montré de bons résultats (disparition de 

l’hyperfiltration glomérulaire et de l’inflammation du rein, diminution de la fibrose rénale, réduc-

tion de la prolifération et de l’infiltration des macrophages, etc.) (Jose et al. 2003; Lim et al. 

2009). Cependant, étant donné la forte affinité des RTKs III pour leurs ligands (inférieure au nM), le 

ciblage non compétitif de l’activation des récepteurs semblerait être une meilleure approche, 

en empêchant par exemple les interactions homotypiques nécessaires à l’activation du récep-

teur. De nombreux inhibiteurs du M-CSFR sont engagés dans des études pré-cliniques, comme 

les anilides, les pyrimidines/pyrazines (dont le GW2580, brevet n°US20040002145 A1, couramment 

utilisé pour bloquer l’activité du M-CSFR en recherche), les quinolines (dont le Ki20227, nombreux 

brevets dont le n°EP1535910 A4), les quinolinones/pyrido-pyridines et –pyrimidines (premier brevet 
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n°WO2005009967), les benzothiazoles (comme le BLZ945 de chez Novartis) et les pyrrolo-

pyridines,-pyrimidines,-pyrazines (comme le PLX3397/PLX108–01 alors en essai clinique de phase 

I/II). Les données pré-cliniques de cet inhibiteur administré par voie orale montrent une réduction 

des métastases et des douleurs liées au cancer, et sa capacité à passer la barrière hématoen-

céphalique offre des perspectives intéressantes pour les pathologies neuronales. Ces inhibiteurs 

ciblant le domaine kinase peuvent être séparés en deux groupes : ceux qui inhibent la liaison de 

l’ATP et ceux qui ne sont pas en compétition avec l’ATP (Burns et Wilks 2011).  

VII. Implication de l’axe M-CSF/M-CSFR en cancérologie : place de l’IL-34 ? 
 

 Il existe peu d’exemples de mutations activatrices du M-CSFR dans les pathologies à la 

différence des autres RTKIIIs comme KIT ou le FLT3, bien que l’axe M-CSF/M-CSFR joue un rôle 

important dans l’activation autocrine et paracrine des cellules tumorales dans les cancers des 

ovaires, du sein, de l’endomètre, de la prostate, etc (Kluger et al. 2004). De plus, la signalisation 

du M-CSFR est impliquée dans le recrutement et l’activation paracrine des macrophages asso-

ciés à la tumeur par la sécrétion tumorale de M-CSF. Non seulement ces macrophages favori-

sent la progression tumorale par la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques et d’enzymes pro-

téolytiques, mais sont aussi capables d’activer de façon paracrine les cellules tumorales, en sé-

crétant des facteurs de croissance comme l’EGF par exemple (Lamagna, Aurrand-Lions, et 

Imhof 2006). Les macrophages associés à la tumeur sont recrutés dans le microenvironnement 

de toutes les tumeurs solides, et peuvent être capables de lutter contre les cellules tumorales. 

Cependant, les données cliniques et expérimentales montrent que dans la plupart des cas ces 

macrophages permettent la progression et l’agressivité des tumeurs (Allavena et al. 2008). En 

effet, les facteurs présents dans le microenvironnement tumoral suppriment leur immunité anti-

tumorale en les polarisant en macrophages M2. Ainsi, la densité en macrophages dans les tu-

meurs humaines est corrélée avec un mauvais pronostic dans 80% des cas (Bingle, Brown, et 

Lewis 2002). Une surexpression du M-CSF ou de molécules chimiotactiques pour les macrophages 

comme le CXCL2 est donc facteur de mauvais pronostic (Mantovani et al. 2002). Le croisement 

d’un modèle murin de cancer du sein (PyMT pour polyoma middle) avec les souris CSF-1op/op est 

associé à un retard de la progression tumorale et réduit la formation de métastases, alors que 

l’expression transgénique de M-CSF dans les tissus mammaires accroît l’agressivité tumorale. En 

effet, la surexpression de M-CSF dans les tumeurs induit le recrutement précoce de macro-

phages, favorisant le « switch angiogénique » et donc le développement tumoral et l’apparition 

de métastases (E. Y. Lin et al. 2001). Le M-CSF et l’IL-34 exercent un rôle redondant sur la biologie 

des cellules myéloïdes et l’angiogenèse. Au vu du rôle pro-tumoral de l’IL-34 dans notre modèle 

d’ostéosarcome et de son expression dans les biopsies de patients, il faudrait analyser dans diffé-

