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RÉSUMÉ  

Introduction : Les monocytes (MOs) sont les principales cellules phagocyte 

mononucléaire innée du sang et l'une des cellules effectrices les plus importantes exprimant le 

récepteur Fcγ, ce qui est crucial pour l'interaction avec le domaine Fc des anticorps. Ainsi, 

nous avons évalué l'effet du Rituximab (RTX), un anticorps monoclonal humain (AcM) 

chimérique anti-CD20, sur les activités fonctionnelles des monocytes  au début de l’apparition 

du diabète de type 1 (DT1) humain. 

Méthodes: Les monocytes ont été isolés à partir des cellules mononucléées du sang 

périphérique (PBMC) obtenues à partir de patients volontaires avec un DT1 récent et des 

donneurs témoins sains. 

Résultats: Les niveaux de production d'interleukine 6 (IL-6) étaient significativement 

augmentés chez les patients atteints de DT1 par rapport aux monocytes des témoins en bonne 

santé (p < 0,05). De même, les taux d’IL-1β, d'interféron γ (IFN-γ), de lactate déshydrogénase 

(LDH) et d'ions de calcium intracellulaires libres (ifCa2
+
) ont montré une augmentation chez 

les monocytes des patients DT1 en comparaison avec les monocytes des témoins sains, ainsi 

que pour la phagocytose et la capacité de destruction des agents pathogènes, mais la 

différence n'a pas atteint un niveau significatif. Inversement, les niveaux de production d'IL-4 

et de l’activité de la catalase étaient diminués chez les patients atteints de DT1 par rapport aux 

monocytes des témoins sains, mais la différence n'était pas significative pour l'activité de la 

catalase (respectivement p < 0,01 et p > 0,05). De plus, le traitement avec le RTX a 

légèrement augmenté la phagocytose et les niveaux de capacité de destruction des pathogènes 

(respectivement, p < 0,05 et p > 0,05), a nettement diminué la libération d'IL-1β (p < 0,05), 

d'IL-6, du ifCa2
+
, du peroxyde d'hydrogène (H2O2), et légèrement réduit l'activité de l'oxyde 

nitrique synthase (NOS), le rapport d'activité NOS à l'arginase, la cytotoxicité à base de LDH, 

la production d'IFN-γ. De plus, le traitement par RTX augmente significativement la 

production d'IL-4 (p < 0,05), d'IL-10 (p <0,01) ainsi que l'activité de la catalase (p < 0,05). 

Conclusions: Notre étude a montré pour la première fois que le RTX peut inverser les 

activités fonctionnelles anormales des monocytes ainsi que leur production de cytokines pro-

inflammatoires au début du DT1. D'un point de vue thérapeutique, le RTX pourrait être 

suggéré au début du DT1 pour immunomoduler l'immunité innée et les conditions 

inflammatoires. 

Mots-clés: activités fonctionnelles des monocytes, phagocytose et capacités de destruction, 

cytokines proinflammatoires et anti-inflammatoires/régulatrices, burst respiratoire, 

Rituximab, diabète de type 1. 
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ABSTRACT      

Background: Monocytes are the main blood innate mononuclear phagocyte and one of the 

most important effector cells expressing Fcγ receptor, which is critical for the interaction with 

Fc domain of antibodies. Therefore, we evaluated the effect of Rituximab (RTX, a chimeric 

human anti-CD20 monoclonal antibody) on the functional activities of monocytes (MOs) at 

the onset of human type 1 diabetes (T1D).  

Methods: MOs were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained 

from volunteer patients with recent-onset T1D and healthy control donors.  

Results: The levels of the production of IL-6 were significantly increased in MOs from 

patients with T1D when compared to MOs from healthy controls (p < 0.05). Similarly, 

interleukin 1β (IL-1β), interferon γ (IFN-γ), lactate dehydrogenase (LDH) and intracellular 

free calcium ion (ifCa
2+

) levels were increased in T1D MOs than in control MOs, as well as of 

both phagocytosis and killing capacities, but the difference did not reach a significant level. 

Conversely, the production levels of IL-4 and catalase activity were decreased in MOs of T1D 

patients compared to MOs from healthy controls, but the difference was not significant for 

catalase activity (respectively, p < 0.01 and p > 0.05). Additionally, treatment with RTX 

slightly upregulated phagocytosis and killing capacity levels (respectively, p < 0.05 and p > 

0.05), markedly downregulated the release of  IL-1β (p < 0.05), IL-6, ifCa
2+

, hydrogen 

peroxide (H2O2), and slightly downregulated the nitric oxide synthase (NOS) activity, NOS 

activity-to-arginase activity ratio, LDH-based cytotoxicity, the production of  IFN-γ. 

Moreover, RTX treatment significantly upregulated the production of IL-4 (p < 0.05), IL-10 

(p < 0.01) as well as the catalase activity (p < 0.05).  

Conclusions: Our study has shown for the first time that RTX can reverse the abnormal 

functional activities of MOs as well as their production of proinflammatory cytokines at the 

onset of T1D. From a therapeutic point of view, RTX may potentially be suggested at the 

beginning of T1D to immunomodulate innate immunity and inflammatory conditions. 

Keywords: functional activities of monocyte, phagocytosis and killing capacities, 

proinflammatory and anti-inflammatory/regulatory cytokines, respiratory burst, rituximab, 

type 1 diabetes. 
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 ملخص

هي خلايا بلعمية وحيدة النواة الرئيسية للدم وواحدة من أهم الخلايا المستجيبة التي تعبر عن مستقبل  sytyconoM: مقدمة

γcc  وهو أمر حاسم للتفاعل مع مجال ،cc قمنا بتقييم تأثير ريتوكسيماب  ولذلك ،. للأجسام المضادة(XTR  وهو جسم ،

يدةللخلايا على الأنشطة الوظيفية ( 02DCحيوي أحادي النسيلة مضاد ل في بداية مرض السكري من ( sOM) النواة وح

 (.1TC) 1النوع 

 

عليها من المرضى  التي تم الحصول( sCsDM)تم عزل الخلايا أحادية النواة من خلايا الدم أحادية النواة المحيطية : طرق

 .والمتبرعين الأصحاءالمتطوعين  داء السكري من النوع الأول

 

مقارنة مع  داء السكري من النوع الأولبشكل ملحوظ في المرضى الذين يعانون من  LI-6تم زيادة مستويات إنتاج : النتائج

-γ ( IFN، انترفيرون β1 (β-LI)انترلوكين وبالمثل، مستويات (. p<2.20)في الضوابط الصحية  الخلايا أحادية النواة

γ) ،لاكتات ديهيدروجيناز(ICL ) وأيونات الكالسيوم داخل الخلايا(ifCa
2+

من الخلايا أحادية النواة  أظهرت زيادة في( 

والقدرة على تدمير  صحية الضوابط، وكذلك البلعمةالخلايا أحادية النواة مقارنة  داء السكري من النوع الأولمرضى 

 IL-4وعلى العكس من ذلك ، انخفضت مستويات إنتاج . إلى مستوى كبيريصل مسببات الأمراض، ولكن الفرق لم 

في  الخلايا أحادية النواةمقارنة مع  داء السكري من النوع الأولوالنشاط الكاتلازمي في المرضى الذين يعانون من 

بالإضافة إلى ذلك ، (. p  >2.20و  p <2.21على التوالي )كبيرا لنشاط الكاتلاز الضوابط الصحية ، ولكن الفرق لم يكن 

، ( ، على التوالي p >2.20و  p<2.20)زيادة البلعمة بشكل طفيف ومستويات قدرة قتل الممرض  XTRزاد العلاج مع 

IL-1β (p <2.20 ) ،IL-6   ،ifCaكبيرانخفض بشكل 
2+ 

وانخفاض النشاط قليلا من  ،( H2O2)، بيروكسيد الهيدروجين 

، إنتاج  ICL، السمية الخلوية المستندة إلى  gsantgMoإلى  SON، ونسبة النشاط ( SON)سينسيز أكسيد النيتريك 

IFN-γ . وبالإضافة إلى ذلك، والمعاملة معXTR  زيادة كبيرة في إنتاجIL-4  (p <2.20) ،IL-10 (p <2.21 ) وكذلك

 (.p  <2.20)نشاط الكاتلاز 

 

 الخلايا أحادية النواةيمكن عكس الأنشطة الوظيفية غير طبيعية من  XTRأظهرت دراستنا لأول مرة أن : الاستنتاجات

من وجهة نظر علاجية ، يمكن . داء السكري من النوع الأولوكذلك إنتاجها من السيتوكينات الموالية للالتهابات في بداية 

 .المناعة الفطرية والظروف الالتهابيةيغيرل الأول داء السكري من النوعفي بداية  XTRاقتراح 

 

يدة للخلايا الأنشطة الوظيفية: الكلمات الرئيسية نواة  وح البلعمة والقدرات القتالية ، السيتوكينات المسببة للالتهاب ،ال

 السكري من النوع الأولداء ، ريتوكسيماب ، انفجار تنفسيالتنظيمية ،/ والمضادة للالتهابات 
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INTRODUCTION 

Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune chronique, lente et évolutive, 

caractérisée cliniquement par une hyperglycémie due à une destruction progressive et 

sélective, dirigée contre les cellules β des îlots pancréatiques productrices d'insuline (Herold 

et al., 2015). 

L'immunopathogenèse du DT1 est typiquement associée à l'activation de lymphocytes T 

(LT) autoréactifs qui sont le médiateur de la destruction des cellules bêta. Cependant, 

plusieurs cellules mononuclées sont également impliquées dans la destruction des cellules β, 

notamment les monocytes (MOs) et les macrophages (Mϕs) (Rabinovitch and Suarez-Pinzon, 

2007). Il a été rapporté que les monocytes peuvent s'infiltrer dans les îlots pancréatiques et 

participer à la maladie en tant que cellules pro-inflammatoires (Bradshaw et al., 2009; Yoon 

and Jun, 2005).  

Il est a noter que les monocytes activés classiquement, associés à l'activité T helper type 1 

(Th1), déclenchent une réponse inflammatoire qui initie l'insulite et la mort des cellules β 

pancréatiques au cours du diabète de type 1, en utilisant plusieurs mécanismes (Bradshaw et 

al., 2009), notamment l'augmentation du stress oxydatif et la libération de cytokines pro-

inflammatoires essentiellement l’IL-lβ (Aribi et al., 2007), l’INF-γ (Ysmail-Dahlouk et al., 

2016) et l’IL-6 (Bradshaw et al., 2009).  

Il a été démontré que l'IL-1β inhibe la sécrétion de l'insuline in vitro par les cellules des 

îlots de Langerhans, induit leur destruction (Bendtzen et al., 1986) et participe au processus 

pro-inflammatoire au début du DT1 (Aribi et al., 2007). L’IFN-γ exerce sa fonction 

principalement au niveau des monocytes et dans l'activation des cellules T CD8
+ 

autoreactives, ce qui accélère la destruction des cellules β par la libération de perforines et de 

médiateurs cytotoxiques (granzymes) (Azar et al., 1999). De plus, L'IL-6 est impliquée dans 

la réponse pro-inflammatoire et est essentiellement produite par les monocytes (Calabrese and 

Rose-John, 2014). 

A l’inverse, les monocytes alternatifs sont associés à la réponse anti-inflammatoire de type 

Th2, à la cicatrisation des blessures et à la résolution de l'inflammation. Ils sont induits par 

des glucocorticoïdes et des cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-4 et l'IL-10 (Semnani et 

al., 2011).  

Il est très intéressant de noter que le Rituximab (RTX), un anticorps monoclonal (AcM) 

chimérique anti-CD20, est de plus en plus utilisé comme voie thérapeutique pour des troubles 

auto-immuns y compris le DT1 (Pescovitz et al., 2009). En effet, il cible les cellules B qui 

jouent un rôle pathogène en tant que cellules présentatrices d'antigènes (CPA) et productrices 
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d’autoanticorps induisant la destruction auto-immune des cellules β ce qui va déclencher le 

processus inflammatoire du diabète de type 1 (Pescovitz et al., 2009; Rivera et al., 2001).  

Plusieurs études précliniques ont démontré que les cellules B sont essentielles au 

développement du DT1 dans le modèle de souris NOD (Non-Obese Diabetic) (Serreze et al., 

1996 ; Noorchashm et al., 1999). En effet, ces souris NOD déficientes en cellules B ne 

peuvent pas développer de DT1 (Serreze et al., 1996 ; Wong et al., 2004). De plus, les 

thérapies ciblées sur les lymphocytes B peuvent prévenir et inverser le diabète auto-immun 

(Hu et al., 2007 ; Zekavat et al., 2008). Cela a conduit à un intérêt significatif dans l'utilisation 

des thérapies de déplétion des cellules B en tant que traitement du DT1 (Mariño et al., 2011). 

Le Rituximab joue un rôle essentiel dans l'induction de la déplétion des lymphocytes B 

(LB) auto-réactifs et peut également interférer avec la coopération T et la sécrétion de 

cytokines (Bosly, 2006). Son mode d'action peut conduire à la destruction cellulaire par un 

certain nombre de mécanismes indépendants: Lorsque les anticorps monoclonaux se lient à la 

surface de la cellule, ils peuvent provoquer une nécrose ou une apoptose ou inhiber la 

croissance cellulaire (Carter, 2001; Johnson and Glennie, 2003; Stern and Herrmann, 2005), 

par plusieurs voies de signalisation, en fonction de l'épitope ou de la cible du récepteur. Ceux 

ci comprennent la cytotoxicité dépendante du complément (CDC), la cytotoxicité cellulaire 

dépendante de l'anticorps (ADCC) et l’apoptose (Johnson and Glennie, 2003). Ces 

mécanismes sont effectués via des cellules effectrices telles que les monocytes en activant le 

FcγR (Uchida et al., 2004). Ces récepteurs de la partie constante (Fc) des immunoglobulines 

(Ig) sont responsables de la fixation et de la phagocytose subséquente des particules revêtues 

d'anticorps (Ac), dites opsonisées (Ravetch, 1994 ; Leidi et al., 2009). L'activation du FcγR 

par l'anticorps conduit la cellule effectrice (monocyte) à la phagocytose, à la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires et à la dégranulation de son contenu cytolytique, ce qui induit la 

mort de la cellule cible (Ravetch, 1997). 

Cependant, nous ne savons pas encore si l'administration du RTX pourrait avoir un effet sur 

d'autres cellules de l'immunité, comme les monocytes. Dans ce contexte, le but de notre projet 

de thèse de doctorat est de vérifier si le RTX peut immunomoduler les activités fonctionnelles 

des monocytes et leur production de cytokines à la fois pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires au cours du DT1 d’apparition récente. 
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Chapitre 1 

 
Revue de la littérature 
 

 

1.1. Diabète de type 1 

 

1.1.1. Définition 

Le diabète de type 1 appelé également insulinodépendant (DID), touche environ 10% de 

l’ensemble de la population diabétique. Il survient à tout âge mais il est considéré comme une 

maladie de l’enfance avec une incidence plus élevée chez les enfants entre 12 ans et 13 ans 

(Notkins and Lernmark, 2001; Knip et al., 2005). 

Le DT1 est une maladie auto-immune, polygénique et chronique. Elle est caractérisée 

cliniquement par une hyperglycémie (un excès de glucose dans le sang) et une carence 

insulinique absolue (Robles and Eisenbarth, 2001), provoquées par la destruction progressive 

et sélective dirigée contre les cellules β des ilots de Langerhans, responsables de la sécrétion 

de l’insuline (Herold et al., 2015). 

L’hyperglycémie par carence insulinique se manifeste lorsque pratiquement 90% de la 

masse des cellules bêta sont détruites (Anderson and Bluestone, 2005), car la destruction des 

cellules bêta est progressive, débutant plusieurs mois à plusieurs années avant la déclaration 

clinique de la maladie, précédée par une phase d’inflammation.  

L'immunopathogenèse du DT1 est généralement associée à l'activation de lymphocytes T 

autoréactifs qui sont le médiateur de la destruction des cellules bêta. Cependant, il existe 

plusieurs autres cellules impliquées dans la destruction des cellules β, telles que les 

monocytes/macrophages, les cellules dendritiques et les cellules B (Rabinovitch and Suarez-

Pinzon, 2007). 

Ce processus auto-immun survient sur un terrain de susceptibilité génétique lié à des 

facteurs environnementaux.  
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1.1.2. Aspect clinique  

1.1.2.1.  Symptômes  

Le DT1 apparaît le plus souvent de manière brutale chez l’enfant ou chez l’adolescent. 

Typiquement, c’est un début explosif, en quelques semaines. Dans 60 à 75% des cas, le 

diabète est diagnostiqué devant un syndrome cardinal typique associant une émission d’urine 

excessive (polyurie), diurne et nocturne, une soif intense (polydipsie) et un appétit 

anormalement augmenté (polyphagie). Il a aussi pour conséquence un amaigrissement rapide 

et massif malgré une prise de nourriture abondante (incapacité à métaboliser le glucose) et 

une hyperglycémie supérieure à 2g/l avec parfois présence d’acétone dans les urines et d’une 

haleine «de pomme reinette» caractéristique (Lai et al., 2005). Une fatigue plus ou moins 

prononcée qui ne tarde pas à apparaitre. Le jeune âge du patient est également un élément 

d'orientation. 

Il est rare que le diabète soit découvert fortuitement. Dans 25 à 40% des cas le diagnostic 

est fait devant une complication comme une acidocétose où l’interrogatoire nous permet de 

retrouver souvent un syndrome polyuoro-polydipsique plus ou moins important négligé par 

les parents, une déshydratation chez un nourrisson et un coma hyperosmolaire sans cétose. 

La maladie est également caractérisée par diverses complications vasculaires, qui peuvent 

se manifester par des accidents vasculaires cérébraux, une insuffisance rénale, une cécité et 

une insuffisance cardiaque. 

1.1.2.2.  Diagnostic  

Le diagnostic du DT1 repose sur les antécédents médicaux de la personne (les symptômes 

et les autres troubles de santé) et sur les résultats d’analyses d’urine et de sang. Les analyses 

d’urine révèlent la présence du glucose ou de corps cétoniques (déchets provenant de la 

dégradation des graisses et des protéines), tandis que les analyses de sangs permettent de 

déceler la concentration du glucose dans le sang. Une glycémie à jeun ≥1.26g/l (7mmol/l), 

contrôlée à 2 reprises, ou une glycémie ≥ 2g/l (11.1mmol/l) quelque soit l’heure, ou une 

glycémie temps 120 min de l’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) ≥ 2g/l.  

La présence d’anticorps anti ilots permet de confirmer ce diagnostic, ainsi que la mesure de 

l’hémoglobine glyquée (HbA1C), qui doit être en moyenne de 11% au moment de la 

découverte du diabète mais elle est essentiellement un moyen de surveillance. 
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1.1.3. Facteurs déclenchant le diabète de type 1  

Comme toute maladie auto-immune, le DT1 est une pathologie multifactorielle prédisposée 

sous l’effet de l'interaction de facteurs environnementaux avec un certain nombre de variantes 

de gènes qui entraîne un trouble du système immunitaire et provoque la condition (figure 

1.1).  

 

Figure 1.1. Facteurs liés au développement de la maladie auto-immune. 

 

 

1.1.3.1. Facteurs génétiques  

Le déterminisme du DT1 est polygénique et sa transmission ne répond pas à un schéma 

simple. L’existence d’un terrain de susceptibilité génétique au DT1 a été mise en évidence par 

un taux de concordance plus élevé chez les jumeaux monozygotes (25 à 30%) que chez les 

dizygotes (5 à 10%) (Hyttinen et al., 2003; Kaprio et al., 1992; Olmos et al., 1988). Par 

ailleurs, lorsque l’un des deux parents est diabétique de type 1, le risque de transmission à la 

descendance est de l’ordre de 5 %, plus précisément 6 % si le père est diabétique et 3 % si 

c’est la mère (mais 30 % si les 2 parents le sont) (Redondo et al., 1999). Cette différence entre 

risque paternel et maternel serait liée à des facteurs protecteurs maternels, comme la 

transmission d’anticorps à travers le placenta ou l’allaitement (Kahn, 2002).  

