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ABSTRACT

Cell death has become one of the most studied biologic research fields for the last

ten years. Novel insights have enriched seminal discoveries in cell-death processes.

The work presented in this thesis contributed to this knowledge.

We herein report the description of a novel form of cell death, induced by ligation of

the ubiquitously expressed CD47 antigen. The cell death was characterized by the

cytoplasmic features of apoptosis including cell shrinkage, phosphatidylserine [PS]

exposure to the outer leaflet of the cytoplasmic membrane and drop in

mitochondrial membrane potential with maintenance of cytoplasmic membrane

integrity. By contrast, caspases, the proteolytic enzymes responsible for the major

biochemical and morphological changes observed during apoptosis, remained in

their unprocessed forms and inactivated. In addition, no nuclear changes were

observed during this novel cell-death process. CD47-induced cell-death signaling

required the extracellular and transmembrane domains of the molecule. No other

known CD47 signaling pathways appeared to be involved during this cell death

process. However, cytoskeleton reorganization, cell volume regulation by potassium

efflux, and an antimycin A sensitive signaling pathway were implicated in CD47-

induced cell-death signal.

This novel cell-death can be triggered in various cell lines of the hematopoietic

system and in Bcells from chronic lymphocytic leukemia patients [B-CLL].

Nonetheless, hematopoietic stem cells, the renewal source of the lymphocytic and

myeloid pools remained totally resistant to CD47-induced killing. We observed

CD47-induced cell-death in all B-CLL patients tested regardless the presence of

survival factors that are thought to be responsible for the incurable state of the

disease. Moreover, B-CLL killed by CD47 ligation were efficiently cleared by

immature dendritic cells through a phagocytosis mechanism, indicating that this



0 previously non-described cell<leath process was effective. The discovery and
characterization of CD47-induced caspase-independent cell-death might open new
therapeutic avenues for B-CLL disease.
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L'étude de la mort cellulaire a connu un essor considérable, ces dix dernières
années. A de grands concepts généraux se sont ajoutées de nouvelles voies qui
viennent enrichir et diversifier le terme générique de mort cellulaire. Le travail
présenté dans cette thèse contribue à élargir les connaissances acquises dans le
domaine de la mort cellulaire programmée des cellules de la lignée
hématapoïétique.

Nous rapportons que rengagement de l'antigène ubiquitaire CD47 induit une
nouvelle forme de mort cellulaire, qui se caractérise par des événements
cytoplasmiques de l'apoptose, comme l'ecto-exposition des phosphatydilsérines, la
diminution du volume cellulaire, le maintien de ('intégrité membranaire et la chute du
potentiel membranaire mitochondrial. Par contre, l'activation des protéases tenues
responsables de la plupart des modifications cytologiques de l'apoptose, les
caspases, n'est pas observée. Enfin, les noyaux des cellules tuées par CD47 restent
intacts. Cette signalisation mortelle nécessite les domaines extracellulaire et
transmembranaire de la molécule, mais semble être indépendante des principales
voies de signalisation déjà décrites pour CD47 et l'apoptose classique. Toutefois, la
réorganisation du cytosquelette, la mise en place d'un efflux potassique et la
participation d'une voie de signalisation inhibée par l'antimycine A, sont impliquées
dans cette nouvelle forme de mort cellulaire programmée.
Nous avons observé l'effet mortel de CD47 dans différentes cellules du système
immunitaire et dans les lymphocytes B issus de patients atteints de leucémie
lymphoïde chronique [LLC]. Par contre, les cellules souches de la lignée
hématopoïétique, nécessaire au renouvellement des populations lymphoïdes et
myéloïdes, sont totalement résistantes à cette forme de mort cellulaire. Nous
avons constaté que tous les lymphocytes B de LLC testés sont sensibles à CD47,
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0 et ce même en présence des facteurs de survie de la LLC tenus en partie
responsables de l'étiologie de la maladie et de son caractère incurable. De plus,
nous montrons que les cellules B de LLC tués par CD47 sont efficacement
phagocytés par des cellules dendritiques immatures, indiquant que cette mort
particulière conduit à l'élimination effective de celles-ci. La description et la
caractérisation de cette nouvelle voie d'induction de mort cellulaire, qui font l'objet
de cette thèse, ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques dans la LLC.

Mots clés : Humain

Immunologie

Leucémie Lymphoïde Chronique

Cellules Dendritiques

Caspases

Mitochondrie

Phagocytose
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Apoptose

Inflammation
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1. La mort cellulaire chez les métazoaires

u

1.1. Généralités

On distingue deux grands types de mort cellulaire chez les organismes

pluricellulaires ; l'apoptose et ta nécrose. L'apoptose est une mort cellulaire

physiologique ordonnée, prédéterminée par un programme génétique et

biochimique rigoureusement contrôlé. C'est un processus actif qui nécessite de

('énergie ; d'au le terme anthropomorphique alternativement employé de « suicide

cellulaire ». A l'inverse, la nécrose est une mort cellulaire accidentelle passive sans

programme identifié, et qui survient en absence d'énergie. Elle fait généralement

suite à une lésion cellulaire importante, provoquée par une forte altération du milieu

extracellulaire. L'apoptose peut n'affecter qu'une seule cellule au sein d'un tissu,

alors que la nécrose touche souvent un ensemble de cellules. On ne discrimine

habituellement la nécrose de l'apoptose que par des caractéristiques

essentiellement morphologiques, ce qui peut s'avérer équivoque. En effet, le terme

générique de nécrose est souvent employé pour décrire des types de mort

cellulaire dont les caractéristiques morphologiques ne suivent pas les schémas

conventionnels de l'apoptose (décrits au paragraphe 1.2], mais qui cependant sont

des processus physiologiques , impliquant parfois les mêmes signaux d'initiation

nécessaires à l'apoptose classique1351. Il semble donc que l'apoptose et la nécrose

puissent représenter les deux extrêmes d'une variété de formes de mort cellulaire

aux caractéristiques morphologiques et biochimiques diversifiées (3'6 7]. Par soucis

de clarté, nous utiliserons le terme « mort cellulaire programmée » le plus souvent

dans cette thèse. Cette mort programmée pouvant être de type apoptotique,

nécrotique ou autre'71.
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Le domaine de la biologie qui s'intéresse à la mort cellulaire a connu un essor

considerable ces cinq dernières années. Rien qu'en l'année 2000, plus de 10000

publications ont traité de ce sujet. Ce champ d'étude concerne toutes les disciplines

de la biologie, de l'embryologie à l'étude du vieillissement, en passant par l'oncologie,

['immunologie, la neurologie etc.... De très nombreuses voies conduisant à de

nouvelles formes de mort cellulaire ont été identifiées ces 20 dernières années.

