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Description Du sujet De 
recherche aborDé

Les neutrophiles et éosinophiles 

sont les deux principaux types de 

leucocytes polymorphonucléaires 

ou granulocytes. Cellules effectrices 

de l’immunité innée complètement 

différenciées au niveau de la moelle 

osseuse, les granulocytes se retrouvent 

dans la circulation depuis laquelle ils 

sont soit recrutés par chimiotactisme 

vers les tissus enflammés, soit meurent 

spontanément au bout de quelques 

heures par un processus de mort 

cellulaire programmée appelé apoptose 

(Giembycz et al., 1999 ; Fiévez et 

al., 2005). Le développement d’un 

processus inflammatoire est caractérisé 

par une accumulation de granulocytes 

au site de l’inflammation. une 

production accrue de facteurs de survie, 

entraînant un délai de l’apoptose des 

granulocytes, est en partie responsable 

de cette accumulation (Bousquet et al., 

1990 ; Brach et al., 1992 ; Lee et al., 

1993). Par contre, la diminution de la 

concentration en cytokines comme elle 

survient lors de la phase de résolution 

de l’inflammation, ou l’expression 

de médiateurs anti-inflammatoires, 

accélère l’apoptose des granulocytes 

(Savill, 1997). en outre, il a été montré 

que l’induction thérapeutique de la mort 

des granulocytes réduit l’inflammation. 

La régulation de la vie des granulocytes 

par les mécanismes de l’apoptose 

apparaît donc comme un mécanisme 

majeur dans le maintien d’un équilibre 

judicieux reliant leur fonction de 

cellules effectrices dans la défense 

de l’organisme et le renouvellement 

sécurisé de ces cellules potentiellement 

dangereuses pour l’organisme. 

Cependant,  les mécanismes 

moléculaires exacts impliqués dans la 

régulation du processus d’apoptose des 

granulocytes restent à découvrir.

L’objectif général de mes travaux de 

doctorat a été d’identifier de nouveaux 

mécanismes régulateurs de l’apoptose 

des granulocytes. Mes questions ont été 

: (i) les céramides, seconds messagers 

impliqués dans la régulation de la 

survie cellulaire, interviennent-ils dans 

le contrôle de l’apoptose spontanée 

des neutrophiles ? et (ii) par quels 

mécanismes moléculaires la stimulation 

de CD40, exprimé à la surface des 

éosinophiles au site de l’inflammation, 

prolonge-t-elle la durée de vie de ces 

cellules ?

résultats

Les céramides sont des seconds mes-

sagers impliqués dans plusieurs pro-
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cessus biologiques dont l’apoptose 

(Hannun, 1996). en mesurant par 

spectrométrie de masse (Fillet et al. 

2002), l’évolution au cours du temps 

du taux intracellulaire des diffé-

rents types de céramides, nous avons 

observé que les taux des céramides de 

type C-16 et C-24 augmentent sponta-

nément à mesure que les neutrophiles, 

placés en culture, vieillissent. Cette 

accumulation précède l’entrée des cel-

lules en apoptose ainsi que l’activation 

des enzymes responsables de la dégra-

dation protéolytique des composants 

cellulaires, les caspases-8, -9 et -3. 

en traitant les granulocytes avec des 

inhibiteurs spécifiques des différentes 

voies de biosynthèse des céramides, 

nous avons montré que les cérami-

des sont générés dans les neutrophi-

les par la voie de novo à partir de la 

condensation de l’acide aminé sérine 

et d’un groupement acyle, dérivé d’un 

acide gras, couplé au coenzyme A. Par 

contre, nous avons montré que l’autre 

voie majeure de biosynthèse des céra-

mides appelée «voie de recyclage de 

la sphingomyéline» n’est pas impli-

quée dans l’accumulation des cérami-

des C-16 et C-24. Grâce à l’utilisation 

de molécules pharmacologiques, nous 

avons montré que l’augmentation ou 

la diminution des taux endogènes de 

C-16 et C-24 augmente et diminue, 

respectivement, les taux d’apoptose 

et d’activation des caspases-8, -9 et 

-3 dans les neutrophiles. Ces résul-

tats ont été confirmés en ajoutant, au 

milieu de culture, des céramides C-16 

et/ou C-24 exogènes. en effet, ce trai-

tement augmente significativement 

le taux d’apoptose des neutrophiles. 