Il existe une vingtaine de régions génétiques associées à une susceptibilité à la maladie, 

d’IDDM1 à IDDM20 (Insulino-Dependent Diabète Mellitus).  
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 Gène HLA (IDDM1) 

La contribution du gène du complexe majeure d’histocompatibilité (CMH) (appelé 

IDDM1) situé dans la région HLA (human leukocyte antigen) de classe II sur le Chromosome 

6 (6p21) (figure 1.2), rend compte de 50% de la susceptibilité génétique de la maladie (Wen 

et al., 2000). Il contient les gènes codants pour les molécules DR, DQ et DP, dont la fonction 

est de présenter les peptides antigéniques aux LT CD4.  

La plupart des enfants (95%) et des adultes (80%) ayant un DT1, sont HLA DRB1*03 et/ou 

DRB1*04 (Cudworth and Woodrow, 1975). En effet, les personnes hétérozygotes DR3/DR4 

sont exposées à un risque 10 à 20 fois supérieur de développer la maladie que la population 

générale, ce qui suggère un effet synergique de ces 2 allèles. Par contre, les personnes ayant 

hérité de la variante’DRB1*02 semblent bénéficier d’une forte protection contre le DT1 

(Erlich et al., 2008; Ueda et al., 2003). 

 
Figure 1.2. Localisation et organisation du complexe HLA sur le chromosome 6 d’après 

(Klein and Sato, 2000). 

 

 Gène de l’insuline (IDDM2)     

Le gène de l’insuline (INS) (IDDM2), localisé sur le chromosome 11 (11p15), correspond 

au deuxième facteur génétique de susceptibilité, contribuant à 10% de susceptibilité génétique 

au DT1 (Lillioja et al., 1993). Plusieurs classes d’allèles du VNTR (variable number of 

tandem repeat) peuvent être définies dans la région promotrice du gène, qui a des capacités 

transcriptionnelles différentes (Kahn, 1995). Les allèles de classe I prédisposent au DT1, leur 

présence à l’état homozygote augmente le risque de diabète, même chez les sujets qui 

n’expriment pas les haplotypes DR3 ou DR4. A l’inverse les allèles de classe III ont un effet 

protecteur et cette protection est dominante (Geenen et al., 2005; Knerr et al., 2005). 

 

D’autres gènes de susceptibilité pour le diabète type 1 ont été décrits tels que le gène 

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4) correspondant au IDDM12 (Arafa et 

al., 2015), mais leur rôle physiopathogènique est moins explicite. 
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1.1.3.2. Facteurs environnementaux  

Une augmentation si rapide de l’incidence ne peut pas être liée seulement à des variations 

génétiques, mais également à des variations environnementales. Parmi ces modifications, 

celles qui sont associées aux premières années de vie, ont été particulièrement étudiées.  

- Environnement prénatal : L’âge maternel avancé (> 35 ans) et la croissance excessive du 

poids du fœtus pendant la grossesse mais aussi pendant le premier et le deuxième mois après 

la naissance, présentent des facteurs de risque dans la pathogénie du DT1 (Elfving et al., 

2008).  

- Facteurs alimentaires : L’introduction précoce de protéines du lait de vache chez des 

enfants à risque génétique de DT1, pourrait constituer un facteur de risque du DT1. Par 

ailleurs, d’autres facteurs alimentaires ont été invoqués, tels que l’introduction précoce de 

céréales chez l’enfant avant l’âge de 4 mois. Le risque de développer des anticorps contre les 

cellules β pancréatiques serait multiplié par cinq chez les enfants exposés au gluten avant 

d’atteindre l’âge de 4 mois (Lévy-Marchal, 2010). 

- Les  infections : L’infection par différents pathogènes viraux et bactériens a été proposée 

depuis longtemps comme l’une des étiologies du diabète auto-immune (Goldberg and Krause, 

2009). Certaines épidémies virales (virus coxsackies) pourraient être à l’origine du DT1 

(Viskari et al., 2005). En effet, l’ARN (Acide ribonucléique) du virus coxsackie est détecté 

plus fréquemment dans le plasma des enfants présentant un DT1 (Viskari et al., 2005). Les 

infections à entérovirus au cours de la grossesse pourraient constituer un facteur de risque de 

DT1 chez l’enfant (Viskari et al., 2005). De plus ces entérovirus ont été détectés plus souvent 

chez les enfants diabétiques que chez les enfants non diabétiques de mêmes parents (Kojo et 

al., 2003; Luppi et al., 1999).  

- Vitamine D : Une carence en vitamine D constitue un des facteurs de risque 

environnementaux du DT1. Ceci peut être dû aux effets immunomodulateurs de la vitamine D 

sur le processus auto-immun responsable de la destruction des cellules β pancréatiques 

(Danescu et al., 2009).  

- Le stress : Le DT1 peut être causé par des stress physiologiques et psychologiques, 

provoquant une augmentation de production du glucose qui va stimuler fortement les cellules 

β productrices d’insuline. Ces cellules se nécrosent et déclenchent une réaction immunitaire 

par l’apparition d’auto-anticorps qui détruisent les cellules β nécrosées (Gosselin, 2000). 
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1.1.4. Aspect immunologique du diabète de type1 

1.1.4.1. Marqueurs immunologiques du diabète de type1 

Plusieurs auto anticorps dirigés contre certains Ag pancréatiques ont été identifiés et 

servent à diagnostiquer cliniquement le DT1, dans des cas ambigus. Ils servent également à 

prévoir le DT1 chez les individus non diabétiques (Aribi, 2011). En effet, ces auto-anticorps, 

peuvent apparaître plusieurs années avant le début clinique du diabète et ont une valeur 

prédictive de la survenue de la maladie chez des sujets à risque (Côrte-Real et al., 2009). 

Ainsi, lorsque plusieurs auto-anticorps sont présents simultanément, le risque de survenue de 

la maladie dans les cinq années à venir atteint 100 %. Les auto-anticorps d'îlot les plus utilisés 

incluent l’ICA (Auto-anticorps anti-cellules des ilots), l’IAA (Auto-anticorps anti-insuline), le 

GADA (Auto anticorps anti-acide-glutamique décarboxylase), l’IA-2A (Insulinome antigène 

associé -2) et les auto-anticorps anti-transporteur 8 du Zinc  (Achenbach et al., 2004).  

 Auto-anticorps anti-cellules des ilots (ICA)  

Les ICA ont été les premiers marqueurs immunologiques décrits au cours du DT1. Ils 

peuvent apparaitre 10 ans avant que les signes cliniques du DT1 apparaissent (Riley and 

Sliwkowski, 2000). Environ 88 des enfants ayant un DT1 présentent des ICA au moment du 

diagnostic (Bingley et al., 1997). Les ICA disparaissent en quelques années, plus rapidement 

chez l’enfant que chez l’adulte (Pietropaolo et al., 2005; Siljander et al., 2009; Taplin and 

Barker, 2008). 

 Auto-anticorps anti-insuline (IAA) 

Des anticorps dirigés contre l’insuline peuvent être détectés chez des sujets ayant un DT1. 

Environ 69% des enfants diabétiques sont porteurs de ces auto anticorps et semblent être les 

premiers détectables chez les enfants à haut risque génétique porteurs de l’allèle HLA-

DRB1*04 (Horie et al., 2010; Siljander et al., 2009). 

 Auto anticorps anti-acide-glutamique décarboxylase (GADA) 

GAD est une enzyme qui catalyse la décarboxylation du glutamate en GABA et CO2. Chez 

les mammifères, GAD existe sous deux isoformes codées par deux gènes différents GAD1 et 

GAD2 (Dubois-Laforgue, 2007). Ces isoformes sont GAD67 et GAD65 avec des poids 

moléculaires de 67 et 65 kDa respectivement. Elles sont exprimés dans le cerveau où GABA 

est utilisé comme un neurotransmetteur, GAD65 est aussi exprimé dans le pancréas (Bhalla et 

al., 1983). Leur présence a été montrée chez environ 61% des patients ayant un DT1 (Knip et 

al., 2005), dont la plupart sont également porteurs d’IA2 (Ludvigsson, 2009; Zimmet, 1996). 
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 Insulinome Antigène associé -2 (IA2) 

Le criblage de banques d’expression d’ADNc, a permis d’identifier une protéine de la 

famille des tyrosines-phosphates (Lu et al., 1996). Cette protéine de 980 acides aminés est 

localisée sur la membrane des granules de sécrétion des cellules des ilots et des tissus 

d’origine neuroendocrinienne (Xie et al., 1997). Les 200 acides aminés de l’extrémité C-

terminale de la protéine, qui constituent le domaine intracellulaire, représentent la cible 

majeure pour les anticorps (Bonifacio et al., 1998). Il a été suggéré que 70 % des patients 

présentant un DT1 de découverte récente présentent des auto-anticorps anti-IA-2 (Dubois-

Laforgue, 2007). 

 Auto-anticorps anti-transporteur 8 du Zinc (ZnT8)  

Un nouveau marqueur du DT1 a été mis en évidence, le transporteur de zinc spécifique des 

cellules β humaines (ZnT8). Ce dernier est exprimé par les îlots pancréatiques. En effet, des 

auto-anticorps anti-ZnT8 étaient détectés chez des patients diabétiques type 1 nouvellement 

diagnostiqués (Yang et al., 2010). 

 Autres auto-anticorps 

Des anticorps dirigés contre la protéine insulaire p69, le transporteur de glucose GLUT-2, 

la protéine mitochondriale Glima-38, ou encore la protéine IMOGEN issue des granules de 

sécrétion, ont été rapportés chez des sujets ayant un diabète de type 1 (Inman et al., 1993; 

Tree et al., 2000). Plus récemment, d’autres auto anticorps ont été décelés tels que les anti-

SIC30A8 (Wenzlau et al., 2008), et les anti-PDX-1 (Luzardo and Mathews, 2010). 

1.1.4.2. Immunopathologie et physiopathologie du diabète de type 1 

1.1.4.2.1. Absence de tolérance lymphocytaire 

Le DT1 résulte d'une destruction des cellules β par un processus auto-immun. L’origine du 

déclenchement de cette réponse auto-immune demeure inconnue. Toutefois, il a été observé 

qu’un dysfonctionnement thymique et une absence de tolérance vis-à-vis des cellules β 

pancréatiques pendant le développement des lymphocytes T au niveau du thymus, étaient 

responsables du développement d’une réponse auto-immune spécifique de la cellule β  

(Geenen et al., 2005; Liston et al., 2003; Willcox et al., 2009). En effet, pendant le 

développement lymphocytaire, la plus part des LT auto-réactifs sont éliminés dans le thymus, 

un processus appelé « sélection négative » (Ohashi, 2002). Cependant, certains d’entre eux 

échappent à la suppression thymique et migrent vers la périphérie (Klein and Kyewski, 2000). 
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Ces LT auto-réactifs (spécifiques des cellules β) doivent tout d’abord être « activés » pour 

être capables d’envahir les ilots de Langerhans (Matzinger, 2002). Par ailleurs, durant la 

période néonatale, le renouvèlement des cellules des ilots de Langerhans est accru, de même 

que leur mort physiologique ou l’apoptose (Klein and Kyewski, 2000). Durant cette période 

de mort physiologique des ilots de Langerhans, certains sujets excrètent l’antigène des 

cellules β qui peut rencontrer des LT spécifiques des cellules β.  

Dans des conditions particulières, dictées par la constitution génétique et la susceptibilité 

d’un sujet, les LT spécifiques des cellules β peuvent être activés et infiltrer les ilots de 

Langerhans. Ensuite, ces lymphocytes activés, conjointement à d’autres leucocytes, détruisent 

les ilots de Langerhans, entrainant le diabète clinique (Trudeau et al., 2000; Turley et al., 

2003).  

1.1.4.2.2. Mécanismes de destruction des cellules  du pancréas 

La physiopathologie du DT1 résulte d'une destruction des cellules β par un processus auto-

immun, consécutif a l’infiltration des îlots de Langerhans par des cellules mononuclées au 

sein du pancréas (Bottazzo et al., 1974; Dubois-Laforgue, 2007; In’t Veld, 2011; Willcox et 

al., 2009). Les monocytes et les macrophages sont parmi les premières cellules à infiltrer les 

ilots de Langerhans et semblent être impliquées à un stade très précoce dans la pathogenèse 

du DT1 (Seay et al., 2016; Willcox et al., 2009). Au cours de cet événement, les molécules 

d’adhésion (sélectines et intégrines), jouent un rôle important dans l’infiltration des cellules 

vers les sites inflammatoires. Un traitement des souris NOD par des anticorps dirigés contre 

ces molécules prévient le développement de l’insulite, et par conséquent le DT1 (Yang et al., 

1996). 

Les mécanismes de destruction des cellules bêta du pancréas sont générés par un 

dysfonctionnement immunitaire réglementé par la balance Th1/Th2. Une surproduction de 

cytokines pro-inflammatoires Th1, ayant des propriétés toxiques provoquant des dommages 

aux cellules β pancréatiques, active la réponse cellulaire (cytotoxique et inflammatoire) et 

inhibe les fonctions Th2 (Aribi et al., 2007). 

Les cellules Th2 produisent des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9, 

l’IL-10 et l’IL-13, qui  activent l’immunité humorale pour assurer la production d’anticorps 

par les lymphocytes B (Azar et al., 1999). 

Les cytokines produites par chacune des populations Th1 et Th2 exercent une action 

inhibitrice sur les fonctions de différenciation et de synthèse de l’autre population cellulaire 

(Figure 1.3) (Mosmann and Coffman, 1987). Lors du DT1, l’équilibre de cette balance 
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Th1/Th2 est généralement rompu en faveur d’une réponse immunitaire exacerbée de type Th1 

(Overbergh et al., 2000; Walker and von Herrath, 2016; Yoon and Jun, 2005). 

 Figure 1.3. Balance Th1/Th2 (Ezra et al., 2010). 

En effet, la cellule présentatrice d’antigène (CPA) (monocytes, macrophages, cellules 

dendritiques, lymphocytes B), présente le peptide antigénique au lymphocyte TCD4 et libère 

l’IL-12 qui stimule les LT CD4 de type Th1 (figure 1.4). De plus, l’activation de ce dernier 

nécessite l’interaction spécifique d’une part, entre son récepteur TCR (T Cell Receptor) et le 

complexe peptide pancréatique-CMH II et d’autre part, entre des molécules co-activatrices B7 

et CD28 (Dubois-Laforgue, 2007).  

Par ailleurs, les lymphocytes T cytotoxiques (CTLs) sont activés suite a l’interaction de 

leurs TCR avec les auto-antigènes pancréatiques, présentés par les molécules du CMH-I au 

niveau des cellules pancréatiques (Aribi, 2011). 
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Figure 1.4. Mécanisme simplifié de destruction des cellules β du pancréas lors d’un DT1 

modifié d'après (Pirot et al., 2008). 

 

Les cytokines IL-2 et IFN-γ de type Th1, majoritaires chez le DT1, induisent l’activation de 

lymphocytes TCD8
+
 cytotoxiques et les macrophages infiltrés, accélérant la destruction β-

cellulaire par la libération de perforines et de granzymes, la production du TNF-α (tumor 

necrosis factor) et de médiateurs solubles cytotoxiques ainsi que par des interactions Fas-FasL 

(Aribi, 2011; Azar et al., 1999; Wållberg and Cooke, 2013). De plus, il a été démontré que les 

cytokines proinflammatoires (IL-1, IFN-, TNF- et TNF-), produites par les 

macrophages, recrutés au sein de l’insulite, sont cytotoxiques pour les cellules des ilots du 

pancréas et bloquent la synthèse et la sécrétion de l’insuline (Aribi, 2011; Bendtzen et al., 

1986; Espinoza-Jiménez et al., 2012). L’IL1-β provoque l’apoptose des cellules β qui 

expriment le récepteur de l’IL-1β (Aribi et al., 2007; Lehuen et al., 2010). Ces cytokines 

semblent être également impliquées dans l’augmentation de la production des radicaux libres 

(NO, H2O2, O2
-
) par les cellules inflammatoires (Kolb and Kolb-Bachofen, 1992). 

De ce fait, la destruction spécifique des cellules pancréatiques n’est observée que lorsque 

les lymphocytes infiltrant les ilots produisent des cytokines de type Th1 (IFN-, IL-2, TNF-). 

A l’inverse, les cytokines de type Th2 semblent avoir un effet plutôt protecteur contre la 

destruction des cellules β (Ko et al., 2001; Suarez-Pinzon and Rabinovitch, 2001), en  

inhibant la production de cytokines de type Th1 (Sadelain et al., 1990; Wang et al., 1992). 
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1.2. Monocytes 

1.2.1.  Définition et origine des monocytes 

C’est un leucocyte qui appartient au système des phagocytes mononuclées et est capable de 

se différencier en macrophages (Mϕs), cellules dendritiques et ostéoclastes (Geissmann et al., 

2003; Randolph et al., 1999; Varol et al., 2007). Les monocytes sont des cellules de 12 à 15 

μm de diamètre alors que les macrophages peuvent mesurer de 25 à 50 μm. Les deux cellules 

ont un noyau en position excentrique rond ou ayant la forme d’un rein. Les monocytes 

possèdent un ou deux nucléoles qui se perdent lors de la différenciation en Mϕ. Ils ont tous 

deux un cytoplasme abondant. Leur membrane est ondulée. Les monocytes/Mϕs adhèrent au 

plastique et au verre, concentrant ainsi les organelles au centre de la cellule. Les 

monocytes/Mϕs ont également plusieurs lysosomes situés près de la membrane cytoplasmique 

qui peuvent se lier aux phagosomes. Le cytosquelette du Mϕ, formé de microtubules et de 

microfilaments d’actine, est très bien développé et permet sa locomotion de même que la 

formation de pseudopodes lors de la phagocytose (McGee and Lewis, 1992). 

Les monocytes sont produits dans la moelle osseuse à partir de cellules souches 

hématopoïétiques pluripotentes qui se transforment en progéniteurs myéloïdes (Mosser and 

Edwards, 2008). Ils passent par diverses étapes de maturation dans la moelle osseuse (figure 

1.5) et sont libérés vers le sang sous l’effet de chimiokines spécifiques (Geissmann et al., 

2008; Serbina et al., 2008).  

 
Figure 1.5. Origine et différentiation des monocytes et des macrophages (Galès, 2009). 
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Chez l’homme, les monocytes représentent environ 10 % des leucocytes du sang circulant 

(Auffray et al., 2009). Ils circulent dans le sang durant 1 à 3 jours avant de migrer, sous 

l’action des facteurs chimioattractants, dans les tissus où ils se différencient en macrophages 

ou en cellules dendritiques (Auffray et al., 2009; Mosser and Edwards, 2008; Wiktor-

Jedrzejczak and Gordon, 1996).  

Le monocyte joue un rôle important au cours des réponses inflammatoires (Geissmann et 

al., 2008; Serbina et al., 2008) et immunitaires innées (Auffray et al., 2007). Il contribue 

également à l’homéostasie cellulaire en détruisant les cellules apoptotiques et les composés 

toxiques (Franc et al., 1996; Williams, 2007). De par ses différents rôles physiologiques, le 

monocyte est également impliqué dans la pathogenèse des maladies inflammatoires 

chroniques (Libby et al., 2008). 

1.2.2. Hétérogénéité des monocytes  

Les premiers constats d’une hétérogénéité de la population monocytaire étaient basés sur 

leurs caractéristiques morphologiques et fonctionnelles. Les données actuelles sur cette 

hétérogénéité définissent trois sous-populations majeures de monocytes dans le sang 

périphérique humain, sur la base de l’expression différentielle des marqueurs de surface 

CD16 (FcγRIII) et CD14 (récepteur lipopolysaccharides (LPS)): Les monocytes classiques 

CD14
++

 CD16
-
, intermédiaires CD14

++
 CD16

+
 et non classiques CD14

+
 CD16

++
  (Figure 1.6) 

(Mukherjee et al., 2015; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). 