Elles ont introduit de nouveaux concepts et terminologies'81. Toutefois nous

n'entrerons pas ici dans la polémique sémantique concernant les divers vocables

proposés [Anoîkis, Autophagie, Nécrapoptose, Oncose, Thanaptosis etc....]. D'un

point de vue phylogénétique, la mort cellulaire programmée est un processus très

conserve, puisqu'elle intervient dans le développement de tous les métazoaires et

existe même chez les plantes lors la chute des feuilles ou la formation de l'écorce .

Au demeurant, les bases moléculaires de la mort cellulaire programmée sont

posées par Hon/itz et son équipe dans les années 80, grâce à l'étude d'un petit ver

d'à peine 1 mm de long, le nématode Ceanorhabditis elegans. Les gènes ced [cell

death abnormal} aujourd'hui fameux sont ainsi identifiés ' 'I1].

1.2. L'apoptose

0

1.2.1. Rôle physiologique

La survie d'un organisme multicellulaire dépend du fonctionnement de groupes de

cellules différenciées qui constituent les différents tissus, membres et organes du

corps. Un équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire assure leur

développement harmonieux, leur renouvellement et leur maintien. Chez les

vertébrés, le renouvellement tissulaire est assuré par ta différenciation et

['expansion de progéniteurs cellulaire [cellules souches], compensées par
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l'élimination des cellules excédentaires ou sénescentes par apoptose. C'est le

maintien de l'homéostasie. On estime que l'équivalent en masse d'un corps humain

est ainsi renouvelé chaque année. Toutefois, les cellules du système nerveux dont le

capital cellulaire est pratiquement atteint à l'âge de trois ans chez l'Homme, les

cellules du myocarde, les cellules ciliées de l'oreille interne et les fibres

cristalliniennes font exception à ce processus de renouvellement.

L'apoptose joue un role prépondérant pendant le développement embryonnaire et

fœtal. Elle permet le dimorphisme sexuel, intervient tore du modelage des membres

et organes, et lors du développement du système nerveux durant lequel le cen/eau

et le réseau des connexions sont façonnés. Enfin, elle représente le stade ultime de

ta différenciation cellulaire pour les fibres cristalliniennes, les kératinocytes ou les

érythrocytes, qui perdent leurs noyaux par un mécanisme apoptotique. L'apoptose

est également garante de ta stabilité génomique, puisqu'elle rentre dans le

processus d'élimination des cellules dont les dommages à t'ADN sont irréparables

et potentiellement délétères [perte/gain de fonction, transmission d'aberrations

chromosomiques pouvant conduire à des transformations néoplasiques].

Finalement, en ce qui nous concerne, elle intervient lors de rétablissement

[formation du répertoire] et du fonctionnement [élimination de cellules cibles,

terminaison de la réponse immunitaire, maintien de l'homéostasie] du système

immunitaire. Nous aborderons dans un chapitre ultérieur ces points en particulier.

De nombreuses pathologies humaines sont provoquées par un dérèglement du

processus d'apoptose113' 13\ On distingue les maladies dont les manifestations

cliniques résultent d'une apoptose suractivée [maladies dégénératives, SIDA,...], ou

d'une apoptose insuffisante [malfonnations, néoplasies, maladies auto-immunes...].

L'étude de ces dérèglements a permis de mieux comprendre certains des

mécanismes de régulation de la vie cellulaire. Les connaissances acquises dans le
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domaine de la mort cellulaire vont favoriser la mise au point de stratégies

thérapeutiques visant ces pathologies'14' .

1.2.2. Caractéristiques mopphologiques

Les premières observations de cellules en apoptose ont été rapportées dès le

milieu du 19ème siècle , mais le terme d'apoptose n'est introduit qu'un siècle plus

tard par Kem. Wytlie et Cume en 1972, losque ceux-ci remarquent que des

changements morphologiques comparables surviennent lors de la mort

d'hépatocytes exposés à des toxines et de lymphocytes traités aux hormones'171.

Les cellules en apoptose présentent un boursouflement de la membrane plasmique

[blebbing], une diminution de volume marquée par un rétrécissement cellulaire

[shrinking], une condensation de la chromatine (noyaux pyknotiques] suivie d'une

fragmentation de l'ADN [karyorrhexose], et finalement un morcellement de ta cellule

par bourgeonnement en corps apoptotiques, contenant du matériel cytoplasmique

et nucléaire (fig. 1]. Généralement les autres organites apparaissent

morphologiquement intacts, néanmoins les mitochondries peuvent être légèrement

contractées, avec un épaississement de leurs matrices et on peut mettre en

evidence une baisse du potentiel mitochondrial membranaire [A'ij)J. Ces

modifications ont lieu alors que la membrane plasmique est pratiquement inaltérée

[exclusion des colorants vitaux). In vitro, les cellules n'étant pas éliminées par

hétérophagie [Cf. Discussion], on observe finalement une lyse des cellules due à la

rupture de la membrane plasmique, phénomène désigné par le terme de « nécrose

secondaire » ou «nécr'ose tardive ». Cette séquence d'altérations morphologiques

u
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Figure 1: Changements morphologiques survenant lors de l'apoptose et de la nécrose.
1 : Cellule engagée dans une voie apoptotique; la cellule et le noyeau se condensent, les
phosphatydilsérines sont exposées [en jaune]. 2: Plus tardivement la cellule se fractionne
en "corps apoptotiques. 3: In vitro, la cellule n'étant pas éliminée va finalement perdre
son intégrité membranaire et rentrer en "nécrose tardive". 1': La cellule nécrotique
gonfle, perd son intégrité membranaire et expose ses phosphatydilsérines simultanément.
Le noyau reste apparemment intact.
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est coordonnée par la mise en place de signaux d'induction, puis d'exécution de

l'apoptose. Différents intervenants moléculaires, regroupés en familles de gènes, y

participent.