rents types de tumeurs l’expression respective des deux cytokines. L’utilisation des souris possé-
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dant une inactivation des gènes du M-CSF et de l’IL-34 permettra de conclure sur le rôle de 

chaque cytokine dans différents modèles tumoraux. En effet, il n’est pas exclu que suivant le 

type de cancer l’inhibition d’une cytokine soit sans effet à terme si l’autre cytokine prend le re-

lais. Une des deux cytokines pourrait également exercer un rôle protecteur en plus de son rôle 

pathologique. L’IL-34 exerçant ainsi un rôle protecteur dans la maladie d’Alzheimer, son ciblage 

dans les gliomes ou neuroblastomes pourrait être controversé (Mizuno et al. 2011). Enfin, l’IL-34 

pourrait être un régulateur du M-CSF. Considérant nos résultats, la formation d’une cytokine hé-

téromérique M-CSF/IL-34 pourrait réguler l’activité du M-CSF, et le ciblage d’une des deux cyto-

kines pourrait déstabiliser ce mécanisme dont le rôle est encore inconnu. De plus, les ligands du 

M-CSFR régulent de façon différente le transport et l’expression à la membrane du M-CSFR, et la 

balance entre l’expression du M-CSF et de l’IL-34 peut être importante dans la régulation de 

l’expression du M-CSFR chez certains types cellulaires. La connaissance du rôle et de l’expression 

des deux cytokines dans les différents types de cancers est donc importante avant de définir des 

stratégies thérapeutiques. 

VIII. Ciblage du M-CSFR en cancérologie : les différentes stratégies actuelles 
 

 Le ciblage de la signalisation du M-CSF, et donc désormais de l’IL-34, est une stratégie 

importante dans le cancer. Cette stratégie est multi-approche puisqu’elle permettrait de limiter 

l’auto-activation de certaines tumeurs exprimant à la fois les ligands et le récepteur, mais favori-

serait aussi la diminution des infiltrats de macrophages. La limitation du recrutement des macro-

phages entraînerait le ralentissement de l’angiogenèse tumorale, de la croissance tumorale et 

du développement métastatique, et pourrait supprimer certaines chimiorésistances qui seraient 

en partie liées à ces macrophages (Ahn et al. 2010; Paulus et al. 2006). En effet, il a été montré 

qu’un traitement chimiothérapeutique du cancer du sein augmentait la production tumorale de 

M-CSF et d’IL-34, favorisant ainsi le recrutement des macrophages et l’échappement tumoral au 

traitement (DeNardo et al. 2011). L’association d’anti-M-CSFR en complément du traitement 

chimiothérapeutique pourrait donc être envisagée. Le développement d’anticorps ou 

d’inhibiteurs anti-M-CSFR est au cœur des stratégies actuelles (Figure 78). Ainsi, l’anticorps mo-

noclonal anti-M-CSFR IMC-CS4 développé par la compagnie Lilly est actuellement en essai cli-

nique de phase I sur des sujets présentant des tumeurs solides résistantes aux thérapies standards 

ou pour qui aucune thérapie classique n’est adaptable (ImClone LLC. 2011). De la même façon, 

le PLX3397 (Plexxikon), petite molécule inhibitrice du M-CSFR ciblant également KIT et le FLT3 est 

en essai clinique de phase I pour des patients présentant des tumeurs solides de stade avancé 

incurable avec les traitements actuels (Plexxikon 2009). Le PLX3397 est aussi utilisé dans un essai 

clinique de phase Ib/II pour des patients atteints de cancer du sein métastatique triple négatif 

en association avec une chimiothérapie conventionnelle utilisant des doses standards d’eribulin 
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dans le but de réduire l’infiltrat macrophagique et d’augmenter l’efficacité de la thérapie 

(Plexxikon, Eisai Inc., et Komen 2012). Néanmoins, l’utilisation d’anticorps bloquants anti-M-CSFR 

empêche la formation du complexe M-CSF/M-CSFR, et empêche l’internalisation et la dégrada-

tion du récepteur, affectant la biologie des cellules myéloïdes qui meurent rapidement, et per-

turbant la dégradation physiologique du M-CSF. Les taux plasmatiques de M-CSF vont alors for-

tement augmenter et favoriseront une toxicité dans les organes où la pénétration de l’anticorps 

est limitée, et conduiront à des effets rebonds chez les patients traités, avec un pronostic qui 

risque finalement de s’aggraver (Hume et MacDonald 2012). À ce jour, un seul anticorps bloque 

partiellement la signalisation et le transport du M-CSFR de façon non compétitive, sans empê-