 
Figure 1.6. Hétérogénéité des monocytes et des macrophages (Liaskou et al., 2012).  
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Ces monocytes diffèrent essentiellement par leur expression des récepteurs de chimiokines, 

de l'activité phagocytaire et de la distribution tissulaire lors d'une inflammation (Wong et al., 

2011). Par conséquent, ils sont impliqués de façon différentielle dans la pathophysiologie de 

l'inflammation, de l'athérosclérose et de la régénération après une blessure (Hristov and 

Weber, 2011). 

 Les « Monocytes classiques » dits « inflammatoires » (CD14
++ 

CD16
-
), représentent 

85% des monocytes circulants, avec une expression importante du marqueur CD14 et du 

récepteur CCR2 mais un faible taux d’expression du marqueur CD16 et du récepteur 

CX3CR1 (Gordon and Taylor, 2005; Yang et al., 2014). De plus, cette sous-population a une 

forte capacité phagocytaire et produit de l’IL-10 et du TNF-α en réponse aux 

lipopolysaccharides (LPS) ainsi que l’IL-1 et l’IL-6 (Cros et al., 2010).  

 

 Les « monocytes non-classiques » ou « alternatifs » (CD14
+
 CD16

++
), représentent 10 % 

des monocytes circulants (Wong et al., 2012). Contrairement aux précédentes cellules 

(CD14
++

 CD16
-
), ces monocytes expriment faiblement le récepteur CCR2 et fortement le 

récepteur CX3CR1 (Yang et al., 2014). En réponse au LPS, ces cellules ont une activité de 

phagocytose pauvre et produisent des cytokines en très faibles quantités, comme le TNF-α, 

l’IL-1β, l’IL-8, et l’IL-6 (Wong et al., 2012).  

 
 Les « monocytes intermédiaires » (CD14

++
 CD16

+
), représentent 5 % des monocytes 

circulants. Ces cellules expriment les récepteurs CCR2 et CCR5. Ces monocytes expriment 

fortement le CD80, le CD86 et HLA-DR et sont, par conséquent, dotés de fonctions 

inflammatoires et sont fortement impliqués dans la présentation antigénique et l’activation des 

lymphocytes T (Wong et al., 2012). Suite à une stimulation par le LPS, ces monocytes 

sécrètent de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-6 et possèdent également une importante capacité a 

produire des espèces réactives de l’oxygène (Rossol et al., 2012). 

1.2.3.  Différenciation des monocytes en macrophages 

La différenciation des monocytes en macrophages est sous le contrôle de facteurs de 

croissances GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) et M-CSF 

(macrophage colony stimulating factor) (Rey-Giraud et al., 2012). L’équilibre entre ces deux 

facteurs, module l’état de polarisation des macrophages, avec une orientation des 

macrophages vers le phénotype classiquement activé M1 par le GM-CSF et macrophage 

alternativement activé M2 par le M-CSF (Vogel et al., 2014).  Au cours de ce processus, les 

monocytes sont exposés à différentes cytokines comme INF-γ ou IL-4. Après une stimulation 
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par les différents signaux environnementaux, les macrophages atteignent leur phénotype 

mature (Rey-Giraud et al., 2012; Tamoutounour et al., 2013). 

Les macrophages ont une demi-vie longue de plusieurs jours à plusieurs mois (Bosque et 

al., 1997). Il faut distinguer les macrophages récemment dérivés des monocytes sanguins dans 

un contexte inflammatoire (cellules activées), des macrophages résidents participant à 

l’homéostasie dans les tissus (Kennedy and Abkowitz, 1998, 1997; Rey-Giraud et al., 2012). 

Ces cellules acquièrent certaines particularités en fonction de leur microenvironnement 

tissulaire. Ainsi, certains macrophages ont des capacités qui leur sont propres tout en 

conservant des propriétés communes comme la capacité de produire de grandes quantités de 

médiateurs de l’inflammation notamment des cytokines pro-inflammatoires. C’est notamment 

le cas des macrophages alvéolaires pulmonaires, des cellules microgliales du système nerveux 

central, des cellules ostéoclastiques des os, des cellules de Küpffer du foie ou encore des 

cellules macrophagiques des organes hématopoïétiques (Brüne et al., 2013). 

1.2.4. Macrophage classiquement activé et macrophage alternativement activé  

Les macrophages jouent un rôle clé dans le système immunitaire, à la fois en tant que 

cellules effectrices et antimicrobiennes, mais aussi comme cellules immuno-régulatrices, qui 

induisent, suppriment et modulent les réponses immunitaires adaptatives (Rath et al., 2014). 

L’environnement cytokinique, produit par les LT lors d’une réponse immune acquise, a pour 

conséquence la polarisation des macrophages en phénotypes M1 et M2, reflétant 

respectivement les phénotypes Th1 et Th2 (Cabrera-Fuentes et al., 2015) (figure 1.7). 

 
Figure 1.7. Les différentes formes d’activation des macrophages d’après (Martinez et 

al., 2008). 
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 Macrophages classiquement activés (M1) 

Le terme classiquement activé a été utilisé pour designer les macrophages effecteurs qui 

sont produits au cours des réponses immunitaires à médiation cellulaire. Ils sont caractérisés 

par une activation induite principalement par les cytokines de type Th1, essentiellement 

l’IFN-γ, et d’autres cytokines et facteurs de croissance comme le GM-CSF et le TFN-α, ainsi 

qu’en réponse à un stimulus microbien, tel que le LPS (Huang et al., 2016; Mosser and 

Edwards, 2008). Cette population de macrophages a une activité microbicide, capacité 

tumoricide et stimule la réponse inflammatoire de type Th1 (Mosser and Edwards, 2008). 

Ces macrophages sont aussi caractérisés par la forte expression d’IL-12 et IL-23, et les 

cytokines pro-inflammatoires comme IL-1β, IL-6 et TNF-α, mais également des chimiokines, 

telles que CCL2, CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand), et CXCL8 (Chemokine (C-X-C 

motif) ligand), et le récepteur de chimiokine CCR7 (Benoit et al., 2008). Ces cellules 

expriment des molécules associées avec la présentation d’antigène comme HLA-DR et les 

molécules de co-stimulation (CD80/CD86) (Figure 1.7), mais une faible expression d’IL-10 

(Huang et al., 2016). 

Les macrophages M1 expriment aussi l’enzyme nitricoxidesynthase (iNOS) qui métabolise 

l’arginine en monoxyde d’azote (NO) et citrulline (Rath et al., 2014). 

 Macrophages alternativement activés (M2) 

Les macrophages alternativement activés est un nom générique utilisé pour diverses formes 

de macrophages non activés classiquement, résultant de l’exposition à l’IL-4 ou IL-13, IL-10, 

complexes immuns, ou glucocorticoïdes (Figure 1.7) (Huang et al., 2016).  

Ces macrophages sont associés avec la réponse anti-inflammatoire Th2, la cicatrisation des 

blessures, la réparation des tissus, la résolution de l’inflammation et principalement dans les 

mécanismes d’immunorégulation (Mantovani et al., 2004a; Mosser and Edwards, 2008). Ils 

expriment un taux faible de cytokines inflammatoires comme l’IL-12 et un haut niveau de 

cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 et le TGF-β (trasforming growth factor-β), des 

chimiokines CCL1, CCL13, CCL17, CCL18, CCL22 et CCL24 qui sont toutes impliquées 

dans le recrutement de différents types de cellules comme les lymphocytes T régulateurs (LT 

reg), les lymphocytes B, les basophiles et les éosinophiles (Mosser, 2003).  

L'un des premiers signaux de l’immunité innée qui va être libéré lors de la lésion tissulaire 

est l’IL-4 qui est secrété par les mastocytes et les basophiles. L’IL-4 stimule l’arginase du 

macrophage qui est une enzyme qui convertit l’arginine en ornithine et urée. L’ornithine est 
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un précurseur de polyamines et de la proline, qui sont importants pour la prolifération 

cellulaire et la réparation tissulaire (Mosser and Edwards, 2008; Rath et al., 2014). 

Selon Mantovani et collaborateurs (2004), les macrophages M2 sont divisés en trois sous-

types (figure 1.7). Les macrophages M2a activés par l’IL-4 et l’IL-13, les macrophages M2b 

activés par les complexes immuns associés aux agonistes des TLRs (Toll-Like Receptor) et les 

macrophages M2c principalement induits par les glucocorticoïdes, l’IL-10 et le TGF-β 

(Mantovani et al., 2004a). Les macrophages M2a sont qualifiés de macrophages « alternatifs 

et réparateurs » alors que les macrophages M2b et M2c sont qualifiés de macrophages 

«régulateurs et anti-inflammatoires» (Mosser and Edwards, 2008). 

En résumé, suivant leur environnement et les signaux perçus, les macrophages peuvent 

acquérir des fonctions distinctes. Toutefois, la polarisation M1/M2 des macrophages ne 

représente pas deux populations distinctes mais un continuum d’état fonctionnel. En effet, 

plusieurs travaux ont montré qu’il existe une réversibilité de la polarisation M1/M2 des 

macrophages dérivés de monocytes murins (Redente et al., 2010; F. Xu et al., 2013). Ces 

observations suggèrent qu’au cours d’une infection, la réponse inflammatoire des 

macrophages débute par leur activation en phénotype M1 permettant l’élimination des 

pathogènes, puis s’orientent vers une polarisation de type M2 permettant de réguler la réponse 

inflammatoire et de favoriser la réparation tissulaire et le retour à l’homéostasie. Ces deux 

fonctions opposées d’une même entité révèlent à elles seules l’importante complexité et 

plasticité de la polarisation des macrophages, dont l’équilibre est nécessaire pour réguler la 

réponse inflammatoire. 

1.2.5.  Molécules de surface membranaire 

Les molécules retrouvées à la surface des phagocytes peuvent varier en nature et en nombre 

selon le degré de différenciation du monocyte et du macrophage, du degré de leur activité 

ainsi que de leur type et de leur environnement. De plus, la liaison de ces molécules et de 

leurs substrats entraîne très souvent l’activation de la signalisation intracellulaire du 

monocyte/Mϕ. De cette première étape dépend également la coordination des réponses 

immunes innées et adaptatives afin d’obtenir la clairance du pathogène tout en limitant la 

réponse inflammatoire dans sa toxicité et les dommages tissulaires associés (figure 1.8). 
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Figure 1.8. Récepteurs membranaires d’un monocyte classique (Rojas et al., 2015). 

La reconnaissance entre la particule à ingérer et les récepteurs peut être de type « direct » 

par reconnaissance entre les motifs moléculaires des agents pathogènes appelés PAMPs et 

leurs récepteurs PRR (pattern recognition receptors) (Underhill, 2007).  

Un autre groupe de reconnaissance par « opsonisation » est constitué de récepteurs de la 

portion constante (Fc) des immunoglobulines, appelés des récepteurs aux opsonines FcγR. On 

retrouve principalement des récepteurs pour les IgG et les IgE appelés respectivement 

FcγRIA, FcγIIA, FcγIIB, FcγIIIA et FcεRIIb (Ravetch, 1997). Ces récepteurs sont 

responsables de l’attachement et de la phagocytose subséquente de particules recouvertes 

d’anticorps, dites opsonisées, tels que les microbes et les cellules tumorales (figure 1.9). Les 

récepteurs FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16) favorisant la clairance des 

pathogènes opsonisés par les IgG (Ambarus et al., 2012; Mantovani et al., 2004a). 

L’activation de ces récepteurs conduit majoritairement à une réponse pro-inflammatoire et à 

la production d’agents cytotoxiques permettant la destruction des agents pathogènes 

intracellulaires. Seul FcγRIIB ne participe pas à la phagocytose. Il aurait plutôt un rôle 

inhibiteur à jouer dans la signalisation intracellulaire (Ravetch, 1994). 

 
Figure 1.9. Modèle de liaison et d'internalisation des particules IgG-opsonisées par les 

récepteurs de type FcR (Jaumouillé and Grinstein, 2011). 
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Un groupe différent de récepteurs impliqués dans la phagocytose par le monocyte/Mϕ sont 

les récepteurs des molécules du complément : Le CR1 (Complement Receptor 1) (CD35), le 

CR3 (Mac-1, CD11b/CD18) et le CR4 (CD11c/CD18) (Carroll, 1998). Les particules 

recouvertes du complément (opsonisées) se fixent au monocyte/Mϕ via ces récepteurs. 

Pour permettre leur adhésion aux cellules environnantes et à la matrice extracellulaire, les 

monocytes/Mϕs possèdent des sélectines et des intégrines (regroupées de façon plus générale 

sous le terme adhésines). On retrouve des L-sélectines et des P-sélectines à la surface des 

monocytes/Mϕ. La liaison transitoire entre ces sélectines et leurs contre-récepteurs 

glucidiques permet le ralentissement des monocytes dans le vaisseau sanguin (Weis et al., 

1998). Les intégrines LFA-1 (lymphocytes function-associated antigen 1) permettent la 

liaison ferme des monocytes/Mϕs avec d’autres cellules et avec la matrice extracellulaire par 

exemple, lors de la présentation d’antigènes (Gahmberg et al., 1998). 

Les monocytes/Mϕs arborent également des récepteurs pour de nombreux facteurs de 

croissance (GM-CSF, M-CSF, CSF-1), de chimiokines (CC, CXC, CX3C,…) et de cytokines. 

Les facteurs de croissance permettent leur différenciation alors que les cytokines provoquent 

leur activation (McGee and Lewis, 1992) et les chimiokines favorisent le chimiotactisme de 

ces cellules vers le site de l’inflammation. 

Les monocytes/Mϕs expriment des récepteurs MRC1 qui sont des glycoprotéines de type 

lectines fortement induits en présence de cytokines Th2 (Martinez et al., 2008; Martinez-

Pomares et al., 2003; Stein et al., 1992). Ils sont impliqués dans la reconnaissance et la 

phagocytose de certains pathogènes exprimant à leur surface des résidus oligosaccharides tels 

que le mannose et le fucose (Weis et al., 1998). L’activation de ces récepteurs induit un signal 

inhibiteur sur la réponse pro-inflammatoire via l’augmentation de l’expression du récepteur 

leurre à l’IL-1, la sécrétion de l’antagoniste à l’IL-1R (IL-1Ra) et la production d’IL-10 

(Chieppa et al., 2003).  

Le monocyte/Mϕ exprime également plusieurs membres de la famille Toll like receptors 

(TLRs) qui sont impliqués dans la réponse inflammatoire et cytotoxique du monocyte/Mϕ en 

provoquant l’induction du TNF-α, du NO et de l’IL-12 (Underhill and Ozinsky, 2002). Par 

ailleurs, le marqueur CD14 reconnu des monocytes, s’attache à leur membrane et a la capacité 

de lier les LPS bactériens des Gram négatifs via une protéine s’attachant au LPS (LPS-
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Binding Protein (LBP) (Aderem and Ulevitch, 2000). Cette interaction mène à l’induction de 

l’activité pro-inflammatoire du monocyte (Wright et al., 1990). 

1.2.6. Fonction et rôle des monocytes/macrophage  

Les monocytes sont des éléments importants de la défense immunitaire car ces cellules 

peuvent phagocyter des matières étrangères, présenter des Ag à la cellule T et produire des 

cytokines telles que le TNF, l'IL-1-β et l'IL-6. L'expression des cytokines par les monocytes 

est efficacement déclenchée par la stimulation avec des produits bactériens comme les LPS 

(Nockher and Scherberich, 1998). 

Les monocytes/macrophages jouent de nombreux rôles clés tant dans la réponse 

immunitaire innée qu’adaptative et sont considérés comme les principaux acteurs de 

l’inflammation. Pour cela, ils doivent d’abord être activés. Cette activation peut être causée 

par les différents médiateurs de l’inflammation présents avant l’arrivée des monocytes 

circulants ou affectant les Mϕs résidents. En effet, l’induction de la réponse inflammatoire en 

cas de dommages tissulaires ou d’infection favorise l’expression de molécules d’adhésion qui 

peuvent activer la différentiation des cellules recrutées (Mahalingam and Karupiah, 1999). 

1.2.6.1. Rôle dans la réponse innée 

1.2.6.1.1. Production d’agents microbicides 

 Métabolites de l’oxygène  

Les cellules phagocytaires activées (monocytes/macrophages) produisent un certain nombre 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) tel que le peroxyde d'hydrogène (H2O2), comme 

moyen de défense très important (Wang et al., 2013). En effet, ce sont des oxydants très 

puissants impliqués dans la destruction des pathogènes (Potter et al., 2005). L'inflammation 

est une source importante de radicaux oxygénés produits directement par ces cellules 

phagocytaires activées qui sont le siège d'un phénomène appelé explosion oxydative qui 

consiste en l'activation du complexe NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

Phosphate) oxydase. Cette enzyme utilise l'oxygène moléculaire pour produire de grandes 

quantités d'anions superoxydes (O2
-
) au niveau de la membrane cellulaire, en transférant un 

électron d’une molécule de NADPH à l’oxygène (O2) lorsque la cellule métabolise une 

grande quantité de glucose et augmente sa consommation en O2. Le superoxyde peut ensuite 

produire des oxydants très puissants tels les radicaux hydroxyl (OH
-
) et le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) dans le phagosome ou dans l’espace extracellulaire.  

L’H2O2 est capital dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et 

des corps étrangers (Fialkow et al., 2007). Il est relativement toxique pour les cellules et est 
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utilisés par l’organisme dans de nombreuses voies de signalisation et comme médiateurs 

régulant des fonctions cellulaires telles que la prolifération, la différenciation, la migration, et 

la mort cellulaire programmée selon sa concentration (Afonso et al., 2007; Halliwell and 

Gutteridge, 2015; Rabinovitch and Suarez-Pinzon, 1998; Veal et al., 2007). 

Dans certaines conditions pathologiques, ces ROS sont produits de façon excessive. 

L’H2O2 peut oxyder directement les composés biologiques notamment les protéines. Cela va 

entrainer une modification de la structure de la protéine et altérer sa fonction (Bretón-Romero 

and Lamas, 2014). De plus, il a été récemment montré que le H2O2 induit la production du 

NO en augmentant l’expression de l’iNOS induite par le LPS (Lijia et al., 2012).  

Par ailleurs, la concentration du H2O2 est régulée par des enzymes telles que la catalase 

présente dans les peroxysomes (Gardès-Albert et al., 2003).  

 Monoxyde d’azote (NO) 

Le NO est une molécule extrêmement importante du système immunitaire à plusieurs 

niveaux, dont les fonctions passent de fonctions physiologiques à des mécanismes 

pathophysiologiques (Ducrocq et al., 2001). Il joue également un rôle dans la 

neurotransmission, la relaxation musculaire et la vasodilatation (MacMicking et al., 1997). 

Les monocytes, sont capables de produire du NO à partir de l’oxydation de la L-arginine, 

dans une réaction catalysée par des systèmes enzymatiques très complexes, finement régulés 

appelés NO-synthases (NOS) (Förstermann and Sessa, 2012; Vannini et al., 2015). Au cours 

de la réaction enzymatique (figure 1.10), dans laquelle la L-arginine est utilisée comme 

substrat, l’enzyme utilise du NADPH et de l’O2 comme cofacteurs.  

 
Figure 1.10. Réaction de formation du monoxyde d’azote catalysée par les NO synthases 

(Vadon-Le Goff and Sennequier, 1998).  

 

Trois isoformes de NO synthases ont été isolées jusqu’à présent : NO synthase neuronale 

(nNOS et NOSI) ; NO synthase inductible (iNOS et NOSII) et NO synthase endothéliale 

(eNOS ou NOSIII) (Mattila and Thomas, 2014; Vannini et al., 2015). La NOS-II est 

inductible, en réponse à des stimuli inflammatoires, générant une grande quantité de NO 

(Haviarová et al., 2011), alors que NOS-I et NOS-III sont constitutives et produisent un faible 

taux de NO (Alderton et al., 2001). 
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Les cytokines interviennent comme inducteur, inhibiteur ou régulateur de la production du 

NO. Les cytokines proinflammatoires INF-γ et TNF-α sont les plus importants inducteurs de 

la transcription de la NOS-II (Drapier, 1997). Ces deux cytokines peuvent aussi être 

combinées aux LPS et à l’IL-1β pour engendrer un effet maximal (Nussler et al., 1993). 