u

1.2.3. Caractéristiques biochimiques

Un grand nombre de gènes orchestrant ta régulation de l'apoptose ont déjà été

caractérisés. L'étude du nématode Ceanorhabditis elegans, un animal ancestral,

phylogénétiquement éloigné de l'Homme de plusieurs millions d'années, est à la

base de ces travaux. Il est constitué à l'âge adulte d'à peine 1000 cellules

somatiques et, durant son développement exactement 131 cellules sont perdues

par un processus d'apoptose. Cet organisme transparent permet le suivi de

chaque cellule au sein de l'animal vivant. L'analyse de mutants a permis d'identifier

quatre gènes impliqués dans la régulation de la mort cellulaire chez ce ver. Ces

gènes codent les protéines Ced-3, Ced-4 et Ced-9 [Ced; cell death abnormal] ainsi

que Egl-1 [Egl: Egg-laying defective}. Ced-3 est une protéase à cystéine, dont

f'association avec Ced-4 est nécessaire pour son activation. Ced-9 inhibe cette

activation en se fixant à Ced-4. Enfin, Egl-1 est un antagoniste de Ced-9.

Le premier' orthologue identifié chez tes mammifères fut le proto-oncogène bcl-S. Sa

capacité à relever l'absence de ced-9 chez C. elegans suggère à l'époque que la

mort cellulaire est conservée dans ta phy!ogenèse[ . Cette hypothèse est

aujourd'hui corroborée par des études complémentaires faites, entre autres, chez

la Drosophile, la Souris et t'Homme, chez qui il existe des homologues respectifs de

ces quatre gènes. Chez l'Homme, 15 homologues de Ced-3 [la famille des

caspases}, une quinzaine d'homologues de Ced-9 et Egl-1 [la familles de Bcl-2 et de

Bid], et un homologue de Ced-4 [Apaf-1 ] ont été caractérisés à ce jour.
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Q. La mort cellulaire par apoptose peut être induite par des voies très variées chez les

vertébrés, en fonction du type de cellule, de son stade de différenciation, de sa

fonction, de son environnement, mais aussi en fonction de son propre état. La

cellule peut donc intégrer des signaux mortels qui proviennent de l'extérieur de la

cellule, mais aussi de l'intérieur, traduisant une atteinte de son intégrité. En effet,

une cellule dont l'AND est trop endommagé, dont le réticulum endoplasmique ou les

mitochondries sont détériorées, ou bien qui présente une anomalie dans la

machinerie de division cellulaire, va se « suicider ». Il existe virtuellement autant de

voies conduisant à l'apoptose qu'il existe de situations différentes. Néanmoins,

quelles qu'en soient les expressions [infections, toxines, signalisation via des

récepteurs spécialisés, privation de facteurs de survie, suicide...] le sort d'une cellule

qui a reçu un signal « fatal » diverge généralement peu. Une fois le signal reçu

[l'induction], l'apoptose utilise un nombre apparemment plus restreint de gènes lors

de sa phase effectrice. Délibérément, nous ne survolerons dans ce chapitre que les

voies majeures qui surviennent dans des conditions physiologiques normales chez

les mammifères, et plus particulièrement dans les cellules du système immunitaire.

Grossièrement, deux schémas généraux d'induction de l'apoptose peuvent être

dégagés de l'ensemble des études entreprises dans ces cellules. Une induction

extrinsèque [via des récepteurs membranaires] et intrinsèque [via la mitochondrie].

Ces voies, cependant, ne sont pas mutuellement exclusives. Autour des principaux

intervenants moléculaires de l'apoptose, nous illustrerons par quelques exemples le

déroulement de ce processus dans les lymphocytes.

0

1.2.3.1. Les ça spa ses

Les caspases constituent une famille de cystéine protéases composée de 15

membres à ce jour identifiés [casp-1 à casp-15]11B119). Leur nom [caspase : cysteinyl
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aspartate-specific proteases] provient de leur spécificité de clivage après un résidu

aspartique placé en position Pl de la séquence peptidique qu'elles reconnaissent.

Elles peuvent être classées selon un ordonnancement phylogénétique, en fonction

de leur* degré d'affinité pour les résidus P2-P4 en amont de leur site de clivage , ou

encore en fonction de leur participation reconnue dans l'apoptose [fig. 2].

Parmi les caspases impliquées dans la mort programmée des cellules du système

immunitaire, certaines interviennent durant la phase d'induction de l'apoptose, les

caspases inductrices [ex : casp-8, -9 et -10], d'autre tors de ta phase effectrice, les

caspases exécutrices [casp^B, -6 et -7].

La plupart des caspases sont présentes dans la cellule (au niveau du cytoplasme ou

de la mitochondrie] sous des formes zymogènes ayant une activité enzymatique

résiduelle. Celle<:i est exacerbée par clivage protéolytique. Les caspases sont

composées d'un pro-domaine N-terminal qui leur confèrent la capacité de s'associer

à des partenaires moléculaires, et des domaines pl 0 et p20 qui, une fois clivés

[après un résidu aspartique], vont produire l'enzyme active. Cette dernière est

généralement constituée d'un tétramère formé de deux hétérodimères p10-p20.

De façon schématique, l'activation des caspases se déroule selon trois

mécanismes : 1/ la transactivation par « proximité induite » [ex. casp-8]; 2/

l'autoactivation par modifications atlostériques [ex. casp-9]; et 3/ l'activation

protéolytique par d'autres caspases en amont [ex. casp-3] ' . Les deux premiers

procédés impliquent ta participation de molécules adaptatrices nécessaires à la

regulation et à l'activation des caspases inductrices (Cf. Chap. suivants]. Les

caspases s'y connectent par des interactions homotypiques, grâce à des motifs

determines contenus dans leur pro-domaine. Il s'agit du motif CARD [caspase

recruitment domain] de la casp-9 et du
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n
TABLEAU I. Phénotypes des souris déficientes pour différentes

caspases

CASPASES DÉVELOPPEMENT DEFAULTS

Caspase-1 Normal

Caspase-2 Normal

Caspase-3 Mortalité périnatale

Développement cérébral
anormal

Caspase-6 Normal

Pasd'IL-1(3nid'IL-18mature;
Resistance au choc toxique induit par le
LPS

Ovocytes en surnombre, motoneurones
faciaux moins nombreux

Resistance des cellules B
tymphoblastiques aux granzymes B

Apoptose défectueuse chez les
p.rogéniteurs cellulaires des neurones.