enfin, nous avons traité des neutro-

philes avec du GM-CSF (granulocyte/

macrophage colony-stimulating fac-

tor), une cytokine connue pour son 

effet anti-apoptotique sur les granu-

locytes. Le GM-CSF bloquait l’accu-

mulation des céramides C-16 et C-24 

dans les neutrophiles. Au contraire, 

lorsque des neutrophiles étaient traités 

avec le ligand de Fas, une molécule 

pro-apoptotique, les taux endogènes 

des céramides C-16 et C-24 n’étaient 

pas modifiés. 

L’interaction de CD40 avec son ligand 

(CD40L) joue un rôle co-stimula-

teur entre différents types de cellules 

immunes et induit un signal d’acti-

vation, de survie ou de prolifération 

(Grewal et Flavell, 1998). Les effets 

de cette stimulation sont multiples et 

fonction des types cellulaires concer-

nés. ohkawara et al. (1996) ont mon-

tré que CD40 est induit à la surface 

des éosinophiles et que son induction 

prolonge la durée de vie des éosino-

philes. Dans un premier temps, nous 

avons confirmé les résultats d’oh-

kawara et al. (1996) en mesurant une 

augmentation significative de l’ex-

pression du gène codant pour CD40, 

ainsi qu’une augmentation de l’ex-

pression membranaire de CD40, lors-

que des éosinophiles isolés à partir de 

sang d’individus sains ou de patients 

asthmatiques étaient cultivés pendant 

48 heures. nous n’avons pas détecté 

d’expression de CD40 dans les neu-

trophiles. Cependant, et contrairement 

aux résultats d’ohkwara et al. (1996), 

nous avons montré que l’expression de 

CD40 à la surface des éosinophiles est 

spontanée et n’est pas influencée par 

un traitement avec des médiateurs pro-

inflammatoires tels que le GM-CSF, 

l’iFnγ ou les complexes immuns 

d’immunoglobulines A. nous mon-

trons également que les éosinophiles 

expriment constitutivement CD40L à 

leur surface. La mesure de l’expres-

sion de CD40 et CD40L à la surface 

des éosinophiles a été réalisée par 

des expériences d’immunodétection 

par cytométrie en flux et par western 

blot. Apres 48 h de culture, la stimu-

lation de CD40 par une forme soluble 

recombinante humaine de CD40L ou 

par la fixation d’un anticorps agoniste 

réduisait de manière statistiquement 

significative le taux d’apoptose des 

éosinophiles. nous avons également 

montré, par Rt-PCR et immunodétec-

tion, que l’engagement de CD40 induit 

l’expression génique et protéique de 

c-iAP2, membre anti-apoptotique de 

la famille des protéines inhibitrices de 

l’apoptose. nous avons confirmé ce 

résultat en supprimant l’induction de 

l’expression de c-iAP2 par la trans-

fection d’éosinophiles, stimulés par 

CD40L après 48 h de culture, avec de 

courts fragments oligodeoxynucléoti-

diques de séquence inverse (antisens) 

à la séquence de l’ARnm codant pour 

c-iAP2. Ce «knockdown» de c-iAP2 

a aboli, de manière statistiquement 

significative, l’augmentation de survie 

consécutive à l’engagement de CD40 

dans les éosinophiles, démontrant le 

rôle majeur de c-iAP2 dans la trans-

mission de ce signal anti-apoptotique. 

enfin, ex vivo, nous avons montré par 

immunodétection de type western 

blot, qu’il existe une forte corrélation 

entre le pourcentage d’éosinophiles 

et le niveau d’expression protéique 

de c-iAP2 et CD40 dans les fractions 

cellulaires de sputums induits chez 

des patients asthmatiques. Ce résultat 

suggère que ce mécanisme joue un 

rôle dans l’inflammation allergique.