D’autres cytokines agissent sur la régulation négative de la production du NO (Bogdan and 

Nathan, 1993; James, 1995). Ainsi, le TGF-β, l’IL-4 et l’IL-10 modulent directement la 

production du NO soit en induisant l’arginase (une enzyme en compétition avec iNOS pour la 

L-arginine), ou en inhibant l’expression de la NOS-II au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel (James, 1995; Liew et al., 1991).  

L’activation des monocytes/macrophages par les cytokines ou chimiokines, provoque 

l’expression de la NOS-II qui est généralement le résultat de la réponse inflammatoire 

chronique localisée ou diffuse, suite à une infection ou à une altération tissulaire. L’iNOS 

métabolise l’arginine en monoxyde d’azote (NO) et citrulline. Le NO peut être métabolisé en 

d’autres espèces réactives de l’azote en aval, tandis que la citrulline pourrait être réutilisée 

pour la synthèse de NO efficace via le cycle citrulline (Rath et al., 2014). Le NO produit, joue 

par conséquent un rôle important dans la régulation, l’initiation et le développement des 

mécanismes de défense immunitaire de l’hôte (Dugas et al., 1998; Moncada et al., 1991) par 

son action cytostatique et cytotoxique (Moncada, 1992; Sherman et al., 1991; Stuehr and 

Marletta, 1985).  Le NO peut aussi avoir des effets dommageables sur les cellules et tissus 

sains (Bogdan, 2001) et peut favoriser le développement de plusieurs maladies comme 

certaines formes d'inflammations chroniques et auto-immunes.  

Dans certains cas, la production de NO a des effets bénéfiques (Thiemermann et al., 1995). 

En effet, le NO est doté d’importantes propriétés immunorégulatrices, autocrine ou paracrine 

régulant notamment la balance Th1/Th2 par l’inhibition de la prolifération des LT, interférant 

ainsi avec les mécanismes de défense cellulaire et exerçant un effet immunosuppresseur 

(Jianjun Yang et al., 2013; Vannini et al., 2015). Il peut également causer l’apoptose des 

lymphocytes T (Allione et al., 1999), diminuer l’expression des molécules du CMH classe II 

et des molécules de costimulation (Bogdan, 2001) et diminuer l’expression de différentes 

adhésines (Lefer et al., 1999; Spiecker et al., 1998). Il peut finalement, en modulant la 

signalisation intracellulaire, faire augmenter ou diminuer l’expression de plusieurs cytokines 

et ainsi modeler la réponse immunitaire (Baker et al., 2009; Bogdan, 2001). 
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1.2.6.1.2. Phagocytose 

La phagocytose est le moyen utilisé par les cellules pour ingérer des particules pathogènes. 

La majorité des cellules de l’organisme ont une certaine capacité de phagocytose. Cependant, 

certaines cellules sont spécialisées dans ce domaine comme les monocytes/Mϕs, les 

neutrophiles et les cellules dendritiques immatures (Aderem and Underhill, 1999). 

Le monocyte/Mϕ peut phagocyter toutes sortes de particules telles que les micro-

organismes, les débris cellulaires et les cellules sénescentes et tumorales, grâces aux 

récepteurs reconnaissant des motifs conservés à la surface des pathogènes. Ces récepteurs sont 

appelés PRR (Medzhitov and Janeway, 1997). On retrouve dans cette catégorie le récepteur 

de mannose (MR) (de la famille des lectines), certaines intégrines tel que le CR3 

(Complement Receptor), les récepteurs Scavenger et le CD14 (Sastry and Ezekowitz, 1993; 

Stahl and Ezekowitz, 1998). 

La particule à phagocyter peut également être recouverte de molécules du complément qui 

sont reconnues par leurs récepteurs sur le monocytes/Mϕ (Carroll, 1998). L’organisme peut 

également être recouvert d’IgG et être reconnu par les récepteurs de la portion Fc des 

immunoglobulines (FcγR). Il s’en suit alors une polymérisation de la F-actine en réponse à la 

transduction de signaux induite par l’attachement aux récepteurs (Ravetch, 1997). On observe 

alors le rapprochement de plusieurs récepteurs FcR qui favorisent l’internalisation ou 

l’invagination de la membrane plasmique (Aderem and Underhill, 1999) et entraînent la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Brown et Gordon, 2002). 

Une fois le phagosome complètement formé, il y a dépolymérisation de la F-actine. Le 

phagosome est alors accessible aux endosomes précoces qui peuvent s’y lier. La maturation 

du phagosome en phagolysosome est une suite de fusion avec des endosomes précoces puis 

tardifs et finalement avec les lysosomes. Le lysosome contient différentes enzymes lytiques 

de même que des ROI (reactive oxygen intermediates) dont les métabolites du NO 

permettront la dégradation de la particule ingérée (Aderem and Underhill, 1999; Desjardins et 

al., 1994). La dernière étape du processus de phagocytose est l’apprêtement des peptides pour 

la présentation des antigènes à la surface des phagocytes (Niedergang and Chavrier, 2004). 

1.2.6.1.3. Activation cellulaire et chimiotactisme 

En plus de reconnaître et de permettre l’élimination des pathogènes par la phagocytose et la 

sécrétion de produits microbicides, les monocytes/Mϕs sont extrêmement importants dans 

l’orchestration de la réponse immunitaire. Pour ce faire, les monocytes/Mϕs sécrètent des 

cytokines, chimiokines et d’autres médiateurs de l’inflammation qui favorisent l’attraction des 

https://en.wikipedia.org/wiki/Complement_receptor
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leucocytes aux sites lésés, et entraînent leur activation de même que leur production dans la 

moelle osseuse (Schindler and Darnell, 1995). La production de chimiokines et de cytokines 

est intimement liée à la différenciation et au type d’activation des monocytes et des 

macrophages ainsi qu’à la polarisation de la réponse immune dans son ensemble. 

 Cytokines et facteurs de croissance  

Les cytokines sont de petites protéines solubles qui permettent aux différentes cellules de 

communiquer entre elles. Ces cytokines exercent leur action lorsqu’elles se fixent à leur 

récepteur spécifique à la surface des cellules. Ceci engendre l’activation d’une cascade de 

signalisation intracellulaire qui affecte la fonction de la cellule (Arango Duque and 

Descoteaux, 2014; Schindler and Darnell, 1995). 

Tout d’abord, le monocyte/Mϕ stimulé, sécrète une grande variété de cytokines dites pro-

inflammatoires, l’IL-1α et β, l’IL-6, l’IFN-γ et le TNF-α. L’IL-1 et l’IL-6 favorisent 

l’activation des lymphocytes T et B et l’activation des cellules NK (Natural Killer) de façon 

synergique (figure 1.11) (Janeway, 2001). Le TNF-α permet l’activation autocrine des 

monocytes/Mϕ, en augmentant, entre autres, le stress oxydatif, la cytotoxicité et la 

phagocytose (Aggarwal and Natarajan, 1996).  

Le monocytes/Mϕ synthétise aussi l’IL-12 qui active les lymphocytes T CD4
+
 et induit les 

cellules NK à sécréter de l’IFN-γ qui est une cytokine très importante dans l’activation des 

Mϕs. L’IL-12 provoque aussi la polarisation de ces lymphocytes T vers un phénotype Th1 

(Brunda, 1994).  

 

Figure 1.11. Le réseau des cytokines (Andre, 2008). 
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À l’opposé, les monocytes/macrophages alternatifs produisent de l’IL-10 qui inhibe 

l’activation des Mϕs pro-inflammatoire et la prolifération des lymphocytes T (en inhibant la 

production d’IL-1, -6, -12 et de TNF-α) et qui stimule la prolifération des lymphocytes B et 

leur sécrétion d’immunoglobulines en inhibant l’expression des molécules de CMH-II des 

macrophages activés, mais aussi la prolifération des lymphocytes T (Chadban et al., 1998). 

Le monocyte/Mϕ sécrète de l’IFN-α (ou de type 1) qui a une action autocrine antivirale et qui 

favorise la production de molécules de CMH de classe I. Il produit aussi le TGF-β qui 

favorise la prolifération des fibroblastes et la guérison tissulaire mais inhibe la division des 

lymphocytes T et B (Brown et Gordon, 2002). 

Finalement, les monocytes/Mϕs produisent plusieurs facteurs de croissance comme M-CSF, 

G-CSF, GM-CSF, qui permettent la prolifération des précurseurs hématopoïétiques des 

monocytes et des granulocytes de la moelle osseuse. 

 Chimiokines  

Les chimiokines sont une famille spéciale de cytokines avec des propriétés 

chimioattractantes. Elles induisent le recrutement cellulaire et fournissent des signaux 

essentiels pour la différenciation de la cellule. Dans la réponse inflammatoire, une grande 

variété de cellules impliquées dans l'immunité innée et adaptative libère des chimiokines 

(Comerford and McColl, 2011). Elles sont classées généralement en quatre catégories selon la 

position et le nombre de leurs cystéines conservées (CC, CXC, CX3C, C). Généralement, les 

chimiokines de la famille CC sont responsables du recrutement des monocytes/Mϕs, 

lymphocytes, basophiles et éosinophiles alors que les chimiokines de la famille CXC 

recrutent davantage les neutrophiles. La classe C contient la lymphotactine qui agit sur les 

différents lymphocytes. Enfin, la classe CX3C recrute les monocytes et les lymphocytes T 

(Mahalingam and Karupiah, 1999). Les monocytes/Mϕs modifient profondément leur panel 

de production de chimiokines en réponse à la polarisation des LT (Mantovani et al., 2004b). 

De plus, les chimiokines permettent le recrutement sélectif de lymphocytes T et de cellules 

effectrices impliquées spécifiquement dans les réponses immunes de type Th1 ou de type 

Th2. Ces cellules présentent des répertoires de récepteurs aux chimiokines distincts. Un 

phénotype Th1 correspond à l’expression des récepteurs de type CXCR3 et CCR5. A 

l’opposé, CC, CCR3, CCR4, CCR8 sont préférentiellement exprimés par les Th2 (Andalib et 

al., 2011). Ces chimiokines sont secrétées essentiellement par les monocytes/macrophages et 

les cellules stromales (Bonecchi et al., 1998; Mantovani et al., 2004a; Sallusto et al., 1998). 
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1.2.6.1.4. Synthèse des protéines du complément  

Les monocytes/Mϕs activés produisent aussi des fractions C1, C2 et C3 du complément qui 

favorisent l’inflammation et aident dans l’élimination des pathogènes (Vincent et al., 1993). 

1.2.6.1.5. Apoptose  

Les monocytes/Mϕs participent également à l’homéostasie cellulaire en détruisant et 

phagocytant les cellules apoptotiques et les composés toxiques (Franc et al., 1996). 

L’apoptose est crucial dans le développement et l’homéostasie de tous les organismes 

multicellulaires. Les caractéristiques typiques des cellules apoptotiques sont la fragmentation 

nucléaire, bourgeonnement de la membrane et la présentation des signaux « mange- moi ». 

L’intégrité de la membrane est préservée, et les cellules sont soigneusement englouties par les 

cellules voisines et les phagocytes professionnels (Teo, 2003).  

1.2.6.1.6. Activation de l’arginase 

L'Arginase (Arg) est une enzyme qui hydrolyse la L-arginine en ornithine et urée, 

précurseurs des polyamines (spermines et spermidine) (Durante et al., 2007). Chez les 

mammifères, il existe deux isoenzymes d'arginase: l’arginase I et II. Ces deux isoformes 

diffèrent par leurs propriétés fonctionnelles, leurs localisations tissulaires et cellulaires ainsi 

que par la nature des mécanismes régulant leur expression (Munder, 2009). L’arginase I est 

une enzyme cytosolique, exprimée principalement dans le foie en tant qu'élément du cycle 

d'urée (Michell et al., 2011), tandis que l'arginase II est une protéine mitochondriale trouvée 

dans une série de tissus périphériques, comme dans le rein, la prostate, le petit intestin et la 

glande mammaire d'allaitement (Munder et al., 2005). 

Chez l'Homme, l'arginase a été détectée dans les cellules mononucléaires du sang 

périphériques (PBMC) après une blessure (Ochoa et al., 2001). Elle est induite aussi dans les 

cellules myéloïdes principalement par les cytokines Th2 et participe à une variété de maladies 

inflammatoires par la régulation négative de la synthèse d'oxyde nitrique, l'induction de la 

fibrose et la régénération tissulaire (Maarsingh et al., 2009). 

Les produits d'hydrolyse de l'arginine entraîneraient une augmentation de la production 

d'urée et la L-ornithine, qui conduit à l'augmentation des polyamines, la proline, et le 

glutamate (impliqué dans la croissance et la prolifération cellulaire), ainsi que la réduction des 

NO (Michell et al., 2011). De ce fait, la compartimentation intracellulaire des arginases peut 

avoir des implications importantes dans le métabolisme de l’arginine. Par exemple, de par sa 

colocalisation avec l’ornithine décarboxylase dans le cytoplasme, l’arginase I va 

préférentiellement diriger l’ornithine vers la synthèse de polyamines, médiateurs nécessaires à 
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la synthèse de la matrice extracellulaire qui contrôlent l’expression de gènes impliqués dans la 

prolifération et la croissance cellulaire et qui jouent aussi un rôle très important dans les 

phénomènes de réparation tissulaire (Hobbs and Gilmour, 2000). L’arginase II, de par sa 

colocalisation avec l’ornithine aminotransférase dans la mitochondrie va plutôt diriger 

l’ornithine vers la synthèse de proline (précurseur du collagène) et de glutamate (Li et al., 

2001) essentiels dans la prolifération tissulaire et la synthèse de collagène (Satriano, 2004; 

Shearer et al., 1997). 

Par ailleurs, l'oxyde nitrique (NO) est également synthétisé à partir de la L-arginine par 

l'oxyde nitrique synthase (NOS). Cette synthèse est régulée par l’arginase. En effet, une 

diminution de l’activité de l'arginase conduit à une augmentation de la disponibilité de 

l'arginine et provoque une augmentation de la production de NO (Munder, 2009). Tandis 

qu’une plus grande activité de l’arginase va diminuer la production de NO (Munder, 2009). 

Ainsi, lors de l’activation des monocytes/macrophages, l’activité arginase entraine une 

diminution de L-arginine disponible pour la NOS inductible et entraine ainsi une diminution 

de la réponse cytotoxique de ces cellules (Hey et al., 1997). 

 

1.2.6.2. Rôle dans la réponse adaptative 

1.2.6.2.1. Cellules présentatrices d’antigènes 

En plus d’être très importants dans l’élimination immédiate des pathogènes, les 

monocytes/Mϕs ont un rôle primordial à jouer dans l’établissement d’une réponse 

immunitaire spécifique médiée par les LT, dite adaptative, en tant que cellule présentatrice 

d’antigènes aux lymphocytes T (Brown et Gordon, 2002). La présentation de l’antigène se 

réalise grâce au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Le CMH de classe I est 

exprimé chez presque toutes les cellules nucléées de l’organisme. Il est responsable de la 

présentation de peptides cytosoliques, endogènes, issus ou non de la digestion de pathogènes 

(Mantegazza et al., 2013). Le CMH de classe II est spécifique aux cellules présentatrices 

d’antigènes, comme les monocytes/Mϕs, les cellules dendritiques et les lymphocytes B, et est 

impliqué dans la présentation des antigènes exogènes résultant de la phagocytose 

(Mantegazza et al., 2013). Les cellules présentatrices d’antigènes migrent ensuite aux 

ganglions lymphatiques drainants afin d’activer les LT (Lindahl et al., 1997). 

Les molécules du CMH de classe I et de classe II présentes à la membrane des 

monocytes/macrophages sont exposées aux lymphocytes T pour induire leur activation 

(Lindahl et al., 1997; Mantegazza et al., 2013). Les macrophages M1 favorisent la 

présentation des antigènes aux lymphocytes T via une augmentation de l’expression des CMH 
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de classe I et de classe II et les molécules de co-stimulation (CD80, CD86) (Ambarus et al., 

2012; Mantovani et al., 2004a; Martinez et al., 2008). Les macrophages M2a et M2b 

expriment également les CMH de classe II et les molécules de co-stimulation (CD80, CD86) 

(Mosser, 2003; Mosser and Edwards, 2008). En revanche, la présentation des antigènes est 

réduite dans les macrophages M2c via une diminution de l’expression des CMH de classe II 

et des molécules de co-stimulation (Martinez et al., 2008; Schebesch et al., 1997). 

1.2.6.2.2. Activation des lymphocytes T 

Dans le ganglion lymphatique, les monocytes/macrophages (en tant que CPA) entrent en 

contact avec les lymphocytes T naïfs au niveau du cortex. La reconnaissance de l’antigène 

nécessite l’interaction de plusieurs molécules de surface. Pour le premier signal, le complexe 

TCR-CD3 du LT reconnaît l’antigène et la molécule de CMH de la CPA. Cette liaison, est 

renforcée par des molécules co-réceptrices. Ce sont les glycoprotéines membranaires CD4 et 

CD8 qui s’unissent au CMH et stabilisent le complexe TCR-CMH (Robey and Allison, 1995).  

Le deuxième signal est produit par les molécules de costimulation CD28 chez le lymphocyte 

qui s’associe à B7.1 et B7.2 sur la CPA. Ces deux signaux induisent l’expansion clonale du 

LT naïf qui est médiée par l’augmentation de la production d’IL-2 et par la synthèse de la 

chaîne α du récepteur de l’IL-2. L’IL-2 induit par la suite la division active du LT de façon 

autocrine (Robey and Allison, 1995). 

Certains LT ont comme corécepteur le CD8 alors que d’autres ont le CD4. Le CD8 se lie à 

la molécule de CMH classe I. Ces cellules sont appelées cytotoxiques car elles provoquent la 

lyse des cellules infectées par des organismes cytosoliques en reconnaissant l’antigène 

localisé dans la niche peptidique du CMH-I. Les LT CD4
+
 ne se lient qu’aux cellules 

exprimant le CMH-II, soit les CPA. Ces lymphocytes peuvent se différentier en plusieurs 

sous-populations selon le patron de cytokines qu’ils expriment. Les deux sous-populations les 

plus connues sont la Th1 et la Th2 (Mosmann et Fowell, 2002). 

1.2.7. Monocytes/Macrophages et DT1  

L’immunité innée joue un rôle primitif dans le développement du DT1 (Aribi, 2011). Les 

CPA en particulier les monocytes/Mϕs sont les premières cellules à infiltrer les îlots 

pancréatiques (Jansen et al., 1994; Yoon and Jun, 2005) et sont impliquées dans la destruction 

des cellules β du pancréas (Turley et al., 2003). Par ailleurs, plusieurs études montrent que les 

monocytes/Mϕs jouent un rôle dans la pathogenèse du diabète de type 1 par deux voies 

d’activation, classique et alternative (Bradshaw et al., 2009; Martin et al., 2008; Yang, 2008). 
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Les monocytes/macrophages activés classiquement déclenchent une réponse inflammatoire 

puisque elles sont les premières cellules professionnelles impliquées dans le processus 

phagocytaire des microorganismes utilisant plusieurs mécanismes qui initient une insulite et 

la mort des cellules β pancréatiques au cours du diabète de type 1 (Aribi et al., 2015). Ils 

jouent un rôle clé dans le développement d’une réponse immune à médiation cellulaire, 

notamment dans l’activation des lymphocytes T cytotoxiques (Yoon and Jun, 2005). Leur rôle 

dans la pathogénèse du DT1 peut être également dus à leur activité cytotoxique à l’égard des 

cellules β pancréatiques (Dahlén et al., 1998; Turley et al., 2003). Dans le cas du DT1, ces 

monocytes/macrophages réagissent à des agents pathogènes intracellulaires en sécrétant des 

cytokines proinflammatoires tels que les interleukines (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 et IL-23), le 

TNF-α et l’IFN-γ pour stimuler les réponses immunitaires adaptatives (Luo et al., 2010). Cette 

dernière cytokine incite les monocytes/macrophages à secréter de grandes quantités de TNF et 

d’IL-1β. Ce dernier provoque l’apoptose des cellules β qui expriment le récepteur de l’IL-1β 

(Lehuen et al., 2010). L’INF-γ augmente également l’expression des chimiokines tel que 

CXCL9 et CXCL10 par les cellules β qui servent de facteurs chimiotactiques pour les cellules 

T cytotoxiques (Kaminitz et al., 2007). Ils expriment aussi des molécules de co-stimulation 

(CMH, CD40 et CD86) importantes à l’activation des LT, et produisent des médiateurs 

toxiques tels que l'oxyde nitrique (NO) par l’expression de l’iNOS et les espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) qui peuvent induire l'apoptose et la nécrose des cellules β (Espinoza-Jiménez 

et al., 2012; Szablewski, 2014). De plus, l’IL-12 favorise la différentiation des cellules Th1 

causant une inflammation qui déclenche une insulite. 