Pas de fragmentation d'ADN lors de
l'apoptose des autres cellules.

Non démontré

Caspase-7 Létalité embryonnaire Non démontré

Caspase-8 Létalité embryonnaire

Développement anormal du
muscle cardiaque et du
système hématopoïétique

Caspase-9 Létalité embryonnaire /
mortalité périnatale

Développement cérébral
anormal

Caspase-11 Normal

Caspase-12 Normal

Resistance des cellules fibroblastiques
embryonnaires aux récepteurs de mort
[Fas,TNF-RletDR-3]

Apoptose défectueuse chez les
progéniteure cellulaires des neurones.

Défaut de la voie apoptotique
mitochondriaie chez les thymocytes

Pas d'IL-1 p ni d'IL-1 8 mature ;
Resistance au choc toxique induit par le
LPS

Pas d'apoptose induite suite à un stress
du réticulum endoplasmique.

u
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motif DED [death effector domain] des casp-8 et -10. Une fois activées, les

caspases inductrices activent à leur tour les caspases effectrices par clivage.

Cette cascade protéolytique déclenche une boucle catalytique amplificatrice. Les

caspases effectrices vont alors lyser une série de substrats cellulaires déterminés.

Cette protéolyse ciblée va entraîner les conséquences suivantes : 1/ lever

l'inhibition d'autres effecteurs de l'apoptose [ex : ICAD/CAD]; 2/ activer d'autres

voies importantes de signalisation participant à la phase effectrice [ex : caspases

effectrices. Bid, R3CK-1...]: 3/ interrompre tes processus biologiques de la cellule en

désactivant des substrats nécessaires au maintien de la signalisation [ex: Rb,

STAT1, Akt-1...], de l'intégrité du génome (ex: PARP, DNA-PK...], et de la structure

cellulaire (ex : actine, kératine, lamines, vimentine...}. L'ensemble de ces événements

contribue à rétablissement de la plupart des caractéristiques morphologiques et

biochimiques de I'apoptose[s3'EGi. À titre d'exemple, les changements structurels du

noyau dépendent en grande partie de l'activité des caspases. En effet, le clivage de

l'ADN en fragments intemucléosomaux résulte de l'acth/ité DNase de CAD (CAD :

Caspase-Activated Deoxyribonuclease]. Dans une cellule en vie, cette DNase est

maintenue dans le cytoplasme où son activité est inhibée par son association avec

ICAD (ICAD : inhibiteur de CAD]. La levée de l'inhibition se fait quand ICAD est clivé

par la casp-3. Ceci permet la libération de CAD, sa translocation dans le noyau et,

conséquemment, la fragmentation de l'ADN en fragments multiples de 180 paires

de bases127'asl. Très récemment, une autre DNase participant à la fragmentation de

I'ADN lore de l'apoptose, l'endonucléase mitochondriale G [endo-G], à été clones. Sa

translocation de la mitochondrievers le noyau dépend également des caspases'291.

\J
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n L'étude de souris dont les gènes de différentes caspases ont été invalidés par

recombinaison homologue, les souris knock-outs*, à permis de mettre en évidence

les divers niveaux d'implication des caspases et leur hiérarchisation dans la mort

cellulaire . En effet, si certaines caspases sont essentielles, d'autres ne jouent

aucun rôle dans l'apoptose. D'autre part, leur nécessité varie en fonction des tissus,

du type de signal apoptotique et du stade de développement examiné. Les

phénotypes des différentes souris knock-outs sont résumés dans le tableau l. Les

souris casp-1 et -11 knock-out par exemple, ne présentent aucun défaut

d'apoptose. Par contre la maturation des cytokines pro-inflammatoires IL-1 P et IL-

18 n'a plus lieu, impliquant que ces caspases sont responsables de leur activation.

Les souris casp-2 knock-out ne présentent que de très légères altérations.

Notamment un nombre supérieur de cellules germinates est présent chez les

femelles, et une résistance accrue à la cytotoxicité est détectée [Cf. Chap. 2.2]. Les

souris casp-12 présentent un défauts mineur de réponse au stress.

Cependant, les caspases-3, -7, -8 et -9 sont essentielles au développement

embryonnaire et à la survie des souris parvenues à terme. Les souris casp-3 et -9

knock-out ont un phénotype très similaire, quoique l'inactivation de la caspase-9

conduise à des altérations plus sévères dans le développement neuronal [mort in

utero]. Ces souris ont un développement neuronal très fortement altéré, cause

probable de leur mort. En dehors des cellules du sytème nerveux, les souris casp-3

knock-out ne présentent pas de déficience majeure d'apoptose. Leurs cellules

hématopoïétiques répondent à des stimuli apoptotiques extrinsèques et

intrinsèques. Cependant, la fragmentation d'ADN et le bourgeonnement de la

membrane plasmique ne sont généralement pas observés. Chez les souris casp-9

0
*,'Certains des termes de biologie employés dans cette thèse sont en langage international,
non-traduits, par souci de clarté et/ou de concision. Il en va de même pour certains des
sigles et abréviations listées précédemment.
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n knock-out, la réponse aux signaux intrinsèques est absente alors que les cellules

répondent bien aux signaux via les récepteurs de mort.