conclusions et 
perspectives

Afin d’éviter la perte de leur contenu 

cytoplasmique cytotoxique potentiel-

lement dangereux pour l’organisme, 

le taux de renouvellement des gra-

nulocytes est rapide. très tôt après 

leur libération dans la circulation, les 

granulocytes entament spontanément 

un processus physiologique de mort 

ou apoptose. Les cellules montrant 
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les signes précoces de l’apoptose sont 

rapidement éliminées de la circulation 

par les macrophages spléniques. S’ils 

ne sont pas activés et recrutés vers un 

site inflammatoire, la durée de demi-

vie des granulocytes dans le sang ne 

dépasse pas les 12 heures (Savill et 

al., 1989). Bien que jouant un rôle 

central dans le contrôle du nombre 

des granulocytes dans l’organisme, les 

mécanismes moléculaires de l’apop-

tose des granulocytes restent élusifs. 

Actuellement, l’apoptose spontanée 

des neutrophiles est essentiellement 

expliquée par la diminution progres-

sive de la protéine anti-apoptotique de 

la famille Bcl-2, Mcl-1. Plus récem-

ment, Zhu et collaborateurs (2006) 

ont montré que la désactivation de 

la voie des protéines Pi3k/Akt joue 

un rôle dans l’apoptose des neutro-

philes. nous apportons une nouvelle 

alternative, en démontrant le rôle des 

céramides de types C-16 et C-24 dans 

l’activation des caspases-8,-9 et-3 et 

l’induction de l’apoptose des neu-

trophiles. Comme c’est le cas dans 

d’autres types cellulaires, nous mon-

trons que ces céramides s’accumu-

lent au cours du temps via la voie 

de synthèse de novo. Dans d’autres 

types cellulaires, cette accumulation a 

lieu suite à un stimulus par différents 

facteurs endogènes (comme le tnF-

α, des lymphotoxines,  interactions 

cellulaires,…) ou exogènes (comme 

des drogues cytotoxiques telles que la 

daunorubicine, l’étoposide,…). Dans 

les neutrophiles, cet événement est 

spontané. Des investigations supplé-

mentaires sont nécessaires notamment 

pour identifier les signaux initiateurs 

de cette accumulation de céramides. 

Par ailleurs, au niveau du site inflam-

matoire, la durée de vie des neutro-

philes est augmentée par la présence 

de différents médiateurs dont la cyto-

kine pro-inflammatoire GM-CSF 

(Moulding et al., 1998). nous mon-

trons que cette cytokine abroge l’ac-

cumulation des céramides C-16 et 

C-24 et prolonge la durée de vie des 

neutrophiles. Les mécanismes molé-

culaires par lesquels le GM-CSF agit 

dans les neutrophiles sont multiples 

et non encore complètement éluci-

dés. Le GM-CSF impliquerait notam-

ment l’activation de protéine tyrosine 

kinase, de mitogen-activated protein 

kinases, des Janus kinase/StAt et 

Pi3-kinase. ici encore, nous appor-

tons une nouvelle explication à l’ef-

fet anti-apoptotique du GM-CSF sur 

l’apoptose des neutrophiles. De plus 

amples informations sont nécessaires 

pour mieux comprendre l’importance 

de notre découverte parmi les événe-

ments moléculaires associés à l’effet 

anti-apoptotique du GM-CSF sur les 

neutrophiles. Par contre, l’absence 

de modification des taux de céra-

mides C-16 et C-24 par traitement 

avec FasL, une molécule connue pour 

induire l’apoptose des neutrophiles, 

suggère que les mécanismes de mort 

induite par FasL sont indépendants de 

l’accumulation de céramides. 