Les monocytes/macrophages peuvent détruire la cellule β du pancréas et induire l'apoptose 

après interaction Fas (CD95) exprimé par les cellules β et Fas-L exprimés par les lymphocytes 

T (Kaminitz et al., 2007).  

Les monocytes/macrophages activés alternativement sont induits pendant la réponse Th2 

lors de l’infection et des réactions allergiques, après une stimulation avec l’IL-4/l’IL-13 (Stein 

et al., 1992) par l’intermédiaire du récepteur d’IL-4R et du signal transducteur et activateur du 

facteur de transcription 6 (STAT6) (Martinez et al., 2008; Sica and Mantovani, 2012; Tugal et 

al., 2013). De plus, chez le DT1, ces monocytes/macrophages diminuent l’insulite ainsi que 

l’inflammation générée au niveau du pancréas en réduisant l'atteinte des cellules β 

(Szablewski, 2014). Ils renforcent également l'action de l'insuline dans les adipocytes par la 

sécrétion de l’IL-10 (Wynn et al., 2013). Ces données suggèrent que ces cellules peuvent 

avoir des rôles importants dans l'inhibition et la prévention du DT1. 
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1.2.8. Arginase/monoxyde d’azote et monocytes/macrophages activés 

Le monocyte joue un rôle majeur dans le système immunitaire, à la fois en tant que cellule 

effectrice antimicrobienne et comme cellule immuno-régulatrice qui induit, supprime ou 

module la réponse immunitaire adaptative. Le métabolisme de l’arginine est essentiel à 

l’orientation phénotypique du monocyte/Mϕ (Isidro and Appleyard, 2016; Rath et al., 2014). 

La principale source de NO produite par les monocytes /Mϕs classiques est la forme 

inductible de l'oxyde nitrique (iNOS, NOSII). Cette enzyme métabolise la L-arginine en NO 

et citrulline (Figure 1.12). En outre, lors d’une réponse immunitaire a médiation humorale, 

les LB secrètent l’IL-4 et l’IL-13 qui stimulent l’enzyme arginase des monocytes alternatifs. 

Cette enzyme métabolise la conversion de L-arginine en ornithine et urée. L’ornithine entre 

dans la synthèse de proline et de polyamine qui interviennent dans la prolifération cellulaire et 

la réparation tissulaire (Rath et al., 2014).  

 
Figure 1.12. Métabolisme de l'arginine par iNOS et arginase et les conséquences 

fonctionnelles sur les monocytes/macrophages (Yang and Ming, 2014). 
ODC: ornithine decarboxylase                 

OAT: ornithine aminotransferase 

 

L’arginase métabolise donc la L-arginine dans deux voies métaboliques différentes. En 

effet, arginase et NOS sont en compétition et peuvent dès lors réguler négativement l’activité 

de l’autre. Il pourrait donc exister une régulation croisée de ces deux systèmes enzymatiques 

métabolisant l’arginine. Ainsi, au niveau du monocyte/macrophage classique, en réponse au 

stimuli microbien et au cytokines de type Th1 (Cenci et al., 1993), l'expression de iNOS est 

contrôlée par la disponibilité de l'arginine parce qu’au cours de la synthèse de NO il y a la 

production du NOHA (N
G
-hydroxy-L-arginine) qui inhibe les deux isoformes de l’arginase, 

favorisant la polarisation du macrophage vers un profil M1 (Ochoa et al., 2001; Rath et al., 

2014; Rutschman et al., 2001). Tandis que, dans les monocytes/Mϕs alternatifs, l’expression 

de iNOS et la production de NO sont limitées par la déplétion arginine suite à sa conversion 
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par l’arginase induite par les cytokines de type Th2 que sont l’IL-4, l’IL13 et le TGF-β 

(Bogdan and Nathan, 1993; El-Gayar et al., 2003; Mosser and Edwards, 2008; Munder, 2009; 

Ochoa et al., 2001; Rath et al., 2014). De même, l’activité des NOS peut être inhibée par les 

polyamines produits par les arginases (Szabó et al., 1994). Grâce à différents mécanismes, les 

monocytes/macrophages alternatifs sont donc en mesure d'inhiber la réponse inflammatoire et 

de favoriser la réparation tissulaire subséquente. 

 

1.3. Le Rituximab (anti CD20) 

1.3.1. Définition du Rituximab 

Le Rituximab est un anticorps monoclonal (immunoglobuline de type G), dirigé 

spécifiquement contre la molécule CD20, présente à la surface des cellules B, du stade pré-B 

au stade de lymphocyte B mature (Quint, 2004). Il s’agit d’un anticorps chimérique composé 

de deux parties, d’une part, un domaine d’origine murine au niveau des régions variables 

(Fab) des chaînes légères et lourdes. C’est cette partie qui se lie spécifiquement à l’Ag CD20 

des cellules B et pré-B, en gardant ses propriétés immunogènes afin de permettre l’activation 

du système immunitaire. D’autres part, un domaine d’origine humaine au niveau des régions 

constantes (Fc) (chaîne lourde γ 1 et chaîne légère kappa) (figure 1.13). Celui-ci permet au 

Rituximab d’agir en synergie avec les mécanismes effecteurs du système immunitaire humain 

(Cartron et al., 2004) par l’interaction avec l’extrémité Fc (Kahn and Gisselbrecht, 2014).  

Le Rituximab altère la fonction des LB et réduit leur capacité de communication avec les LT, 

prévenant ainsi la prolifération des LB et la production d’autoanticorps (Catroux et al., 2017). 

 
Figure 1.13. Le Rituximab (Pierpont et al., 2018). 
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1.3.2. Molécule CD20 

Le CD20 est le premier antigène (Ag) de différenciation des lymphocytes B humains à 

avoir été identifié à l’aide d’anticorps monoclonaux. C’est un marqueur précoce spécifique 

des cellules B au cours de leur développement du stade pré-B au stade lymphocyte B mature. 

Il est néanmoins absent de la surface des plasmocytes (Reff et al., 1994). Le gène codant est 

localisé sur le bras long du chromosome 11 (11q12-q13). Le CD20 est une phosphoprotéine 

transmembranaire de 297 acides aminés (35 kd) non glycosylée, possédant 4 domaines 

transmembranaires, deux extrémités N et C terminales intracellulaires et un domaine 

extracellulaire de taille réduite. La portion cytoplasmique comporte de nombreux sites de 

phosphorylation (Tedder and Engel, 1994). 

La fonction du CD20 reste encore mal définie. Il est probablement impliqué dans la 

régulation des flux calciques à travers la membrane cytoplasmique des cellules B (Tedder and 

Engel, 1994). Il intervient dans la transduction du signal au cours de l’activation et de la 

différenciation du lymphocyte B. La molécule CD20 pourrait représenter un canal calcique, 

être liée à un transporteur calcique ou réguler la fonction d’un tel transporteur (Tedder and 

Engel, 1994). Le CD20 pourrait intervenir dans la régulation de la prolifération de la cellule B 

en modulant la concentration cytoplasmique du calcium. En effet, ces variations de 

concentration déterminent le passage d’un cycle cellulaire à un autre tel que le passage de la 

phase G0 à G1 (augmentation de la concentration cytoplasmique du calcium) ou de la phase 

G1 à S (diminution de la concentration cytoplasmique du calcium) (Bubien et al., 1993). 

1.3.3. Mode d’action du Rituximab 

Les fonctions mêmes de la cible (CD20) du Rituximab étant partiellement connues, les 

modes d’actions de cet anticorps sont également mal élucidés. Cependant, le Rituximab 

pourrait induire la déplétion lymphocytaire B par trois mécanismes principaux: lyse par le 

complément, cytotoxicité cellulaire anticorps dépendante et induction d’apoptose (Figure 

1.14):  
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Figure 1.14. Mécanismes d’action du Rituximab (Kasi et al., 2012).  
ADP : antibody-dependent phagocytosis 

 

1.3.3.1. Une cytotoxicité médiée par le complément (CDC)  

La fixation du Rituximab à sa cible antigénique (le CD20) entraîne la formation d’un 

complexe immun et conduit à sa redistribution au sein de rafts lipidiques de la membrane 

cytoplasmique (Cragg and Glennie, 2004). Cette redistribution augmente la fixation de la 

protéine du complément C1q à la portion Fc (γ1) du Rituximab du fait d’une grande 

concentration de complexes antigène-anticorps et/ou d’une orientation favorable du fragment 

Fc du Rituximab (Golay et al., 2001). Par la suite, le C1q activé va déclencher une cascade 

lytique entraînant la destruction des cellules cibles par les différentes fractions du complément 

(Cragg and Glennie, 2004; Smith, 2003) (figure 1.15). En plus de la lyse finale par le 

complexe d’attaque membranaire (MAC), l’activation du complément entraîne le dépôt de 

C3, C3b et des protéines de dégradation du C3b à la surface des cellules. Ces fragments 

attachés à la membrane pourraient constituer des cibles pour les cellules effectrices portant le 

récepteur C3, augmentant ainsi la mort cellulaire par ADCC (Cartron et al., 2004). 

Les effets de la CDC sont caractérisés par un gonflement des mitochondries, une dilatation 

du réticulum endoplasmique rugueux, des altérations du complexe de Golgi et de la 

membrane plasmatique et nucléaire, et la disparition de l’hétérochromatine conduisant à la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (Bellosillo et al., 2001). 

1 2 
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Figure 1.15. Cytotoxicité médiée par le complément (Reis et al., 2018). 

 

1.3.3.2. Une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)  

L’ADCC est un mécanisme impliquant la liaison de la portion Fc de l’anticorps au 

récepteur (FcγR) exprimé à la surface des cellules immunitaires effectrices cytotoxiques telles 

que les monocytes, les macrophages, les cellules NK et les granulocytes (Cartron et al., 2004; 

Manches et al., 2003; Smith, 2003) (figure 1.16). 

 

Figure 1.16. Cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps d’après 

(Smith, 2003). 

 

Les cellules effectrices agissent, après liaison de la portion Fc de l’IgG du Rituximab sur 

leur récepteur spécifique FcγR, contre les cellules sur lesquelles sont liés les Ac afin de les 

détruire. Il existe trois types de récepteurs : FcγRI ou CD64, FcγRII ou CD32 et FcγRIII ou 

CD16. Ils comprennent des récepteurs activateurs tels que FcγRIa, FcγRIIa, FcγRIIc et 

FcγRIIIa qui portent un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) 

contenant une tyrosine. Ce motif est phosphorylé lors de la liaison à l’anticorps ou complexe 
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immun. Il s’ensuit soit une phagocytose, une exocytose de granules toxiques, l’ADCC ou la 

synthèse de cytokines (Cartron et al., 2004; Manches et al., 2003; Smith, 2003). Il existe 

également des récepteurs inhibiteurs tels que FcγRIIb qui contiennent des motifs ITIM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif). Ils n’entraînent pas de mort ou de lyse 

cellulaire mais engendrent l’activation de la cellule B. Selon une étude menée par Clynes et 

ses collaborateurs en 2000, des souris déficientes en récepteur inhibiteur FcγRIIb seraient 

hypersensibles au mécanisme d’ADCC tandis que des souris déficientes en récepteurs 

activateurs FcγRI et FcγRIIIa seraient incapables d’arrêter la croissance tumorale in vivo. Ces 

résultats démontrent que l’ADCC est dépendante des récepteurs FcγR et que pour atteindre 

une efficacité optimale l’anticorps doit se lier de préférence aux récepteurs activateurs 

(Clynes et al., 2000). Ce mécanisme nécessite donc le recrutement de cellules effectrices de 

type monocytes et l’interaction de récepteur FcγR présent à la surface de ces cellules.  

L’existence d’un polymorphisme au sein des récepteurs FcγR (notamment le récepteur 

FcγRIIIa), présent sur les monocytes, expliquerait au moins en partie la variabilité de la 

déplétion lymphocytaire B au cours des lymphomes et des maladies auto-immunes (Cragg 

and Glennie, 2004). En effet, un dimorphisme phénylalanine (F) ou valine (V) en position 158 

du récepteur FcγRIIIa modifie son affinité aux IgG1 et son pouvoir d’activation des cellules 

effectrices. Il semble que l’allotype 158 V possède une plus forte affinité pour l’IgG1 

humaine que l’allotype F et augmente ainsi l’ADCC. Le génotype homozygote FCGR3A-158 

V apporte de loin une meilleure réponse au Rituximab que l’homozygote 158-F ou 

l’hétérozygote (Anolik et al., 2003). Ainsi, l’efficacité anti-tumorale du Rituximab serait plus 

marquée en présence d’un FcγRIIIa de haute affinité (Cartron et al., 2002; Farag et al., 2004; 

Hatjiharissi et al., 2007; Koene et al., 1997). 

Par ailleurs, Il existe un lien entre le mécanisme d’ADCC et la CDC. En effet, les 

molécules provenant de l’activation de la cascade du complément telles que C3b, iC3b, C4b, 

viennent se fixer sur la cellule cible. Les cellules effectrices qui possèdent des récepteurs pour 

les fractions du complément vont alors lyser ces cellules cibles. Ces cellules tueuses 

impliquées sont les cellules NK (récepteur CD11c/CD18) et les monocytes/Mϕs (récepteur 

CD11b/CD18). Ce mécanisme connu sous le nom de CDCC (Complement-Dependent 

Cellular Cytotoxicity) est aussi favorisé par des anaphylatoxines telles que le C5a, C3a et C4a 

qui jouent un rôle important dans l’inflammation et dans la défense de l’hôte. Ces 

anaphylatoxines conduisent à la libération d’histamines et de leucotriènes. Ainsi, la CDCC 

pourrait être un mécanisme effecteur mais il est souvent ignoré ou inclus dans l’ADCC (van 

Meerten et al., 2006; Zhou et al., 2008). 
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1.3.3.3. Un arrêt du cycle cellulaire et une apoptose des cellules B 

La fixation du Rituximab sur sa cible CD20 induit un changement de conformation de la 

molécule CD20 par le biais d’une phosphorylation. Il s’ensuit une augmentation du flux 

calcique vers le secteur intracellulaire et donc une augmentation de la concentration 

intracellulaire du calcium qui activerait directement les caspases conduisant ainsi à l’apoptose 

(Byrd et al., 2002; Sibilia and Sordet, 2005; Stolz et al., 2008). En effet, l’augmentation du 

calcium intracellulaire aurait comme conséquence le blocage du cycle cellulaire en phase S 

(Riley an d Sliwkowski, 2000). Les anticorps anti-CD20 inhibent la progression cellulaire de 

la phase G1 à la phase S/G2+M car la progression du cycle cellulaire est dépendante de la 

basse concentration du calcium cytosolique. Cette activité sur les flux de calcium conduit à 

l’apoptose. Il est possible que le CD20, de par sa configuration ancrée dans la membrane, joue 

le rôle de canal calcique générant ainsi un flux de calcium nécessaire à l’apoptose après 

liaison à l’anticorps anti-CD20 (Shan et al., 1998). Une étude menée par Shan et ses collègues 

a démontré que la liaison de l’anticorps anti-CD20 à l’antigène CD20, déclenche l’activation 

de différentes voies de signalisation dont certaines entraîneraient des effets proapoptiques dus 

aux protéines tyrosine kinase qui favorisent la libération de Ca
2+

 depuis le réticulum 

endoplasmique et d’autres conduiraient à des effets antiapoptiques (Shan et al., 2000, 1998). 

Dans l’ensemble, les mécanismes d’action du Rituximab sont complexes et partiellement 

élucidés avec des résultats contradictoires selon les études. De même, il demeure incertain de 

savoir lequel de ces mécanismes est le plus important dans l’activité du Rituximab. 

Néanmoins, ces différents mécanismes ne sont pas forcément exclusifs.   

1.3.4. Anticorps anti-CD20 ciblant les lymphocytes B et DT1 

S’il est établi que l’auto-immunité observée dans le diabète de type 1 est principalement 

médiée par les lymphocytes T, il apparaît que les lymphocytes B pourraient également jouer 

un rôle dans le développement de la maladie. En effet, plusieurs études récentes chez des 

souris  NOD, ont montré que plus de 50% des lymphocytes infiltrant les îlots de Langerhans 

(insulite), au stade initial de la maladie, sont des cellules B (Brodie et al., 2008; Green and 

Flavell, 1999) et que ces cellules B sont absolument nécessaires au développement du diabète 

(Serreze et al., 1996; Serreze and Silveira, 2002). En effet, les souris NOD déficientes en 

cellules B matures ne développent pas de DT1 (Mariño et al., 2009; Noorchashm et al., 1997). 

En absence de cellules B, les souris NOD ont montré des nombres significativement plus 

faibles de cellules T CD4
+
 et CD8

+
 dans leurs lésions insulitiques (Brodie et al., 2008; Hu et 
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al., 2007; Wong et al., 2004; Xiu et al., 2008), suggérant un rôle important des cellules B dans 

l'activation des lymphocytes T autoréactifs.  

Le rôle de ces lymphocytes dans la physiopathologie du diabète de type 1 n’est pas encore 

bien établi, mais diverses hypothèses ont été émises. Les lymphocytes B «auto-réactifs» 

peuvent jouer un rôle via la production d’auto-anticorps, mais il semble bien que ceux-ci sont 

davantage des marqueurs d’auto-immunité que des facteurs cytotoxiques proprement dits. 

Plus probablement, les lymphocytes B interviendraient davantage en présentant les auto-

antigènes aux cellules T et seraient ainsi un maillon essentiel dans le processus conduisant à 

la réaction auto-immune (Bour-Jordan and Bluestone, 2007; Falcone et al., 1998; Serreze et 

al., 1998). Elles sont également une source de production d’une vaste gamme de cytokines, 

telles que le TNF-α, l’IL-1, la lymphotoxine, l’IL-6 et l’IL-10, qui peuvent réguler le 

développement, l'expansion ou la différenciation des cellules Th1 et Th2, ainsi que la 

production d'anticorps  (Bosly, 2006).   

Le Rituximab serait capable d’induire une certaine déplétion de ces LB. Ce phénomène 

permet alors de réduire le nombre de cellules capables de présenter les auto-antigènes aux 

cellules T auto-réactives (figure 1.17). Une influence favorable sur les phénomènes d’auto-

immunité peut ainsi être étudiée et divers résultats encourageants ont été décrits dans 

différentes pathologies (Bour-Jordan and Bluestone, 2007; Liossis and Sfikakis, 2008). 

 

Figure 1.17. Traitement anti-CD20 et cellules B en auto-immunité (Bour-Jordan and 

Bluestone, 2007). 
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Concernant le DT1, il a été montré chez la souris NOD (transgénique dans cette étude pour 

exprimer l’antigène CD20 humain sur les lymphocytes B) qu’un traitement par le Rituximab, 

à un stade précoce de la maladie, induisait une déplétion des LB capable d’offrir une 

protection contre l’apparition d’un diabète auto-immun (Hu et al., 2007). De plus, l’efficacité  

du traitement par le Rituximab chez les diabétiques de type 1, dans les 3 mois qui suivent le 

diagnostic, a été démontrée dans un essai clinique mené par TrialNet, intitulé «Les effets du 

Rituximab sur la progression du diabète de type 1 chez les sujets d’atteinte récente» 

(Pescovitz et al., 2009).  
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1.4. Problématique et objectifs  

1.4.1. Problématique  

Le diabète de type 1 est une maladie polygénique et multifactorielle impliquant autant de 

facteurs environnementaux que de facteurs génétiques. De plus, le diabète de type 1 (DT1) est 

une maladie auto-immune qui résulte de la destruction progressive et sélective des cellules β 

pancréatiques productrices de l’insuline par les lymphocytes T autoréactifs. Ces derniers sont 

activés par un mécanisme en cascade d’activité des cellules de l’immunité innée en particulier 

le monocyte/macrophage qui possède une activité cytotoxique naturelle. 