Chez l'homme, une étude récente rapporte le cas de deux familles chez qui la

caspase-10 est mutée. Le phénotype de ces patients est très proche de celui des

patients qui présentent des mutations dans les gènes Fas ou FasL [Cf. Chap.

suivant]. Au niveau cellulaire, cette mutation entraîne une accumulation de cellules

dendritiques [DCs] dans la zone T des ganglions lymphatiques, due à une résistance

des DCs à l'apoptose induite par TRAIL P'RAIL: TNF-related apoptosis inducing

ligancf]. Des défauts dans la voie Fas sont aussi observés. Le maintien d'un grand

nombre de cellules dentritiques présentatrices d'antigène dans la zone T, ajouté aux

alterations observées dans la voie Fas, participeraient à la suractivation des T

conduisant à une lymphoprolifération et une auto-immunité plus sévère chez ces

patients.

0

1.2.3.2. Les récepteurs de mort

Le contrôle de l'homéostasie lymphocytaire dépend en partie de la régulation de

deux grandes familles de molécules : les récepteurs membranaires de la

superfamille du TNF-R [tumor necrosis factor receptor] et leurs ligands respectifs

de la famille du TNF. Suivant la nature du récepteur, du type cellulaire et des signaux

connexes reçus, ces molécules peuvent signaler la survie, la prolifération, la

differentiation ou la mort cellulaire.

Les « récepteurs de mort » constituent une sous-famille des TNF-Rs dont la

particularité réside dans leur portion intracytoplasmique. Ces molécules

contiennent toutes un « domaine de mort » DD [death domain], nécessaire à la

transmission d'un signal mortel. En effet, ces récepteurs [TNF-RI, CD95/Fas, DR3,

DR4, DR5, DR6...] n'ont pas d'activité enzymatique intrinsèque. Leur association



n

0

15

avec des molécules adaptatrices [FADD : Fas-associating death domain protein,

TRADD : TNF-H1-associated death domain protein et RIP : receptor-interacting

protein] permet de les connecter aux caspases (généralement la casp-8] qui vont

transmettre le signal1181. Ces molécules adaptatrices contiennent également un

motif DD en plus d'un motif DED. Les ligands des récepteurs de mort [FasL, TRAIL,

TNF-a, Lymphotoxine-a etc...] sont pour la plupart synthétisés sous forme

trimérique [membranaire ou soluble], et une forte agrégation de leur récepteur

semble indispensable à la transmission du signal.

Le cas de Fas/FasL est le plus étudié en immunologie car des mutations chez

l'Homme et la Souris affectent particulièrement le système lymphoïde [Cf. Chap. 2].

Brièvement, sous I'action de son ligand FasL, Fas se trimèrise. Ceci entraîne une

modification allostérique de ses domaines DD et permet une interaction

homotypique avec les domaines DD des molécules FADD. A leur tour, les molécules

FADD vont recruter plusieurs formes zymogènes de casp-8, cette fois par une

interaction homotypique DED-DED. et ainsi former un complexe multimoléculaire

nommé DISC [death inducing signaling complex]. Le regroupement de plusieurs

casp-8 permet leur activation, probablement par clivage en « trans » (modèle de

proximite induite] . Ainsi activées, ces caspases vont initier la cascade de

signalisation en clivant (activant] les caspases effectrices casp-3, et casp-7 . Dans

les cellules qui contiennent un nombre insuffisant de casp-8 pour déclencher une

cascade signalétique efficace, une béquille mitochondriale est mise en place par

l'intennédiaire de Bid. Bid est une protéine de la famille de Bcl-2 (voir chap. suivant],

dont la forme native est cytoplasmique. Sous l'action de la casp-8, une forme

mature t-Bid est généree. t-Bid est alors transloqué vers la mitochondrie où son

action pro-apoptotique va permettre d'amplifier le signal initial provenant du

récepteur Fas[ ' [voir chap. suivant et fig. 4].
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n Notons que des travaux récents remettent en question le modèle de trimérisation

des récepteurs Fas etTNFR par leur ligand. Les récepteurs de mort possèdent en

effet la faculté de former des trimères en l'absence de leur ligand, grâce à des

domaines extracellulaires nommés PLAD [preligand assembly domain]. Dans ces

conditions, le mode d'action de leur ligand reste à définir . Enfin, de façon

surprenante, des récepteurs de mort on été impliqués dans la croissance et la

differentiation de certains types cellulaires. C'est le cas notamment de Fas qui peut

avoir une action stimulante sur la prolifération T, ou encore induire une

differentiation accrue des cellules dendritiques [DCs]. A I'inverse, certains

récepteurs de la famille du TNF-R qui ne possèdent pas de domaines DD ont été

impliqué dans l'induction de la mort cellulaire. Par exemple, le TNFR-11 intervient dans

l'élimination des lymphocytes T activés lors de la terminaison de la réponse

immunitaire'371.

0

1.2.3.3. Les protéines de la famille Bcl-2

Outre la signalisation via les TNF-Rs fTNF-RII, CD40...], la survie des lymphocytes

dépend de la présence de cytokines. Dans certaines conditions, l'absence de ces

facteurs de survie entraîne la mort des lymphocytes par un processus qui fait

intervenir des protéines de la famille Bcl-2 [Figure 3]. Cette famille grandissante

comprend des membres dont l'action protège de la mort cellulaire [Bcl-2, BCI-XL,

Mcl-1...], ou l'induit [Bax, Bad, Bim...]. Un sous-classement en fonction du degré

d'homologie avec des régions BH [Bcl-2 Homology] contenues dans Bcl-2 (BH1 à

BH4] permet de distinguer les molécules à effet anti-apoptotique de celles à effets

pro-apoptotiques du genre Bax ou ne contenant qu'un domaine BH3, comme Bad et

Bid. Les protéines de cette grande famille partagent cependant la propriété de

s'insérer dans les membranes grâce à leur domaine TM hydrophobe. On les
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n retrouve dans le réticulum endoplasmique, la membrane nucléaire externe et au

niveau des mitochondries. Bad et Bid font exception, puisqu'ils ne possèdent pas de

domaine hydrophobe TM [voir fig. 3]. Sous leur forme inactive, ils sont séquestrés

dans le cytoplasme. La forme active de Bid (t-Bidj possède cependant un site de

myristillation qui lui permettrait de se fixer à la membrane mitochondriale. En règle

générale, les protéines pro-apototiques [Bax, Bad, etc...] antagonisent l'action

protectrice des membres anti-apoptotiques [Bcl-2, Bcl-Xi etc...] en formant avec eux

des hétéro-multimères. Plus précisément, le ratio Protecteur/Tueurva être un des

facteurs déterminant la vie ou la mort de la cellule. L'intégration de ces signaux

s'effectue, à de rares exceptions près, dans les mitochondries. En modifiant la

perméabilité de la membrane externe mitochondriale, les molécules de la famille Bcl-