cher la formation, l’internalisation et la dégradation du complexe M-CSF/M-CSFR. Cet anticorps 

monoclonal (H27K15) est très intéressant puisqu’il affecte peu la survie des monocytes, mais ré-

duit de façon importante la différenciation et l’activité des ostéoclastes, acteurs principaux dans 

le cercle vicieux os/tumeur. De plus, l’utilisation de cet anticorps bloque la différenciation des 

macrophages en M2, favorisant plutôt un phénotype de cellules dendritiques et donc l’immunité 

anti-tumorale. L’anticorps H27K15 induirait l’internalisation du complexe M-CSF/M-CSFR/H27K15, 

réduisant ainsi la signalisation M-CSF/M-CSFR qui suffirait à induire la survie des monocytes, mais 

empêcherait leur différenciation en ostéoclastes et en M2. La sécrétion de MCP-1 et d’IL-6 est 

fortement diminuée, limitant également le recrutement des macrophages M2 (Haegel et al. 

2013).  
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Figure 78 : Les stratégies de ciblage de l’axe M-CSF/IL-34/M-CSFR. 

 Par ailleurs, le bénéfice d’un traitement des pathologies inflammatoires par des anticorps 

ciblant le M-CSFR est discuté. Certains décrivent ainsi l’importance de ces traitements dans 

l’inflammation aiguë, tandis que d’autres n’ont noté aucun effet. Ces résultats sont liés à 

l’utilisation de différents anticorps qui ne ciblent pas les mêmes épitopes, et la connaissance de 

l’IL-34 explique désormais que certains anticorps bloquant la liaison des deux ligands sur le M-

CSFR puissent avoir un effet plus important que des anticorps ne bloquant que la liaison de l’un 

ou l’autre. Les anti-M-CSFR se sont généralement révélés efficaces dans le traitement de 

l’inflammation chronique, mais il faut noter que les voies de signalisation impl iquées dans 

l’inflammation aiguë et chronique diffèrent (Hamilton et Achuthan 2013; Hume et MacDonald 

2012). De nombreuses études ont également démontré l’efficacité de l’inhibition du M-CSFR 

dans des modèles animaux de cancer. Ainsi, l’injection d’anticorps bloquants anti-M-CSFR réduit 

l’infiltration des macrophages immunosuppresseurs, conduisant à la réduction de la croissance 

tumorale et à une survie prolongée des animaux (Fend et al. 2013). De façon intéressante, il a 

été montré dans un modèle de glioblastome qu’un traitement anti-M-CSFR réduisait la crois-

sance tumorale en réversant le phénotype des macrophages M2 vers un profil plutôt proche des 

M1 (Pyonteck et al. 2013) ou des cellules dendritiques (Haegel et al. 2013). En fonction du con-
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texte, et des classes de macrophages impliquées, le blocage de la signalisation du M-CSFR peut 

donc avoir des effets bénéfiques anti-inflammatoires ou pro-inflammatoires. L’existence de l’IL-34 

doit donc être prise en compte dans le choix des anti-M-CSFR, afin de cibler soit les deux cyto-

kines, qui sont toutes deux impliquées dans les maladies inflammatoires chroniques et partagent 

un rôle pro-tumoral, soit spécifiquement l’une des deux cytokines, dans le cas où l’autre exerce-

rait un rôle protecteur (Mizuno et al. 2011). Cependant, malgré une efficacité déjà prouvée du 

ciblage M-CSF/M-CSFR dans de nombreux modèles pré-cliniques, une équipe a récemment 

démontré que la neutralisation du M-CSF ou de son récepteur favorisait le développement de 

métastases pulmonaires et osseuses sans affecter le développement de la tumeur primitive. En 

effet, le traitement induit une augmentation des taux circulant de G-CSF et du nombre de neu-

trophiles sur les sites tumoraux mais aussi dans la circulation générale, et ces neutrophiles sont 

responsables de la progression métastatique observée (Swierczak et al. 2014). D’autres thérapies 

visant à réduire les infiltrats de macrophages ciblent plus spécifiquement des molécules recru-

tées sur le M-CSFR comme l’unité p110δ de PI3K. Le M-CSF induit la motilité des macrophages 

grâce au recrutement et à l’activation de cette sous-unité sur la tyrosine 723 phosphorylée, et 

l’expression de p110δ est restreinte aux leucocytes. Des inhibiteurs de cette isoforme sont actuel-

lement en cours de développement, et ont montré des effets positifs dans des modèles de leu-

cémie lymphoïde chronique (Hoellenriegel et al. 2011).  