Il a été démontré que suite a leur activation, les monocytes avaient un profil inflammatoire 

qui joue un rôle important dans le processus autodestructif des cellules β pancréatiques. Alors 

que les monocytes alternatifs participent à la réparation tissulaire par la production de 

cytokines anti-inflammatoires et l’activation de l’enzyme Arginase. Par ailleurs, différentes 

stratégies d’immunothérapie basées sur l’utilisation des Ac monoclonaux ont récemment été 

envisagées. Le Rituximab (Anti-CD20) est un anticorps monoclonal chimérique anti-CD20, 

de plus en plus utilisé comme traitement dans les affections auto-immunes. Son mode d'action 

peut conduire à la destruction cellulaire par un certain nombre de mécanismes indépendants 

effectués via des cellules effectrices telles que les monocytes en activant le récepteur FcγR. 

Dans cette optique, nous avons évalué l’effet de l’anti CD20 sur la polarisation des monocytes 

au cours du diabète de type 1 d’atteinte récente.  

1.4.2. Objectifs  

Contribuer à l’étude  ex vivo de  l’effet du Rituximab sur la polarisation  des monocytes au 

cours du diabète de type 1 par l’analyse des balances : production du NO/activité de 

l’arginase et cytokines inflammatoires/cytokines anti inflammatoires ainsi que l’évaluation du 

niveau d’activation des monocytes isolés à partir du sang périphérique d’enfants diabétiques 

de type 1 d’atteinte récente.  

 

1.4.3. But  

Montrer que le Rituximab pourrait, d’une part, avoir un effet immunomodulateur sur 

l’activité inflammatoire du monocyte, sa capacité phagocytaire et son action de lyse 

intracellulaire, et d’autre part, induire sa polarisation vers un état d’activation alternatif anti-

inflammatoire. 
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Chapitre 2 

 

 
Le traitement au rituximab module la libération du peroxyde 

d’hydrogène et la production de cytokines pro-inflammatoires par les 

monocytes au début du diabète de type 1.  

“Rituximab treatment modulates the release of hydrogen peroxide 

and the production of proinflammatory cytokines by monocyte at 

the onset of type 1 diabetes”. 

 

 

2.1. Matériels et méthodes  

2.2. Résultats  

2.3. Discussion   
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Abstract: Background: Monocytes are the main blood innate mononuclear phagocyte and one of the 
most important effector cells expressing Fcγ receptor, which is critical for the interaction with Fc do-
main of antibodies.  

Objective: To evaluate the effect of Rituximab (RTX, a chimeric human anti-CD20 monoclonal anti-
body) on the functional activities of Monocytes (MOs) at the onset of human Type 1 Diabetes (T1D). 

Methods: MOs were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from volun-
teer patients with recent-onset T1D and healthy control donors.  

Results: The levels of the production of Interleukin 1β (IL-1β) and IL-6 were significantly increased in 
MOs from patients with T1D when compared to MOs from healthy controls (respectively, p < 0.01 and 
p < 0.05). Similarly, Interferon γ (IFN-γ), and intracellular free Calcium Ion (ifCa2+) levels were in-
creased in T1D MOs than in control MOs, but the difference did not reach a significant level. Con-
versely, the production levels of IL-4 and catalase activity, as well as of both phagocytosis and killing 
capacities were decreased in MOs of T1D patients compared to MOs from healthy controls, but the 
difference was not significant for catalase activity and killing capacity (respectively, p < 0.01, p > 0.05, 
p < 0.01, and p > 0.05). Additionally, treatment with RTX significantly upregulated phagocytosis (p < 
0.05), markedly downregulated the release of IL-1β (p < 0.01), ifCa2+, hydrogen peroxide (H2O2), and 
slightly downregulated the Nitric Oxide Synthase (NOS) activity, NOS activity-to-arginase activity 
ratio, the levels of Lactate Dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity, and the production of IL-6 and 
IFN-γ. Moreover, RTX treatment significantly upregulated the production of IL-4 (p < 0.05), IL-10  
(p < 0.01) and the catalase activity (p < 0.05).  

Conclusion: Our study has shown for the first time that RTX can reverse the abnormal functional ac-
tivities of MOs as well as their production of proinflammatory cytokines at the onset of T1D. From a 
therapeutic point of view, RTX may potentially be suggested at the beginning of T1D to immuno-
modulate innate immunity and inflammatory conditions.	
  

Keywords: Functional activities of monocyte, phagocytosis and killing capacities, proinflammatory and anti-
inflammatory/regulatory cytokines, respiratory burst, rituximab, type 1 diabetes. 

1. INTRODUCTION 

 T1D is a chronic, slow and progressive autoimmune 
disease, resulting from selective destruction of insulin-
producing pancreatic β-cells [1]. The immunopathogenesis 
of T1D is typically associated with the activation of autore-
active T cells. Other mononuclear cells are also involved in 
β-cells destruction, including MO and macrophage cells 
[2]. 
 MOs can infiltrate pancreatic islets and participate in the 
disease as proinflammatory cells [3, 4]. Of note, classically  
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activated MOs, associated with T helper type 1 (Th1) activ-
ity, trigger an inflammatory response and induce death of β-
cells using several mechanisms [4], including the increase of 
respiratory/oxidative burst, and the release of proinflamma-
tory cytokines, like IL-1β, INF-γ, and IL-6. 

 IL-1β has been shown to inhibit in vitro insulin secretion 
by Langerhans islet cells, and induces their destruction [5], 
as well as participates in proinflammatory process at the be-
ginning of T1D [6]. IFN-γ exerts its function mainly at the 
level of MOs and in the activation of autoreactive CD8+ T 
cells, which accelerates the destruction of β-cells by the re-
lease of perforin and cytotoxic mediators (granzymes) [7]. 
IL-6 is involved in the proinflammatory response and essen-
tially produced by MOs [8].  
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 Alternatively activated MOs have been shown to be asso-
ciated with T helper type 2 (Th2) anti-inflammatory re-
sponses, wound healing and inflammation resolution. They 
can be induced by glucocorticoids and anti-inflammatory 
cytokines, such as IL-4 and IL-10 [9]. 
 Of great interest, RTX is increasingly used as a 
therapeutic way for T1D, targeting B-cells function as 
Antigen-Presenting Cell (APC) and Autoantibody-
Producing Cell (AbPC) that induce autoimmune destruction 
of β-cells what will trigger inflammatory process of the 
disease [10]. Its mode of action can lead to cell destruction 
by a number of independent mechanisms: when 
monoclonal antibodies (mAbs) bind to the surface of the 
cell, they can cause necrosis or apoptosis or inhibit cell 
growth [11-13], through several signaling pathways, 
depending on the epitope or receptor target. These 
mechanisms include Complement-Dependent Cytotoxicity 
(CDC), Ab-Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC) 
and/or phagocytosis [11]. They are mediated via effectors 
cells, like MOs, by activating Fragment crystallizable γ 
Receptors (FcγR) [14]. These receptors bind the most 
common class of antibodies, IgG, and are involved in the 
subsequent phagocytosis of opsonized cells or particles 
[15].   Interestingly, we do not know yet if RTX administration 
would have an effect on other cells of immunity in the circu-
lation, like MO cells. In this context, we tried to check if 
RTX can immunomodulate functional activities of MOs and 
their production of both proinflammatory and anti-
inflammatory cytokines at the recent-onset T1D. 

2. MATERIALS AND METHOD  
2.1. Study Design 
 We studied the effect of RTX on MOs isolated from 
PBMCs collected from whole peripheral blood of two types 
of volunteers, including six human T1D patients and six age- 
and sex-matched healthy control donors (Co), supplemented 
(RTX+) or not (critical controls) with RTX (RTX-). Patients 
and controls (4 male and 2 female, <16 years old in each 
group) were all Caucasian children and belong to the same 
geographical locality (northwest of Algeria). The main ex-
clusion criteria were the association with other autoimmune 
disorders, infection, inflammation, and any other factors that 
might interfere with the inflammatory process. Among the 
main inclusion criteria were patients with recent-onset T1D 
(diabetes duration <6 months). The effects of RTX on the 
levels of MOs Nitric Oxide (NO) production, NOS activity, 
the release of proinflammatory and anti-inflammatory cyto-
kines, as well as LDH-based cytotoxicity were examined in 
MOs supernatant cultures. RTX effect on the levels of ifCa2+, 
arginase activity, catalase assays as well as on H2O2 produc-
tion was evaluated on cell lysates. Phagocytosis and killing 
capacities were performed on a mixture of MOs, Staphylo-
coccus aureus and RTX. All experiments were repeated in-
dependently at least three times. The study design is summa-
rized in Fig. (1). 

2.2. Cell Samples and Culture of PBMCs 
 Blood samples were collected into ethylenediaminet-
eraacetic acid (EDTA)-containing Vacutainer tubes (BD, 

 
Fig. (1). Study design. This study was conducted in four groups of cell samples, including MOs isolated from PBMCs collected from whole 
peripheral blood of volunteers with recent-onset human T1D patients (T1D) or healthy control donors (Co), supplemented (RTX+) or not 
(critical controls) with RTX (RTX-). AICs: anti-inflammatory cytokines, CO/RTX-: monocytes from healthy controls untreated with RTX, 
CO/RTX+: monocytes from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D mono-
cytes treated with RTX, H2O2: hydrogen peroxide, ifCa2+: intracellular free calcium ions, LDH: lactate dehydrogenase, MO: monocyte, NO: 
nitric oxide, NOS: nitric oxide synthase, T1D: type 1 diabetes, PICs: proinflammatory cytokines, RTX: rituximab. 
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Belliver Industrial Estate, UK). PBMCs were purified from 
blood samples on a Ficoll gradient (Sigma Aldrich Co., St. 
Louis, USA). After washing twice with phosphate-buffered 
saline (PBS), PBMCs were suspended in RPMI-1640. Vi-
ability was assessed using Trypan Blue Exclusion Test 
(TBET) [16]. 

2.3. Isolation of MOs and Ex Vivo Treatment with RTX 

 MOs were freshly isolated from PBMCs by plastic ad-
herence procedure [17]. In brief, 106 cells/mL of PBMCs 
suspensions are seeded in flasks or 24-well cell culture 
plates, then cultured in RPMI-1640 medium (Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, USA), containing 10% Fetal Bovine Se-
rum (FBS) and 40µg/mL gentamycin, in 5% CO2 humidified 
incubator at 37°C to allow MOs adherence. Non- adherent 
cells were removed, and the adherent MOs were stimulated 
by 100ng/mL lipopolysaccharides (LPS) [18], and incubated 
for 18h at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO2 in 
the presence or absence of RTX at a dose of 0.1µg/105 
cells/mL [19, 20]. After incubation, cell-free supernatants 
were collected and stored at - 80°C. The cell viability was 
performed using TBET. Both MOs isolation and stimulation 
by LPS were systematically followed by the assessment of 
CD14, for cell purity checking, and CD16/FcγRIIIa cell sur-
face expression. After fixation by 4% paraformaldehyde for 
15 minutes and blocking by 5% FBS in PBS for 1 h, MOs 
were stained with PE anti-human CD14 antibody and FITC 
anti-human CD16 antibody from BD Pharmingen. The posi-
tive cells were assessed using inverted cell imaging fluores-
cence microscopy station (Floid Cell Imaging Station, 
Thermo Fisher Scientific, MA USA), and counted with Im-
ageJ software (the National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA) [21, 22]. The purity of the monocytes was around 
90%, and the expression levels of CD16 were 12-15% in 
control MOs and 16-40% in T1D MOs. 

2.4. Cell Lysis Assay 

 For catalase, ifCa2+, H2O2 production and arginase activ-
ity assays, cells were lysed as described [23]. Briefly, cells 
were treated for 30 min with 0.1% Triton X 100. Reaction 
was stopped by the addition of a mixture containing Tris-
HCl and MnCl2. 

2.5. Oxidative Burst Assay 

 Respiratory burst assay was established by the studying 
of the levels of NO production and H2O2 [24].  

2.5.1. NO Assay and NOS Activity  

 The levels of NO were determined after 18 h of incuba-
tion by measuring the physiologically stable oxidative me-
tabolite (NOx, nitrite and nitrate) accumulation by a Griess 
sensitive colorimetric reaction, using Trichloroacetic Acid 
(TCA), vanadium III chloride (VCl3) and Griess reagent as 
described [25]. Absorbance was spectrophotometrically de-
termined at 540nm on the ELISA plate reader (Biochrom 
Anthos 2020, Cambridge, UK). The concentration of NO 
was determined from linear standard curve established by  

0-150µmol/L sodium nitrite. NO concentrations allowed us 
to estimate NOS activity. NOS activity was estimated by 
normalizing each NO concentration to milligrams of protein 
and expressed as picomoles/mg proteins/30 min. 

2.5.2. H2O2 Assay 

 Levels of H2O2 in cell lysates were measured by spectro-
photometer using a commercial kit (Abcam, Cambridge, 
MA, USA), according to manufacturer's instructions. 

2.6. Arginase Activity Assay 

 The activity of arginase was measured using a spectro-
photometric method based on the determination of the level 
of urea and total proteins production, after the addition of L-
arginine, as described [26]. The total protein assay was car-
ried by using a commercial Kit (Total Protein, BioSystems, 
Barcelona, Spain). The absorbance of the standard and the 
sample was read off against the blank at 545 nm. After acti-
vation by heating at 56°C for 10 min, a volume of activated 
lysate was incubated at 37°C for 1 h with the equal volume 
of arginine solution (0.5M). Finally, 1 volume 96% H2SO4,  
3 volumes 85% H3PO4, 7 volumes distilled water was added 
to stop the reaction. The concentration of the urea generated 
after arginine catabolism by arginase was determined at 600 
nm using a commercial kit (UREA/BUN-COLOR, BioSys-
tems, S.A. Costa Brava 30, Barcelona, Spain). The arginase 
activity was expressed as nanomoles urea/mg proteins/1 h. 

2.7. ifCa2+Assay 

 ifCa2+ levels were assayed with the orthocresolphthalein 
(OCP) complexone method [27], using a commercial kit 
(BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona, Spain). The 
technique was based on the formation of a chromogenic 
complex resulting from the reaction of calcium with OCP 
complexone in alkaline solution, which yields a violet col-
ored complex. Absorbance of the free calcium ions content 
were spectrophotometry measured at 560nm against a blank. 
The levels of ifCa2+ were expressed as µg/mg proteins. 

2.8. Cytokine Assays  

 Levels of IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10 and IFN-γ were meas-
ured by a quantitative sandwich enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA), using respective commercial kits, 
according to the manufacturer’s instructions (Sigma Aldrich 
Co., St. Louis, USA). Optical densities (OD) were measured 
at 450nm with an ELISA plate reader (Biochrom Anthos 
2020, Cambridge, UK).  

2.9. Phagocytosis and Killing Capacity Assays 

 Phagocytosis and pathogen killing assays were carried 
out using Staphyloccocus aureus ATCC 25923 strain 
(American Type Culture Collection), as described in detail 
[24]. The Phagocytosis results were determined using the 
percentage decrease in the number of extracellular bacteria. 
The percentage of intracellular pathogen killing was deter-
mined after the MO viability assay using TBET. 
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2.10. Cytotoxicity Assay 

 LDH-based cytotoxicity assay was spectrophotometri-
cally performed on ELISA reader at 450nm to evaluate the 
levels of cytotoxicity in MO supernatants by using a sensi-
tive MAK066 commercial kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO 63103, USA). The measurement of LDH activity re-
leased from the cytosol of damaged cells into the supernatant 
was based on the reduction of NAD substrate to NADH. 
LDH activity was expressed as nmole/min/mL. 

2.11. Catalase Activity Assay 

 Catalase activity assay was carried out spectrophotomet-
rically by measuring the decrease in H2O2 concentration at 
410 nm using Aebi's method. At time zero, each lysate  
(250µg/mL) was mixed with a phosphate buffer containing 
10mM H2O2. One milliliter of the mixture was immediately 
added to a disposable cuvette and placed into a spectropho-
tometer. Measurement of absorbance was taken 5 min after 
addition of the lysate to H2O2 buffer. One unit of catalase 
activity corresponds to the amount of enzyme catalyzing  
the conversion of 1µmole H2O2 consumed/min/mg proteins 
[28]. 

2.12. Statistical Analyses 

 Statistical analyses were performed with IBM SPSS Sta-
tistics software version 20.0 for Windows (SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA). All data were described as the means ± 

Standard Error of Mean (SEM). Differences in mean values 
between groups were performed by Kruskal-Wallis test for 
comparison of four groups or two-tailed Mann-Whitney U 
test for comparison of two groups, as the data were not nor-
mally distributed [29]. P-values less than 0.05 were consid-
ered statistically significant. 

3. RESULTS  

 In this study, we tried to investigate the ex vivo effect of 
RTX on the immunomodulation of functional MO activities 
and their proinflammatory cytokines release at the onset of 
T1D. 

3.1. RTX has a Weak Effect on NOS and Arginase Activi-
ties  

 As depicted in Fig. (2), there are no significant differ-
ences in NOS activity between T1D MOs and healthy con-
trol MOs; while arginase activity was significantly decreased 
in T1D MOs (respectively, p > 0.05 and p < 0.01 by Mann-
Whitney U test). Additionally, RTX treatment slightly down-
regulated the NOS activity and upregulated arginase activity 
in T1D MOs compared to MOs from healthy controls, but 
the differences did not reach statistical significance when 
comparing RTX-untreated T1D MOs and RTX-treated T1D 
MOs (for both comparisons, p > 0.05 by Mann-Whitney U 
test). For all comparisons, p-value was greater than 0.05 for 
NOS activity and less than 0.05 for arginase activity by 
Kruskal-Wallis test. 

 
Fig. (2). Effect of RTX on NOS and arginase activities in T1D MOs. NOS activity was obtained by normalizing each NO concentra-
tion to milligrams of protein. Arginase activity levels were spectrophotometrically determined by measurement the concentra-
tion of urea after the addition of L-arginine. The results are presented as the mean ± standard error of mean (SEM). MO: 
monocyte, NOS: nitric oxide synthase, CO/RTX-: monocytes from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: mono-
cytes from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes 
treated with RTX, T1D: type 1 diabetes, RTX: rituximab. Comparisons between all groups using Kruskal-Wallis test are pre-
sented with a black square: ▪p < 0.05. Significant differences highlighted by single comparisons with RTX-untreated control 
monocytes using Mann-Whitney U test are highlighted with a black dot: •p < 0.05, ••p < 0.01. For NOS activity, p- values 
were greater than 0.05 using both Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests.  
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3.2. Respiratory Burst is not Altered in T1D MOs, But 
RTX Treatment Lowers H2O2 Release  

 We see in Fig. (3) that the respiratory burst of T1D MOs, 
as evaluated by the production levels of NO and H2O2, seems 
to be similar to that of healthy control MOs (for the two 
variables, p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Whereas, 
treatment with RTX induced a significant downregulation of 
H2O2 levels in MOs of T1D MOs as compared to RTX-
untreated T1D MOs (p = 0.020 by Mann-Whitney U test). 
The comparison between all groups by Kruskal-Wallis test 
gave a p-value greater than 0.05 for both NO production and 
H2O2 release. 

3.3. RTX has a Markedly Effect on ifCa2+ Levels 

 As illustrated in Fig. (4), the concentrations of ifCa2+ 
were slightly increased in T1D MOs than in MOs from 
healthy controls (p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Addi-
tionally, we notice that RTX treatment induced a significant 
decrease in ifCa2+ levels in T1D MOs, as well as in healthy 
control MOs (for both comparisons, p < 0.05 by Mann-
Whitney U test). P-value for multiple comparisons was equal 
to 0.013 by Kruskal-Wallis test. 