2 vont permettre ou empêcher la libération de facteurs protéiques contenus dans

les mitochondries, tels le cytochrome e, Smac/Diablo qui contribuent à l'activation

des caspases, des caspases elles mêmes [casp-2 et casp-9] ou d'AIF dont l'action

est indépendante de celles-ci. La régulation de ces signaux est extrêmement

complexe comme en témoigne la grande diversité de cette famille atypique. Elle peut

s'exercer au niveau transcriptionnel, mais également au niveau post-

transductionnel. Par exemple, dans les cellules recevant des signaux de survie

dépendant de la P13K [ex: IL-3], Bad est maintenu phosphorylé par la protéine

tyrosine kinase AKT. Bad phosphorylé est séquestré dans le cytoplasme par la

protéine 14-3-3 d'au il ne peut agir. Bim, quant à lui, est associé aux microtubules

par la dynéine. En l'absence de signal de survie, Bad [qui n'est plus phosphorylé] et

Bim migrent vers la mitochondrie où ils antagonisent l'action de Bcl-2 et Bcl-XI

respectivement. Ceci permet la libération de facteurs pro-apoptotiques et

l'activation conséquentes de la caspase-9 par la

0



18

n Bcl-2

Bcl-XI

Bcl-W

A-1

Mcl-1

Boo

4

4

4

4

3

3

3]3—[2.}-ËM

C3j-CT]--C2}-[TM]

1

CsD-D^

2 1-iTM

2

6-Mj

CaIH 2 h-ITM

Promoteurs
de survie

Bax

Bok/mid

Bcl-Xs

Bak

4

3

3

3

3

J-

1 H 2 hîrivi

2 1-TM

-fcjVJl

1 H 2 |-(TM

Bad

Bik/Nbk

Bid

Hrk/DP5

Blk

Bim

€3

3

3

-Œ}-
3

3

ETM]

EM

IM

Promoteurs
de mort

<J

Figure 3: Représentation schématique des seize membres identifiés de la famille de
Bcl-2. Les régions BH1 à BH4 (Bcl-2 homology] sont indiquées par leurs chiffres
respectifs. Une sous classification permet de distinguer les molécules qui n'ont que la
region BH3 parmis les promoteurs de mort cellulaire. TM: region hydrophobe C-terminale.
Adaptée de Strasser et al. 2000. (Réf. 18]
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formation de l'apoptosome'38' 39) [voir figure 4]. De plus, il a été montré que la

calcineurine [phosphatase dépendante du calcium] induit l'apoptose en

déphosphorylant Bad . Bid quant à lui nécessite l'action de la caspase-8 pour agir.

Sa forme active (t-Bid] est le résultat d'un clivage protéolytique qui libère un site

probable de myristilation. Plutôt que d'antagoniser un membre anti-apoptotique [Bc[-

2] comme on l'a initialement suggéré, il semblerait en fait que t-Bid catalyse des

changements conformationnels de son partenaire Bax, agissant ainsi en synergie

avec ce dernier1351.

Les travaux sur les souris knock-out nous enseignent que la regulation de ces

différents membres varie en fonction du stade de différenciation et du type cellulaire

examiné. Par exemple, Bcl-2 est préférentiellement exprimé dans les lymphocytes T

et B mature alors que son homologue Bcl-XI protège plutôt les thymocytes où Bcl-2

est quasiment absent .

0

1.2.3.4. Mécanismes intrinsèques de contrôle de
l'apoptose

Comme nous l'avons entrevu dans les chapitres précédents, certains acteurs de

l'apoptose [ex : Fas) peuvent jouer un rôle opposé et favoriser la vie au lieu de

l'enlever. A l'inveree, des facteurs de survie (ex : CD40] peuvent être impliqués dans

la mort cellulaire . Un degré de complexité supplémentaire dans te contrôle et la

regulation de la mort celiuiaire est apporté par la découverte de diverses molécules

inhibitrices endogènes. Parmi celles-ci on compte des récepteurs leurres [ex:

DcR1, DcR2, DcR3...] des caspases leurres (ex: c-FLIP...], les lAPs et

SMAC/DIABUQ.

Les récepteurs leurres [decoy receptors; DcFS\ sont des molécules homologues

des récepteurs de mort, mais dépoun/ues d'activité mortelle. Ces récepteurs se

présentent sous forme soluble ou membranaire. Ils inhibent la mort induite par
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n leurs homologues en rentrant en compétition pour leur liaison avec le ligand.

Comme certains des ces récepteurs [ex: FDR] contiennent également les

domaines extracellulaires PLAD [Cf. Chap. 1.2.3.2.], on pense qu'ils pourraient gêner

la formation des trimères membranaires en formant des récepteurs mixtes

Fas/FDR148'. Des cas de caspases leurres existent également. c-FLIP [FADD-like ICE

inhibitory protein] est une isoforme de la casp-8 dont le site catalytique tronqué est

non fonctionnel. c-FLIP rentre en compétition avec les caspases-8 et-10 dans le

formation du DISC grâce à ses deux domaines DED (Cf. Chap. 1.1.3.2.]. La casp-2

possède également une isoforme inhibitrice, casp-2s. Son implication dans la

protection des motoneurones faciaux est avancée '. Les lAPs [inhibitors of
apoptosis proteins] sont des molécules qui ont toutes la particularité de contenir un

ou plusieurs motifs BIP [Baculovirus lAP-repeat] nécessaires et suffisants à leur

activité inhibitrice. Chez l'Homme, trois membres de cette famille (XIAP, clAP-1 et

clAP-2] possèdent la capacité de bloquer l'activation [ou l'activité] des caspases en

s'y fixant . De plus, XIAP contient un motif RING d'ubiquitination, ce qui pourrait
conduire à ta dégradation des casapses sur lesquelles elle est fixé. Enfin, ce

système d'inhibition des caspases est levé par la fixation de la molécule

mitochondriale SMAC/DIABLO sur les domaines BIP des IAP[43'441.