 

IX. Conclusion : ciblage de l’axe M-CSF/IL-34/M-CSFR dans les thérapies futures 
 

 De nos jours, les nouvelles thérapies cancéreuses cherchent donc à cibler majoritaire-

ment les macrophages associés aux tumeurs, qui sont des acteurs cruciaux de la progression 

maligne. Ce ciblage se fait à différents niveaux. Tout d’abord l’inhibition des facteurs chimioat-

tractants permet de réduire le recrutement des cellules phagocytaires mononucléées. Ensuite, 

l’activation des macrophages est inhibée en ciblant l’axe M-CSF/M-CSFR. La survie des macro-

phages peut également être diminuée par différents traitements : acide zolédronique, chlodro-

nate, etc. Pour finir, un des objectifs majeurs est d’inhiber la polarisation des macrophages vers 

un phénotype immunosuppresseur M2, et surtout d’induire un phénotype plutôt de type M1 im-

munostimulateur afin de favoriser la mort des cellules tumorales (Panni, Linehan, et DeNardo 

2013). Compte tenu du rôle de l’IL-34 dans le développement de l’ostéosarcome et le recrute-

ment de macrophages M2 dans notre modèle in vivo, il sera nécessaire de confirmer le rôle pro-

tumoral de la cytokine dans d’autres types de cancers, et envisager pour les thérapies futures un 

ciblage commun des deux cytokines, plutôt qu’un ciblage spécifique du M-CSF. Néanmoins, 

pour les raisons évoquées précédemment, le ciblage du M-CSFR s’avère compliqué. Après avoir 

précisé le rôle de chaque cytokine dans différents cancers, il faudrait peut-être privilégier le dé-
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veloppement d’inhibiteurs ciblant les deux cytokines. Cependant, cette réflexion s’appuie uni-

quement sur un axe M-CSF/IL-34/M-CSFR, et nos travaux ainsi que les précédents ont pu démon-

trer un rôle plus complexe de l’IL-34, qui semble posséder des récepteurs multiples, compliquant 

ses mécanismes d’action. En effet, l’IL-34 agit via le RPTPβ/ζ, qui est également surexprimé dans 

les biopsies d’ostéosarcome (Toledo et al. 2010), mais peut également se lier au syndécan-1 qui 

est un acteur moléculaire important dans la carcinogenèse (Ramani et al. 2013; Szatmári et 

Dobra 2013). De plus, malgré un manque d’information sur la stabilité du complexe, l’IL-34 peut 

se fixer au M-CSF et formerait ainsi une cytokine hétéromérique fonctionnelle. Ces différentes 

données seront donc à approfondir et à prendre en compte dans le cas d’un ciblage de l’IL-34 

dans certaines pathologies afin de mettre au point des stratégies thérapeutiques efficaces. En 

effet, suivant l’implication des deux cytokines dans la tumorigenèse, des anticorps ciblant le M-

CSFR pourraient être développés sur la base de celui de Transgène pour cibler spécifiquement la 

signalisation M-CSF/M-CSFR ou la signalisation IL-34 sans affecter la survie des cellules myéloïdes. 

L’injection ou l’expression ciblée du M-CSFR pourrait être une autre stratégie envisagée pour 

inhiber les cytokines, puisque les formes solubles du récepteur inhibent la signalisation du M-CSF, 

et donc probablement de l’IL-34. Nos résultats montrent que l’expression du M-CSFR par les cel-

lules humaines d’ostéosarcome entraîne un ralentissement de la croissance de la tumeur primi-

tive et du remodelage osseux du tibia. L’expression du M-CSFR permet certainement de limiter 

l’effet des cytokines sur le microenvironnement tumoral (angiogenèse, activité ostéoclastique, 

recrutement des phagocytes mononucléés, etc.). Parmi les utilisations de récepteurs leurres, la 

protéine hexamérique BARF1 est également intéressante puisqu’elle limite l’activation du M-CSFR 

sans empêcher totalement la formation des complexes M-CSF/M-CSFR. Il faudrait donc étudier 

la liaison de l’IL-34 à BARF1 et l’activation du M-CSFR en présence du récepteur leurre. Dans le 

cas d’un ciblage de l’IL-34, l’inhibiteur/l’anticorps développé devrait dans l’idéal avoir une 

bonne distribution dans le tissu cible et une faible toxicité, limiter l’activation du M-CSFR sans 

empêcher sa fixation et son internalisation avec le récepteur, mais aussi empêcher la fixation de 

l’IL-34 au syndécan-1, au M-CSF et éventuellement au RPTPβ/ζ en ciblant par exemple sa partie 

protéique responsable de son interaction avec les chaînes de chondroïtine sulfate. Par ailleurs, 

chaque patient possède une signature M-CSF/pronostique propre, expliquant des réponses dif-

férentes possibles suite au ciblage de l’axe M-CSF/M-CSFR dans différents types de tumeurs 