3.4. RTX Increases Catalase Activity in T1D MOs 

 The results in Fig. (5) indicate that catalase activity was 
higher in MOs of healthy controls than in those of T1D pa-
tients; whereas the difference was not statistically significant 
(p > 0.05 by the Mann-Whitney  U  test).  In  addition,  RTX  

 
Fig. (4). Effect of RTX on the levels of intracellular free calcium 
ions in T1D MOs. Intracellular free calcium ions levels were 
biochemically measured by the ortho-cresolphthalein com-
plexone (oCPC) method. The results are presented as the 
mean ± standard error of mean (SEM). ifCa2+: intracellular 
free calcium ions, MO: monocyte, CO/RTX-: monocytes 
from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: 
monocytes from healthy controls treated with RTX, 
T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, 
T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, T1D: type 1 
diabetes, RTX: rituximab. Comparisons between all groups 
using Kruskal-Wallis test are presented with a black square: 
▪p < 0.05. Significant difference highlighted by single com-
parison with RTX-untreated control monocytes or between 
RTX-treated and RTX-untreated monocytes using Mann-
Whitney U test are presented respectively with a black dot or 
with an asterisk: •p < 0.05, *p < 0.05. 

 
Fig. (3). Effect of RTX on respiratory burst assays in T1D MOs. The respiratory burst (also referred to as oxidative burst) was performed by 
measurement of NO production and H2O2 levels. The levels of NO production were measured by the sensitive Griess reaction. H2O2 levels 
were measured spectrophotometrically using sensitive hydrogen peroxide assay after deproteinization and neutralization procedures. The 
results are presented as the mean ± standard error of mean (SEM). H2O2: hydrogen peroxide, MO: monocyte, NO: nitric oxide, CO/RTX-: 
monocytes from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: monocytes from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D 
monocytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, T1D: type 1 diabetes, RTX: rituximab. For both NO produc-
tion and H2O2, p-values were greater than 0.05 using Kruskal-Wallis. Significant difference highlighted by single comparison with RTX-
untreated control monocytes or between RTX-treated and RTX-untreated T1D monocytes using Mann-Whitney U test is presented respec-
tively with a black dot or with an asterisk: •p < 0.05, *p < 0.05. 
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Fig. (5). Effect of RTX on catalase activity in T1D MOs. Catalase 
levels were evaluated spectrophotometrically by measuring 
the decrease in H2O2 concentration. The results are presented 
as the mean ± standard error of mean (SEM). MO: mono-
cyte, CO/RTX-: monocytes from healthy controls untreated 
with RTX, CO/RTX+: monocytes from healthy controls 
treated with RTX, T1D/RTX-: T1D monocytes untreated 
with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, 
T1D: type 1 diabetes, RTX: rituximab. P-values were greater 
than 0.05 using Kruskal-Wallis test. *p < 0.05 using Mann-
Whitney U test.  
 
treatment significantly upregulated catalase activity in MOs 
of T1D in comparison to untreated T1D MOs (p = 0.029 by 
Mann-Whitney U test). P-value was greater than 0.05 using 
Kruskal-Wallis test for all comparisons. 

3.5. RTX Seems to have no Noticeable Effects on Proin-
flammatory Cytokine IFN-γ Release, But have a Mark-
edly Effect on the Production of IL-1β and IL-6 by MOs 

 As indicated in Fig. (6), the IFN-γ levels were increased 
in T1D MOs when compared to healthy control MOs, but the 
difference did not reach the level of significance (p > 0.05 by 
Mann-Whitney U test). Conversely, both IL-1β and IL-6 
levels were significantly increased in T1D MOs than in con-
trol MOs (respectively, p < 0.01 and p < 0.05 by Mann-
Whitney U test). Additionally, RTX treatment downregu-
lated the production of the all cytokines, but to a relatively 
low degree for IL-6 and IFN-γ compared to IL-1β (respec-
tively, p > 0.05 and p < 0.01 by Mann-Whitney U test). Fi-
nally, the comparison between all groups by Kruskal-Wallis 
test showed significant differences only for IL-1β and IL-6 
(for the two variables, p < 0.05).  

3.6. RTX Induced Significant Effect on Anti-
Inflammatory/Regulatory Cytokines IL-4 and IL-10 Re-
lease by MOs 

 We notice in Fig. (7) that the production of IL-4 was sig-
nificantly decreased in T1D MOs as compared to healthy 
control MOs; however, that of IL-10 was similar in both 
cells (respectively, p < 0.01 and p > 0.05 by Mann-Whitney 
U test). Otherwise, RTX treatment generated an important 
increase in both IL-4 and IL-10 concentrations in T1D MOs 
(respectively, p < 0.05 and p < 0.01 by Mann-Whitney U test).  

 
Fig. (6). Effect of RTX on the production of proinflammatory cyto-
kines IL-1β, IL-6 and IFN-γ cytokines by human T1D MOs. Cyto-
kine levels were measured using sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The results are presented as 
the mean ± standard error of mean (SEM). IL: interleukin, 
IFN-γ: interferon gamma, MO: monocyte, CO/RTX-: mono-
cytes from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: 
monocytes from healthy controls treated with RTX, 
T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, 
T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, T1D: type 1 
diabetes, RTX: rituximab. ▪P < 0.05 using Kruskal-Wallis 
test, and **p < 0.01 using Mann-Whitney U test. Significant 
differences highlighted by single comparisons with RTX-
untreated control monocytes using Mann-Whitney U test are 
presented with a black dot: •p < 0.05, ••p < 0.01. 
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Additionally, RTX showed a significant effect on the 
upregulation of the IL-10 release by healthy control MOs (p 
< 0.01 by Mann-Whitney U test). For the two cytokines, p-
values were less than 0.01 by Kruskal-Wallis test. 

3.7. RTX has a Significantly Effect on Phagocytosis, but a 
no Markedly Effect on Killing Capacity in T1D MOs 
 The results of (Fig. 8) show that both phagocytosis and 
killing capacities were decreased in T1D MOs compared to 
MOs from healthy controls, but the difference did not reach a 
significant level for killing capacity (respectively, p < 0.05 and 
p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally, although 
RTX treatment induced an increase in phagocytosis and kill-
ing capacities in both control MOs and T1D MOs, the differ-

ence reach significance only for phagocytosis capacity (p < 
0.05 by Mann-Whitney U test). For all comparisons using 
Kruskal-Wallis test, p-values were less than 0.05 for phagocy-
tosis capacity and greater than 0.05 for killing capacity. 

3.8. RTX has No Noticeable Effects on MO LDH-Based 
Cytotoxicity 

 We see in Fig. (9) that the levels of LDH-based cytotox-
icity were with no changes between all MO groups (p > 0.05 
by Kruskal-Wallis test). Additionally, although RTX induced 
downregulation of LDH release, whether in control or T1D 
MOs, the difference did not reach the significance level (for 
the two comparisons, p > 0.05 by Mann-Whitney U test). 

 
Fig. (7). Effect of RTX on the production of anti-inflammatory/regulatory cytokines IL-4 and IL-10 by human T1D MOs. IL-4 and IL-10 
were measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values correspond to the mean ± standard error 
of mean (SEM). MO: monocyte, CO/RTX-: monocytes from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: monocytes 
from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes 
treated with RTX, T1D: type 1 diabetes, RTX: rituximab. ▪▪P < 0.01 by Kruskal-Wallis test for both IL-4 and IL-10. Signifi-
cant differences highlighted by single comparisons between T1D/RTX- or T1D/RTX+ and RTX-untreated control monocytes 
using Mann-Whitney U test are presented with a black dot: •p < 0.05 and ••p < 0.01. Single comparisons between Co/RTX- 
and Co/RTX+ monocytes or between T1D/RTX- and T1D/RTX+ monocytes using Mann-Whitney U test are presented with an 
asterisk: *p < 0.05 and **p < 0.01. 
 

 
Fig. (8). Effect of RTX on phagocytosis and killing capacities of T1D MOs. Phagocytosis and killing capacities were assayed using the 
antibiotic protection method. Values correspond to the mean ± standard error of mean (SEM). MO: monocyte, CO/RTX-: mono-
cytes from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: monocytes from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D 
monocytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, T1D: type 1 diabetes, RTX: rituximab. Compari-
sons between all groups using Kruskal-Wallis test are presented with a black square: ▪p < 0.05. Significant difference highlighted 
by single comparison with RTX-untreated control monocytes or between RTX-treated and RTX-untreated monocytes using 
Mann-Whitney U test are presented respectively with a black dot or with an asterisk: •p < 0.05 and *p < 0.05. 
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Fig. (9). Effect of RTX on LDH-based cytotoxicity in T1D MOs. 
The LDH-based cytotoxicity assay was based on the reduction of 
NAD substrate to NADH. Values correspond to the mean ± stan-
dard error of mean (SEM). MO: monocyte, CO/RTX-: monocytes 
from healthy controls untreated with RTX, CO/RTX+: monocytes 
from healthy controls treated with RTX, T1D/RTX-: T1D mono-
cytes untreated with RTX, T1D/RTX+: T1D monocytes treated 
with RTX, LDH: lactate dehydrogenase, T1D: type 1 diabetes, 
RTX: rituximab. P-values were greater than 0.05 using both 
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. 

3.9. RTX Decreased the Ratio of NOS Activity-to-
Arginase Activity 
 As indicated in Fig. (10), NOS activity-to-arginase activ-
ity ratio was increased in T1D MOs than in control MOs, but 
to a low significance level (p > 0.05 by Mann-Whitney U 
test). By contrast, the balance of NOS activity versus ar-
ginase activity was decreased in RTX-treated MOs when 
compared to RTX-untreated MOs; nevertheless, the differ-
ence did not reach the level of statistical significance (p > 
0.05 by Mann-Whitney U test). Comparisons using the 
Kruskal-Wallis test gave a p-value > 0.05. 

 
Fig. (10). RTX decrease the ratio of NOS activity-to-arginase activ-
ity in T1D MOs.  The results are presented as the mean ± 
standard error of mean (SEM). IL: interleukin, IFN-γ: inter-
feron gamma, MO: monocyte, NOS: nitric oxide synthase, 
CO/RTX-: monocytes from healthy controls untreated with 
RTX, CO/RTX+: monocytes from healthy controls treated 
with RTX, T1D/RTX-: T1D monocytes untreated with RTX, 
T1D/RTX+: T1D monocytes treated with RTX, T1D: type 1 
diabetes, RTX: rituximab. P-values were greater than 0.05 
using both Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. 

4. DISCUSSION 
 RTX is a chimeric monoclonal anti-CD20 antibody, in-
creasingly used as a treatment for autoimmune disease, includ-
ing T1D [30]. It has been considered as a potential agent for 

the prevention of the disease by acting as immunosuppressive 
drug. Hence, a trial conducted by Trial-Net has demonstrated 
that four doses of RTX can preserve β-cell function within a 
one-year period in patients with newly diagnosed T1D [10]. 
 MOs are the dominant effectors cells during immunother-
apy with monoclonal anti-CD20 RTX antibody, by depletion 
of B-cells [14]. B-cells function as antigen presenting cells 
(APCs), activate autoreactive T cells and produce autoantibod-
ies against pancreatic β-cell antigens. RTX therapy in patients 
with newly diagnosed T1D leads to improved proliferative T-
cells responses to islet-specific autoantigens associated with 
T1D [31]. Nevertheless, the actual mechanism of the effect of 
RTX in T1D is not fully understood. Several studies suggest 
that RTX may reduce the production of proinflammatory cy-
tokines that increase the immune response locally within the 
pancreas or the peripancreatic lymph nodes [32]. It also plays 
an essential role in the induction of autoreactive B-cells deple-
tion at the recent-onset of the disease. Additionally, it would 
be possible that the antigen presentation by B-cells can be 
altered by RTX [12]. Moreover, in a study conducted in pre-
diabetic NOD mice, anti-CD20 therapy partially protected 
these mice against the disease development and restored gly-
caemia in one third of newly emerged diabetic mice. Further-
more, it has been suggested that protection against the disease 
is associated with the generation of regulatory T (Treg) cells 
and Breg cells [33, 34]. 
 Considering these new insights, our attention was fo-
cused for the first time on the ex vivo effect of RTX on the 
functional activities of MOs in recent-onset human T1D. 

4.1. Effect of RTX on Activities of NOS and Arginase, 
and on Respiratory/Oxidative Burst  
 The increase in oxidative stress is one of the major factors 
involved in the development and progression of T1D and its 
complications. MOs can produce various reactive nitrogen and 
oxygen species (RNS, ROS), especially NO and H2O2 that 
have strong cytotoxic activities against different pathogens. It 
has been reported that T1D patients are characterized by in-
creased NO production by classically activated macrophages 
[3], as well as by pancreatic β-cells [35]. It is produced in ex-
cessive amounts by MOs via iNOS in response to proinflam-
matory cytokines [36]. So the NO can act as a second messen-
ger of proinflammatory cytokines and can activate caspases 
leading to the β-cells death [37, 38]. Nevertheless, it action 
could be countered by the enzyme arginase, which is known to 
compete with the enzyme NOS for the same L-arginine sub-
strate, and to act as an anti-inflammatory mediators of alterna-
tive MOs [39, 40]. In addition, numerous studies have re-
ported that H2O2 is increased in the plasma and tissues of dia-
betic patients [41, 42], and directly involved in tissue damage 
and complications. It has the ability to influence a variety of 
essential processes, including presentation of antigen and im-
mune modulation, as well as to activate signaling pathways 
stimulating cell proliferation, differentiation, migration or 
apoptosis [43]. It also promotes the synthesis of proinflamma-
tory cytokines like IL-1β by MOs-macrophages [44, 45]. In 
our study, we observed that there are no significant differences 
in the production levels of NO and H2O2, as well as in NOS 
activity and the ratio of NOS activity-to-arginase activity be-
tween T1D MOs and healthy control MOs; while, the arginase 
activity was significantly decreased. Nevertheless, our out-
comes regarding the decreased arginase activity are consistent 
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with recent studies in T1D patients [46, 47], whereas the re-
sults on the levels of NO and H2O2 did not corroborate with 
ours. Additionally, RTX treatment slightly downregulated the 
NOS activity and upregulated arginase activity. So we cannot 
make comparison against other results given that to the best of 
our knowledge, there are no mechanistic studies on the effect 
of RTX on respiratory burst and NOS and arginase activities. 

4.2. Effect of RTX on ifCa2+ 
 Several lines of evidence suggest an important role for 
intracellular calcium in the activation of MOs. First, it has 
been shown that calcium induces major histocompatibility 
(MHC) class II antigen expression on MOs [48] and improves 
the respiratory burst [49]. Additionally, calcium antagonists 
have been revealed to inhibit MO-macrophage activation for 
cytotoxicity [50, 51]. Moreover, it has recently been reported 
that calcium is required for the secretion of IL-1β as a central 
event in the initiation of inflammation in primary human MOs 
[52]. Furthermore, it has been reported that in pancreatic β-
cells, the high level of calcium caused by proinflammatory 
cytokines is a well-established trigger for the destruction and 
death of pancreatic β-cells [53]. Therefore, calcium influx can 
play an important role in proinflammatory cytokine signaling 
cascades that may lead to cell death or apoptosis. In our study, 
we observed that although ifCa2+ levels were not significantly 
different between T1D MOs and healthy control MOs, RTX 
treatment significantly downregulated their levels. This should 
be a further argument about the effect of RTX treatment in 
regulating the inflammatory activity of MOs at the beginning 
of human T1D. The difficulty lies in the fact that there is, to 
our knowledge, no similar research has been done allowing us 
to compare our results, although this does not preclude recall-
ing that a number of studies have focused on the effects of 
RTX on flux and calcium signaling under other contexts, us-
ing CD20+ cells. Thus, it has previously been reported that 
RTX could have the ability to induce calcium flux after bind-
ing to CD20 [54]. Mechanistically, the increase in intracellular 
calcium levels has been linked to the effect of RTX that in-
duces translocation of CD20 to microdomains at the plasma 
membrane, specialized in signal transduction and referred to 
as lipid rafts [55]. 

4.3. Effect of RTX on Catalase Activity 
 Catalase is an antioxidant enzyme particularly effective 
when the oxidative stress level is high. It plays a significant 
role in the development of tolerance to oxidative stress in 
immune cells [56]. Catalase has a relative importance in the 
protection of MOs against oxidative damage and increase the 
phagocytic and chemotactic responsiveness of MOs [57]. It 
also strengthens and regulates their redox homeostasis [58]. 
Likewise, catalase can induce alternative M2 macrophage 
activation and inhibits classical M1 macrophage activation 
and inflammation [59]. In the current study, we found that 
RTX induces an increase in the level of catalase in T1D 
MOs. To our knowledge, there is no similar study on T1D to 
make a direct comparison with our results. 

4.4. Effect of RTX on the Production of Proinflammatory 
Cytokines IL-1β, IL-6 and IFN-γ Cytokines by Human 
T1D MOs 
 Different studies suggest that T1D is characterized by 
intra-islet expression of proinflammatory mediators. Accord-

ingly, our results are consistent with recent findings demon-
strating that the concentrations of IL-6 and IFN-γ are in-
creased in T1D [4, 46, 47, 60, 61]. In our study, IL-1β levels 
seem to be increased in T1D MOs. Mechanistically, IL-1β 
has been reported to may have a key role to play in MO traf-
ficking [62], and cytotoxicity against β-cells, inducing the 
formation of oxygen free radicals and NO [63]. Therefore, it 
has been commonly used as one of the best markers of in-
flammation. Additionally, MOs of T1D patients have been 
shown to be able to induce CD4+ T cells to produce proin-
flammatory cytokine IFN-γ [4], which is considered as one 
of the most important endogenous mediators that increase 
inflammation in autoimmune diseases, promoting the activity 
of Th1 cells and tends to downregulate that of Th2 cells [64]. 
It has previously been reported that IFN-γ levels are in-
creased in the supernatants of PBMC cultures from T1D 
patients during the first three months after the diagnosis of 
the disease [65]. Moreover, IFN-γ can potentiate the genera-
tion of diabetogenic CD8+ T cells that infiltrate the pancre-
atic islets, and attack insulin-secreting β-cells [66, 67]. Inter-
estingly, a large number of epidemiological studies suggest 
both protective and pathogenic roles of IL-6 in the patho-
genesis of T1D [68]. IL-6 is produced by antigen presenting 
cells in response to external stimuli, such as IL-1β. Never-
theless, the real role of IL-6 in T1D is not yet well estab-
lished. A first report demonstrated a significantly reduced 
incidence of T1D with IL-6 blockade in non-obese diabetic 
(NOD) mouse model [69]. Other results support an increase 
in IL-6 production by MOs from T1D subjects [4]. Finally, 
treatment with RTX slightly decreased the IFN-γ levels on 
MOs production, which is consistent with previous studies 
performed both in human and mice with autoimmune dis-
eases [70-72]. Although the effect of RTX on MOs produc-
tion of IL-6 appears to be globally moderate but more pro-
nounced on the production of IL-1β, our results should be 
confirmed by further investigations in the near future, espe-
cially in a mechanistic context. 