0

On voit par ces quelques exemples que la régulation de l'apoptose implique un

niveau de complexité élevé. Les organismes multicellulaires supérieurs ont évolué

de façon à ce que la régulation de l'homéostasie soit drastiquement contrôlée. Alors

que chez les mammifères l'absence de mort cellulaire est létale, le développement

et la vie de C. elegans ne sont pas affectés par les 131 cellules sumuméraires

induites par l'absence de CED-3.
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n
1.3. La nécrose

0

1.3.1. Implications physiologiques

La nécrose est une mort cellulaire accidentelle et non programmée, qui survient

dans des conditions pathologiques, à la suite d'un stress intense de la cellule. Elle

est engendrée par une anoxie brutale, ou une soudaine privation en nutriments

[nécrose ischémique, infarctus, gangrenés...], ou des conditions physico-chimiques

extremes [brûlures par la chaleur, les acides et les bases, les détergents;

traumatismes mécaniques...]. Les conséquences qu'elle entraîne sont

généralement préjudiciables à l'organisme. A l'inverse de l'apoptose, la nécrose

touche souvent un grand nombre de cellules. Elle entraîne des réactions

inflammatoires, qui peuvent ensuite donner lieu à une fibrose des tissus, et, dans les

cas plus graves, à leur disparition, la dégénérescence des cellules étant plus rapide

que leur renouvellement. Lors de petits traumatismes cependant, la réaction

inflammatoire déclenchée a son utilité. En effet, ces signaux de stress permettent,

d'une part, de recruter les cellules du système immunitaire au site de la lésion. Une

réponse adaptée aux éventuels pathogènes qui auraient franchi la barrière de la

peau, par exemple, peut alors être mise en place . D'autre part, les signaux de
stress déclenchent le processus de cicatrisation.

Le terme nécrose est toutefois employé afin de décrire des morts cellulaires non

accidentelles. En effet, des types de mort cellulaire programmée à morphologie

nécrotique sont décrits. G. Majno et l. Joris proposent de ce fait te terme « oncose »

pour désigner une mort non apoptotique, durant laquelle les cellules gonflent au lieu

de rétrécir, le terme de nécrose décrivant le stade dégénératif de la mort cellulaire,

que celle-ci soit programmée ou non. Pour eux la nécrose décrit un " cadavre " de

cellule et non le processus qui l'a conduit à cet état . Cependant, comme peu sont
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ceux qui en font la distinction dans la littérature, nous continuerons à emprunter ce

terme quelque peu abusif.

De plus en plus de travaux rapportent des exemples de « nécrose programmée »'3'

51. Dans ces cas-là, les conséquences qu'elle entraîne sont moins désastreuses

pour f'organisme, et entrent même dans un processus purement physiologique. Par

exemple, lors de la formation des extrémités chez la Souris pendant le

développement embryonnaire, la séparation des doigts fait suite à la perte des

cellules de l'espace interdigfcale. Cette perte cellulaire fait inten/enir dans une part

importante une mort cellulaire à morphologie nécrotique . Parallèlement chez te

Poulet, l'analyse in vivo de la dynamique cellulaire instaurée lore de l'embryogenèse

montre qu'une quantité très importante de phagocytes emplis de débris cellulaires

se retrouvent dans ces espaces interdigitaux1 , ce qui est un signe d'inflammation.

La nature exacte des phagocytes n'est pas déterminée (peut-être des cellules

parenchymateuses et des macrophages tissulaires] et il semble peu probable qu'à

ce stade précoce du développement - te système immunitaire n'est pas

complètement formé - une réponse inflammatoire « professionnelle » puisse exister.

Cet exemple suggère que, dans des conditions précises, la mort nécrotique joue un

role preponderant dans l'organisme et participe activement à sa mor'phogenèse.

u

1.3.2. Signes distinctifs - Particularités

La nécrose se distingue de l'apoptose classique d'un point de vue morphologique et

biochimique. Essentiellement, les cellules nécrotiques présentent un gonflement

cytoplasmique et mitochondrial, ce qui exerce une forte pr'ession sur la membrane

plasmique et conduit finalement à l'éclatement de la celluie16'. Les composantes

cytoplasmiques sont alors dispersées dans le milieu extracellulaire. De ce fait, la

nécrose s'accompagne toujours d'une réponse inflammatoire. Ensuite, les
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caspases ne sont jamais activées lors de la nécrose. Il semble même que dans des

conditions où l'inactivation des caspases est provoquée [inhibiteur tel z-VAD,

generation d'espèces réactives à l'oxygènes, ROS}, la mort; cellulaire apoptotique est

déviée vers une forme nécrotique'5' 47' 4S1. Enfin, le noyau des cellules nécn3tiques

présente peu ou pas de changements morphologiques. Dans certains cas

cependant, une condensation homogène légère et un clivage en hauts poids

moléculaires de l'ADN peuvent être obsen/és12'4al.

Au niveau mitochondrial, la distinction nécrose/apoptose est moins tranchée. En

effet, une dissipation du potentiel membranaire mitochondrial [AipJ s'obsen/e dans

les deux cas. Toutefois, lors de la nécrose cette perturbation résulte de

modifications bioénergétiques et osmotiques (catastrophe bioénergétique] qui

conduisent finalement au gonflement de ces organelles '.