(Beck et al. 2009). Une analyse au cas par cas devra donc être mise en place suite à l’analyse 

des caractéristiques de la tumeur primitive, de sa composante myéloïde, des taux de M-CSF et 

d’IL-34 ainsi que du nombre de cellules myéloïdes circulantes afin d’identifier les patients les plus 

susceptibles de répondre à une thérapie ciblant l’axe M-CSF/IL-34/M-CSFR.  
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BIOLOGIE DE L’INTERLEUKINE-34 ET RÔLE DANS LA 

PATHOGENÈSE DE L’OSTÉOSARCOME 

 
Mots-clés : interleukine-34, macrophage colony-stimulating factor, M-CSFR, ostéosarcome, angiogenèse, 

macrophages, syndécan-1, cytokine hétéromérique 

 
 

Surexprimé dans de nombreux cancers, le M-CSF se révèle être facteur de mauvais pronostic, et favorise 

l’initiation, la croissance et la dissémination tumorale. En 2008, une nouvelle cytokine, l’IL-34, a été identifiée 

comme facteur de survie monocytaire et de différenciation macrophagique/ostéoclastique, pouvant ainsi se 

substituer au M-CSF. Son implication a également été décrite dans certaines pathologies osseuses comme les 

tumeurs à cellules géantes, la polyarthrite rhumatoïde ou les maladies parodontales. Néanmoins, le rôle de l’IL-34 

dans l’ostéosarcome n’a à ce jour jamais été décrit. Par ailleurs, ces cytokines « jumelles » homodimériques sont 

en compétition sur un récepteur commun, le M-CSFR, bien qu’un autre récepteur à l’IL-34 ait récemment été 

identifié. Ces travaux se sont donc intéressés aux interrelations fonctionnelles entre le M-CSF, l’IL-34 et le M-

CSFR. 

Tout d’abord, nous avons pu montrer que l’IL-34 était exprimée dans les tumeurs de patients atteints 

d’ostéosarcome, et que la cytokine favorisait la progression tumorale et le développement métastatique in vivo 

dans un modèle murin d’ostéosarcome, via l’angiogenèse et le recrutement de macrophages tumoraux. Ensuite, 

nous avons mis en évidence avec des études plus fondamentales l’existence d’une autre chaîne réceptrice pour 

l’IL-34, le syndécan-1, capable de moduler l’activation du M-CSFR induite par l’IL-34. Pour finir, l’IL-34 est 

capable de former une cytokine hétéromérique fonctionnelle avec sa jumelle, le M-CSF. 

En conclusion, la biologie de l’IL-34 est très complexe et met en jeu différents acteurs moléculaires qu’il 

faudra prendre en compte pour le développement de futures thérapies.  
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M-CSF is highly expressed in several cancers and is often associated with a bad prognosis, as its 

expression correlates with increased tumor initiation, growth and metastasis. Discovered in 2008, IL-34 is a 

challenging cytokine that regulates, like M-CSF, the survival, proliferation and differentiation of mononuclear 

phagocytes. Furthermore, IL-34 is involved in some bone diseases such as giant-cell tumour of bone, rheumatoid 

arthritis or periodontitis. However, IL-34 role in osteosarcoma has never been described. Besides, the “twin” 

cytokines are homodimers known to bind to the M-CSFR in a competitive manner, even another receptor was 

identified more recently for IL-34. The aim of the present work was also to study the functional relationships of 

these cytokines and to look for an alternative binding for IL-34. 

First, we demonstrated that IL-34 was expressed in tumours of patients who suffered from osteosarcoma. 

In addition, IL-34 promoted tumour growth and metastasis through angiogenesis development and macrophages 

recruitment in tumour microenvironment in an in vivo murine model of osteosarcoma. In a second part, this work 

evidenced novel and original functional mechanisms in the M-CSF/IL-34/M-CSFR triad. Indeed, IL-34 is able to 

bind to syndecan-1, thereby modulating the M-CSFR activation. In addition, IL-34 and M-CSF are able to form a 

new heteromeric cytokine, biologically active.  

To conclude, these functional interactions and new partners should be further analyzed in 

pathophysiological contexts and should be taken into account in new treatments development. 
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