4.5. Effect of RTX on the Production of Anti-
Inflammatory/Regulatory Cytokines IL-4 and IL-10 by 
Human T1D MOs 
 It has been reported that the loss of β-cell function and 
viability is not caused only by increased generation of proin-
flammatory cytokines, but it can also be provoked by a con-
comitant loss of anti-inflammatory cytokines, suggesting that 
targeting of anti-inflammatory pathways might offer thera-
peutic potential in T1D [73]. It has been reported that both 
anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10 suppress genera-
tion of Th1 cells, and consequently their production of proin-
flammatory cytokines, including IL-1 and IFN-γ [74]. In the 
current study, we observed that unlike IL-10, the levels of 
IL-4 production were decreased in T1D MOs. IL-4 can re-
duce the inflammatory response by limiting the action of IL-
1β [75]. In addition, pancreatic β-cells can be protected by 
IL-4, which induces the formation of Th2 cells, inflamma-
tory-inhibiting cytokines, and leading to cell survival by in-
hibiting Th1 activity [73]. It has been reported that the in-
crease in IL-4 production by alternatively activated macro-
phage is usually accompanied by IL-10 secretion, resulting 
in a decrease in pathological inflammation and autoimmune 
reactions. Of note, IL-10 is mostly produced by MOs and 
macrophages [76, 77]. It is considered to be one of the main 
anti-inflammatory cytokines with regulatory functions in 



652    Endocrine, Metabolic & Immune Disorders - Drug Targets, 2019, Vol. 19, No. 5 Hamouda et al. 
controlling and preventing inflammation and autoimmune 
diseases, including T1D [78]. Thus, IL-10 is considered as a 
major inhibitor of proliferation of Th1 cells and the produc-
tion of proinflammatory cytokines, which can minimize leu-
kocyte maturation and recruitment, as well as inflammation. 
Additionally, IL-10 induces Th2 responses by increasing 
levels of anti-inflammatory cytokines, like IL-4 [79]. IL-10 
is also a potent inhibitor of the different functions of MOs-
macrophages and their cytotoxicity [80, 81], and can induce 
a decrease in the expression of MHC class II molecules and 
antigen presentation, as well as a decrease in B7 costimula-
tory molecules [82]. Finally, observation regarding the 
upregulation of both IL-4 and IL-10 in RTX-treated MOs 
should elicit a mechanistic explanation. Therefore, it would 
be of great interest to investigate whether or not RTX has the 
ability to bind to FcγR on the surface of a subpopulation of 
MO cells secreting anti-inflammatory/regulatory cytokines. 
Additionally, knowing that signal transduction across FcγRs 
can vary with signal strength, the density of RTX and the 
level of its interaction with FcγR would also be a strong de-
termining factor on the production of cytokines. Of note, it 
has been reported that at moderate IgG densities, especially 
in the presence of complement, effective phagocytosis oc-
curs in the absence of cytokine alterations, whereas at 
slightly higher IgG densities, the production of IL-12 is 
stopped and induction of IL-10 occurs [83]. Moreover, cyto-
kines secretion belongs in the balance between activating 
and inhibitory FcγRs [84]. IgG immune complexes stimulate 
effectors cells that transmit both an inflammatory signal by 
triggering activating receptor FcγRIIa which carries an im-
munoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) and a 
tolerogenic signal by triggering inhibitory receptor FcγRIIb 
that contain immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 
(ITIM). So perturbations of the balance between activating 
and inhibitory FcγRs may affect cytokine production [85].  

4.6. Effect of RTX on Phagocytosis and Killing Capacities 
 Among the multiple functional roles of MOs, the phago-
cytic activity and intracellular pathogen killing capacity have 
been reported in T1D. Some researchers have found that 
phagocytic capacity was not different between patients with 
T1D and healthy controls [47, 86, 87]. Other ones have re-
ported decreased functions (chemotaxis, phagocytosis, kill-
ing) of diabetic polymorphonuclear cells and diabetic MOs-
macrophages compared to cells of controls [88], which cor-
roborates with our outcomes. Otherwise, the incidence of 
infections and their complications is increased in patients 
with T1D. Among the main causative factors for such infec-
tions are undoubtedly linked to abnormalities of the innate 
immune response, including phagocytic capacity and micro-
bial killing. Of great interest, antibody-dependent phagocy-
tosis (ADP) has been considered as a major mediator of 
monoclonal antibodies (mAbs) cytotoxicity [89], and there-
fore one of the best ways to improve the immune functions 
of phagocytes. Nevertheless, our study demonstrated that 
RTX treatment has a markedly effect on improving phagocy-
tosis of T1D MOs but not on killing capacities. We suggest 
starting further studies evaluating the effects of RTX on 
MOs, both in the presence and absence of complement and 
other circulating opsonic proteins, but also with therapeutic 
combinations of drugs known to enhance phagocytic func-
tion, like anti-CD47 antibody [90], especially by the use of 
rituximab-coated CD20+ cells. 

4.7. Effect of RTX on MO LDH-Based Cytotoxicity 
 LDH is a stable cytoplasmic enzyme implicated in lactic 
fermentation, released by cells into the extracellular medium 
when they undergo membrane damage [91]. Additionally, 
LDH release is commonly used as an indicator of the effects 
on cell growth inhibition and/or cell death [92]. For our part, 
we demonstrated for the first time that the therapeutic use of 
RTX would not have any significant adverse ex vivo effects 
on the survival of the monocyte cell at the beginning of T1D.  

CONCLUSION 
 MOs are necessary for the activation of cytotoxic cells 
that can destroy pancreatic β-cells by the secretion of proin-
flammatory cytokines and increased respiratory/oxidative 
burst. Their functions could be affected by different media-
tors or exogenous molecules, which are used as part of tar-
geted therapies. RTX is increasingly used as an effective 
treatment in the management of several autoimmune dis-
eases, including T1D. The actual mechanism of the effect of 
RTX in T1D is not yet uncertain. In our knowledge, this is 
the first study exploring the role of RTX on the modulation 
of the production of proinflammatory cytokines by MOs in 
recent-onset T1D. Our results demonstrated that RTX can 
differentially modulate both the abnormal functional activi-
ties of MOs and the activation of proinflammatory pathways, 
and can promote the production of anti-inflammatory and 
regulatory cytokines by MOs at the beginning of the disease. 
Nevertheless, it would be of great interest to check mecha-
nistically the effect of RTX on other signaling pathways im-
plicated in the polarization of MOs. Additionally, to expand 
phagocytic function, we propose to explore novel studies 
evaluating the effects of RTX on MOs, both in the presence 
and absence of complement and other circulating opsonic 
proteins, especially anti-CD47 antibody. From a molecular 
point of view, it would be interesting to study the polymor-
phism existing at the FcγR receptors (notably the FcγRIIIa 
receptor) of the MOs that play a role in the affinity for hu-
man IgG1 and thus increase the efficacy of ADCC. 

LIST OF ABBREVIATIONS 
ADCC = Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity 
AICs = Anti-Inflammatory Cytokines 
APC = Antigen-Presenting Cell  
AbPC = Autoantibody-Producing Cell  
Breg = Regulatory B-Cell 
CD = Cluster of Differenciation 
CDC = Complement-Dependent Cytotoxicity 
EDTA = Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 
ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
FcγR = Fragment Crystallizable Region Gamma Recep-

tor 
FBS = Fetal Bovine Serum  
H2O2 = Hydrogen Peroxide 
HCl = Hydrochloric Acid 
ifCa2+ = Intracellular Free Calcium Ions 
IFN = Interferon 
Ig  = Immunoglobulin 
IL = Interleukin 
iNOS = Inductible Nitric Oxide Synthase 
ITAM = Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif 
ITIM = Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibition Motif 
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LDH = Lactate Dehydrogenase  
LPS  = lipopolysaccharide 
M1 = Classically Activated Macrophage  
M2 = Alternatively Activated Macrophage 
mAbs = Monoclonal Antibodies  
MnCl2 = Manganese(II) Chloride 
MO = Monocyte 
NO = Nitric Oxide 
NOD = Non Obese Diabetic 
NOS = Nitric Oxide Synthase 
OCP  = Orthocresolphtalein Complexone 
PBMCs = Peripheral Blood Mononuclear Cells 
PBS = Phosphate Buffered Saline 
PICs = Proinflammatory Cytokines 
ROS = Reactive Oxygen Species 
RNS = Reactive Nitrogen Species 
RPMI = Roswell Park Memorial Institute  
RTX = Rituximab 
T1D = Type 1 Diabetes 
TBET = Trypan Blue Exclusion Test 
TCA = Trichloracetic Acid 
Th1 =  Type 1 T helper Cells 
Th2 = Type 2 T helper Cells 
Treg = Regulatory T cell 
VCl3 = Trichlorovanadium 
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Conclusions et perspectives 

Le diabète de type 1 est devenu un problème majeur de santé publique au cours de ces 

dernières décennies. C’est une maladie auto-immune, multifactorielle survenant sur un terrain 

de susceptibilité génétique et environnementale. Elle est caractérisée par une forte carence 

dans la production de l’insuline résultant de la destruction sélective et progressive des cellules 

β du pancréas par les cellules mononucléées telles que les monocytes. Ces derniers sont 

nécessaires au développement d’une réaction auto-immune et l’activation des cellules 

cytotoxiques capables de détruire les cellules β du pancréas par la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et une augmentation du burst oxydatif. Leurs fonctions pourraient être 

affectées par différents médiateurs ou molécules exogènes, utilisés dans le cadre de thérapies 

ciblées. 

Le Rituximab, anticorps monoclonal chimérique anti-CD20, représente un espoir 

thérapeutique dans la gestion et le traitement de plusieurs maladies auto-immunes y compris 

le DT1. Il cible principalement les cellules B présentatrices d'antigène par différents 

mécanismes assurés principalement par les monocytes qui sont les cellules effectrices 

dominantes pendant l'immunothérapie avec le Rituximab. 

Au cours de ce travail de thèse que nous avons mené, nous nous sommes intéressés à 

l’étude ex vivo de l’effet du Rituximab, sur l’immunomodulation de l’activité 

proinflammatoire des cellules mononucléées, plus précisément les monocytes, par le dosage 

de leur production de médiateurs proinflammatoires au début du DT1 tels que les cytokines et 

le NO.  

À notre connaissance, il s'agit de la première étude explorant le rôle du RTX sur la 

modulation de la production de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes au cours du 

DT1 d’apparition récente. Nos résultats ont démontré pour la première fois que le RTX peut 

moduler de façon différentielle les activités fonctionnelles anormales des monocytes et 

l'activation des voies pro-inflammatoires, au cours du DT1 d'apparition récente. En effet, le 

traitement par le RTX a nettement diminué la production d'IL-1β, d'IL-6, ifCa
2+

, H2O2, et 

légèrement régulé la production d’IFN-γ, la cytotoxicité basée sur la LDH, la production de 

NO, l'activité des NOS et le rapport activité des NOS-activité de l’arginase.  
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D'un autre côté, le RTX peut également favoriser la production de cytokines anti-

inflammatoires et régulatrices par les MO au début de la maladie. En effet, le traitement par le 

RTX a significativement augmenté la production d'IL-4, d'IL-10, ainsi que les activités 

d'arginase et de la catalase. De plus, le RTX a légèrement augmenté la phagocytose et les 

capacités de destruction des agents pathogènes dans les monocytes des patients atteints de 

DT1. 

Néanmoins, il serait très intéressant de vérifier mécaniquement l'effet du RTX sur d'autres 

voies de signalisation impliquées dans la polarisation des monocytes et d'autres groupes de 

médiateurs solubles sécrétés par les monocytes. En effet, l'évaluation d'autres cytokines 

apporterait d'autres éléments très importants pour la compréhension du mode d'action du RTX 

sur les acteurs cellulaires et moléculaires de la réponse immunitaire à médiation cellulaire ou 

humorale lors du déclenchement du DT1.  

De plus, l'évaluation clinique sera toujours nécessaire pour déterminer l'impact in vivo du 

RTX chez les patients prédiabétiques et ceux nouvellement diagnostiqués afin 

d’immunomoduler l'immunité innée et de permuter l'activation des voies pro-inflammatoires. 

En outre, pour élargir la fonction phagocytaire, nous proposons d'explorer de nouvelles 

études évaluant les effets du RTX sur les monocytes, à la fois en présence et en absence de 

complément et d'autres protéines opsoniques circulantes telles que l'anticorps anti-CD47. 

D'un point de vue moléculaire, il serait intéressant d'étudier le polymorphisme existant sur 

les récepteurs FcγR (notamment le récepteur FcγRIIIa) des monocytes qui jouent un rôle dans 

l'affinité pour l'IgG1 humaine et augmente ainsi l'efficacité de l'ADCC. 
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RÉSUMÉ  

Introduction : Les monocytes (MOs) sont les principales cellules phagocyte mononucléaire innée du sang et l'une des cellules 

effectrices les plus importantes exprimant le récepteur Fcγ, ce qui est crucial pour l'interaction avec le domaine Fc des anticorps. 

Ainsi, nous avons évalué l'effet du Rituximab (RTX), un anticorps monoclonal humain (AcM) chimérique anti-CD20, sur les 

activités fonctionnelles des monocytes  au début de l’apparition du diabète de type 1 (DT1) humain. 

Méthodes: Les monocytes ont été isolés à partir des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) obtenues à partir de 

patients volontaires avec un DT1 récent et des donneurs témoins sains. 

Résultats: Les niveaux de production d'interleukine 6 (IL-6) étaient significativement augmentés chez les patients atteints de DT1 

par rapport aux monocytes des témoins en bonne santé (p < 0,05). De même, les taux d’IL-1β, d'interféron γ (IFN-γ), de lactate 

déshydrogénase (LDH) et d'ions de calcium intracellulaires libres (ifCa2
+
) ont montré une augmentation chez les monocytes des 

patients DT1 en comparaison avec les monocytes des témoins sains, ainsi que pour la phagocytose et la capacité de destruction des 

agents pathogènes, mais la différence n'a pas atteint un niveau significatif. Inversement, les niveaux de production d'IL-4 et de 

l’activité de la catalase étaient diminués chez les patients atteints de DT1 par rapport aux monocytes des témoins sains, mais la 

différence n'était pas significative pour l'activité de la catalase (respectivement p < 0,01 et p > 0,05). De plus, le traitement avec le 

RTX a légèrement augmenté la phagocytose et les niveaux de capacité de destruction des pathogènes (respectivement, p < 0,05 et 

p > 0,05), a nettement diminué la libération d'IL-1β (p < 0,05), d'IL-6, du ifCa2
+
, du peroxyde d'hydrogène (H2O2), et légèrement 

réduit l'activité de l'oxyde nitrique synthase (NOS), le rapport d'activité NOS à l'arginase, la cytotoxicité à base de LDH, la 

production d'IFN-γ. De plus, le traitement par RTX augmente significativement la production d'IL-4 (p < 0,05), d'IL-10 (p <0,01) 

ainsi que l'activité de la catalase (p < 0,05). 

Conclusions: Notre étude a montré pour la première fois que le RTX peut inverser les activités fonctionnelles anormales des 

monocytes ainsi que leur production de cytokines pro-inflammatoires au début du DT1. D'un point de vue thérapeutique, le RTX 

pourrait être suggéré au début du DT1 pour immunomoduler l'immunité innée et les conditions inflammatoires. 

Mots-clés: activités fonctionnelles des monocytes, phagocytose et capacités de destruction, cytokines proinflammatoires et anti-

inflammatoires/régulatrices, burst respiratoire, Rituximab, diabète de type 1. 

ABSTRACT      

Background: Monocytes are the main blood innate mononuclear phagocyte and one of the most important effector cells 

expressing Fcγ receptor, which is critical for the interaction with Fc domain of antibodies. Therefore, we evaluated the effect of 

Rituximab (RTX, a chimeric human anti-CD20 monoclonal antibody) on the functional activities of monocytes (MOs) at the onset 

of human type 1 diabetes (T1D).  

Methods: MOs were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from volunteer patients with recent-

onset T1D and healthy control donors.  

Results: The levels of the production of IL-6 were significantly increased in MOs from patients with T1D when compared to MOs 

from healthy controls (p < 0.05). Similarly, interleukin 1β (IL-1β), interferon γ (IFN-γ), lactate dehydrogenase (LDH) and 

intracellular free calcium ion (ifCa
2+

) levels were increased in T1D MOs than in control MOs, as well as of both phagocytosis and 

killing capacities, but the difference did not reach a significant level. Conversely, the production levels of IL-4 and catalase 

activity were decreased in MOs of T1D patients compared to MOs from healthy controls, but the difference was not significant for 

catalase activity (respectively, p < 0.01 and p > 0.05). Additionally, treatment with RTX slightly upregulated phagocytosis and 

killing capacity levels (respectively, p < 0.05 and p > 0.05), markedly downregulated the release of  IL-1β (p < 0.05), IL-6, ifCa
2+

, 

hydrogen peroxide (H2O2), and slightly downregulated the nitric oxide synthase (NOS) activity, NOS activity-to-arginase activity 

ratio, LDH-based cytotoxicity, the production of  IFN-γ. Moreover, RTX treatment significantly upregulated the production of IL-

4 (p < 0.05), IL-10 (p < 0.01) as well as the catalase activity (p < 0.05). 

Conclusions: Our study has shown for the first time that RTX can reverse the abnormal functional activities of MOs as well as 

their production of proinflammatory cytokines at the onset of T1D. From a therapeutic point of view, RTX may potentially be 

suggested at the beginning of T1D to immunomodulate innate immunity and inflammatory conditions. 

Keywords: functional activities of monocyte, phagocytosis and killing capacities, proinflammatory and anti-

inflammatory/regulatory cytokines, respiratory burst, rituximab, type 1 diabetes. 

 ملخص

 ccلتفاعل مع مجال ، وهو أمر حاسم ل γccهي خلايا بلعمية وحيدة النواة الرئيسية للدم وواحدة من أهم الخلايا المستجيبة التي تعبر عن مستقبل  sytyconoM: مقدمة

يدةعلى الأنشطة الوظيفية للخلايا ( 02DC، وهو جسم حيوي أحادي النسيلة مضاد ل XTR)ولذلك ، قمنا بتقييم تأثير ريتوكسيماب . للأجسام المضادة ( sOM)النواة  وح

 (.1TC) 1في بداية مرض السكري من النوع 

التي تم الحصول عليها من المرضى داء السكري من النوع الأول المتطوعين ( sCsDM)تم عزل الخلايا أحادية النواة من خلايا الدم أحادية النواة المحيطية  :طرق

 .والمتبرعين الأصحاء

الأول مقارنة مع الخلايا أحادية النواة في الضوابط الصحية بشكل ملحوظ في المرضى الذين يعانون من داء السكري من النوع  LI-6تم زيادة مستويات إنتاج : النتائج

(p<2.20 .) وبالمثل، مستويات انترلوكينβ1 (β-LI) انترفيرون ،γ ( IFN-γ)لاكتات ديهيدروجيناز ،(ICL ) وأيونات الكالسيوم داخل الخلايا(ifCa
2+

أظهرت زيادة ( 

الأول مقارنة الخلايا أحادية النواة صحية الضوابط، وكذلك البلعمة والقدرة على تدمير مسببات الأمراض، ولكن في الخلايا أحادية النواة من مرضى داء السكري من النوع 

والنشاط الكاتلازمي في المرضى الذين يعانون من داء السكري من النوع الأول  IL-4وعلى العكس من ذلك ، انخفضت مستويات إنتاج . الفرق لم يصل إلى مستوى كبير

بالإضافة إلى ذلك ، زاد العلاج مع (. p  >2.20و  p <2.21على التوالي )ع الخلايا أحادية النواة في الضوابط الصحية ، ولكن الفرق لم يكن كبيرا لنشاط الكاتلاز مقارنة م

XTR  زيادة البلعمة بشكل طفيف ومستويات قدرة قتل الممرض(p<2.20  وp >2.20 على التوالي ، )انخفض بشكل كبير ،IL-1β (p <2.20 ) ،IL-6   ،ifCa
2+ 

 ،

 ICL، السمية الخلوية المستندة إلى  gsantgMoإلى  SON، ونسبة النشاط ( SON)، وانخفاض النشاط قليلا من سينسيز أكسيد النيتريك ( H2O2)بيروكسيد الهيدروجين 

 (.p  <2.20)وكذلك نشاط الكاتلاز IL-4  (p <2.20) ،IL-10 (p <2.21 )زيادة كبيرة في إنتاج  XTRوبالإضافة إلى ذلك، والمعاملة مع . IFN-γ، إنتاج 

يمكن عكس الأنشطة الوظيفية غير طبيعية من الخلايا أحادية النواة وكذلك إنتاجها من السيتوكينات الموالية للالتهابات  XTRأظهرت دراستنا لأول مرة أن : الاستنتاجات

 .في بداية داء السكري من النوع الأول ليغيرالمناعة الفطرية والظروف الالتهابية XTRة نظر علاجية ، يمكن اقتراح من وجه. في بداية داء السكري من النوع الأول

يدةالأنشطة الوظيفية للخلايا : الكلمات الرئيسية نواة  وح التنظيمية ،انفجار تنفسي،  /،البلعمة والقدرات القتالية ، السيتوكينات المسببة للالتهاب والمضادة للالتهابات ال

 ريتوكسيماب ، داء السكري من النوع الأول