Les proportions relatives en neutro-

philes ou en éosinophiles au niveau 

des sites inflammatoires sont fonc-

tion du type d’inflammation. Ainsi, on 

distingue des inflammations neutro-

philiques telles que la bronchopneu-

mopathie chronique obstructive et des 

inflammations à éosinophiles souvent 

caractéristiques des inflammations 

allergiques telles que l’asthme ou la 

rhinite allergique (Louis et al., 2000). 

Comme les neutrophiles et les éosino-

philes sont différemment sensibilisés 

en fonction du type d’inflammation, 

ils répondent également différem-

ment aux différents facteurs régula-

teurs de leur durée de vie tant endo-

gènes (comme le tnF-α, l’iL-5…) 

qu’exogènes (les glucocorticoïdes, la 

cyclosporine A). D’un point de vue 

thérapeutique, il semble donc intéres-

sant de pouvoir identifier des cibles 

différentielles pour chacun des types 

de granulocytes. Dans notre seconde 

étude, nous identifions une nouvelle 

voie régulatrice de l’apoptose spé-

cifique des éosinophiles, à savoir la 

voie CD40/CD40L inductrice de l’ex-

pression de la protéine inhibitrice de 

l’apoptose c-iAP2 (Yang et Li, 2000), 

et apportons les évidences de l’exis-

tence d’un mécanisme similaire in 

vivo en particulier dans l’inflammation 

allergique. Des études complémentai-

res sont nécessaires, notamment pour 

identifier les causes de l’induction de 

l’expression de CD40 à la surface des 

éosinophiles.

L’interaction CD40/CD40L est impli-

quée dans plusieurs événements par-

ticipant au développement et au main-

tien de l’inflammation allergique, telle 

que l’activation des cellules dendriti-

ques et l’induction de la commutation 

isotypique vers des immunoglobuli-

nes e par les lymphocytes B. CD40L 

est exprimé par différentes cellules 

immunes dont les lymphocytes t. Les 

lymphocytes t auxiliaires de type 2 

sont actuellement reconnus comme les 

chefs d’orchestre de la réaction allergi-

que (Holgate, 1999). il serait donc inté-

ressant d’étudier l’effet de l’interaction 

CD40L exprimé par les lymphocytes t 

avec le CD40 exprimés par les éosino-

philes sur la survie ou l’activation de 

ces dernières et/ou inversement. enfin, 

l’inflammation éosinophilique a été 

étudiée par plusieurs équipes dans des 

modèles de souris déficientes pour les 

gènes codants pour CD40 et CD40L 

(Hogan et al., 1997 ; Lei et al., 1998) 

et à la lumière de nos résultats in vitro 

et ex vivo, ces résultats soutiennent 
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désormais un modèle où l’interac-

tion CD40/CD40L n’intervient pas au 

début du développement de l’éosino-

philie provoquée après l’exposition à 

un allergène, mais est plutôt requise 

pour le maintien de cette inflamma-

tion. Dès lors, CD40, CD40L et c-iAP2 

peuvent être considérés comme des 

cibles pharmacologiques clés en vue 

de contrôler plus efficacement l’in-

flammation allergique.

en conclusion, ces travaux de doc-

torat ont permis d’identifier de nou-

veaux signaux régulateurs de l’apop-

tose des granulocytes. La première 

étude a démontré que les céramides 

de type C-16 et C-24 générés via la 

voie de novo participent à l’apoptose 

spontanée des neutrophiles en agis-

sant en amont des caspases-8, -9 et -3. 

D’autre part, cette étude suggère que le 

GM-CSF exerce son effet anti-apopto-

tique en partie via cette accumula-

tion de céramides. La seconde étude 

a démontré un mécanisme spécifique 

dans la régulation de l’apoptose des 

éosinophiles. D’une part, les éosino-

philes expriment spontanément CD40 

à leur surface et, d’autre part, la sti-

mulation de CD40 s’oppose à la mort 

des éosinophiles via l’induction de 

c-iAP2.  Dans cette deuxième étude, 

nous avons également montré que ce 

mécanisme pouvait être impliqué in 

vivo, en particulier dans l’inflamma-

tion allergique des voies respiratoires.
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