2. Rôle de la mort cellulaire dans le

système immunitaire

2.1. Développement des lymphocytes B et T

Les lymphocytes B et T sont des cellules hautement spécialisées du système

immunitaire adaptatif, qui, grâce à leurs récepteurs à l'antigène, respectivement le

BCR [B-cell receptor] et le TCR pT-cell receptor], peuvent virtuellement reconnaître

plus d'antigènes qu'il n'en existe dans la nature. Cette grande diversité forme un

répertoire d'environ 109 récepteurs de spécificités différentes pour chaque type

cellulaire. Le génome humain comprenant bien moins d'un million de gènes, le

principe un gène/une protéine ne s'applique ici plus. Cette plasticité résulte en fait

du rearrangement somatique d'un nombre limité de gènes : ta recombinaison

aénigue ).
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Les récepteurs à l'antigène sont des complexes multi-caténaires formés de chaînes

variables qui reconnaissent l'antigène, associées à des chaînes invariantes

nécessaires à la transmission du signal. L'organisation génomique des gènes

codant les immunoglobutines est comparable à celle des gènes codant les chaînes

a et P du TCR [le répertoire yô étant plus restreint]. Bien que différentes, les étapes

du développement lymphocytaire B et T répondent aux mêmes exigences : former

un répertoire fonctionnel, diversifié, tolérant et, en ce qui concerne les T, restreint

aux antigène du soi. Pour ce faire, des mécanismes de contrôle ont été mis en

place tout au long du processus de différenciation des lymphocytes. Ces points de

contrôles ou « checkpoints » permettent l'élimination par apoptose des cellules qui

risquent d'exprimer un récepteur non fonctionnel, de celles potentiellement auto

réactives ou non restreintes au soi. A titre d'exemple, lors du développement B, le

premier point de contrôle se situe après le rearrangement du locus de la chaîne

lourde [H] des Ig. Les pro-B tardifs qui ne sont parvenus à réarranger aucun de leur

deux locus H [un par chromosome], sont éliminés par apoptose. De façon similaire,

les pré-B qui ne parviennent à exprimer aucune chaîne légère [quatre possibilités, 2

K et 2 À.] meurent également. Finalement, tes lymphocytes B immatures [mlg

fonctionnelle] qui reconnaissent dans la moelle osseuse des antigènes du soi sont

éliminés par apoptose ou rendus anergiques. Les B vont alors migrer en périphérie

[dans ta rate et les ganglions] où ils vont subir une dernière phase de sélection lors

de leurs première rencontre avec l'antigène. En effet, afin d'augmenter l'efficacité

des anticorps, des mutations ponctuelles dans tes régions qui interagissent avec

l'antigène (CDR1, CDR2 et CDR3] des Ig vont avoir lieu. Ce phénomène de mutations

somatiques étant aléatoire, des récepteurs de moins bonne affinité ou auto-réactifs

vont être également produfts. Les lymphocytes B qui les arboreront seront

éliminées.
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2.2. Réponse immunitaire

Le système immunitaire a développé des stratégies complexes et finement réglées

pour lutter contre les pathogènes, vivre en harmonie avec son environnement et

preserver l'intégrité du soi. La mort cellulaire joue un rôle prépondérant dans le

maintien de cet équilibre. Lors d'une infection, des lymphocytes B et T périphériques

spécifiques de l'antigène vont être activés et se multiplier pour permettre

l'élimination ciblée de l'intrus. Dans le cas de pathogènes intracellulaires, les cellules

infectées sont éliminées par des cellules NK et les lymphocytes T cytotoxiques. La

cytotoxicité est obtenue d'une part, par la stimulation des récepteurs de mort de la

cellule cible via le TNF-a et FasL de la cellule effectrice [voir chap 1.2.3.2.], et d'autre

part par l'exocytose de granules cytotoxiques contenant essentiellement de la

perforine et des granzymes. Le mode d'action de ces molécules est le suivant : la

perforine se fixe à la membrane de la cellule cible et se multimérise pour former

des pores qui vont permettre l'entrée des granzymes . Les granzymes de type B

sont des estérases à serine qui ont en commun avec les caspases la capacité de

cliver après un résidu aspartique. De ce fait, il a été montré que les granzymes B

sont capables d'activer les caspases-3, -6, -7, -8, -9 et -10 in vitro et la caspase-8 in

vivo. Par ailleurs, des cellules B lymphoblastiques issues de souris casp-2 knock-out

présentent une résistance accrue à la mort induite par les granzymes B en

presence de perforine . Enfin, les granzymes peuvent activer Bid et générer la

forme clivée t-Bid. La cascade protéolytique déclenchée par l'entrée des granzymes

B dans la cellule cible va donc conduire à une mort cellulaire de type apoptotique, en

activant certaines caspases et en déclenchant la voie mitochondriale. Ainsi,

l'apoptose déclenchée par les phénomènes de cytotoxicité permet d'enrayer

l'infection tout en évitant la dissémination du pathogène, puisque la cellule

apoptotique est phagocytée avant que son contenu ne se répande dans



n

u

26

l'organisme. Le phénomène de cytotoxicité permet également l'élimination [par les

NKetNKT essentiellement] des cellules cancéreuses et intervient dans le rejet de

greffes allogèniques.

Une fois l'infection circonscrite, les cellules effectrices devenues inutiles et

potentiellement délétères doivent être éliminées. Cette élimination, communément

nommée AICD (activation induced celkleath], découle de différentes voies d'induction

de l'apoptose. La stimulation répétée du récepteur à l'antigène lors de l'expansion

donate induit l'expression transitoire de FasL sur les lymphocytes B et T. et la

production de TNF-a par les lymphocytes T. Parallèlement, l'expression de la

protéine inhibitrice c-FLIP, après avoir dans un premier temps augmenté, chute. Les

lymphocytes activés deviennent de ce fait très sensibles à la mort dépendante des

récepteurs Pas et TNFR-1 et sont ainsi rapidement éliminés 5 . Cette élimination

est autocrine [recepteur/ligand sur la même cellule] et paracrine [fratricide]. Le

TNFMI est également impliqué dans l'AICD des lymphocytes T et; prendrait te relais

après le système Fas/FasL .

De plus, lorsque l'infection décline, la disparition de l'antigène provoque une

diminution de la stimulation antigénique, de l'inftammation et de la production de

cytokines. Les lymphocytes B ne recevant plus de signal via leurs BCR vont mourir

par un mécanisme impliquant également Fas. D'autre part, l'appauvrissement du

milieu en cytokines affecte les lymphocyte T activés qui en sont fortement

dépendants. Cette soudaine carence les conduit également à la mort cellulaire (voir

chap. 1.2.3.3. ].

Un autre aspect de l'importance de l'apoptose dans le système immunitaire est

l'élimination des lymphocytes B et T périphériques auto réactifs ayant échappé à la

selection lore du dévelopement. C'est la « deletion » clonale. Les lymphocytes T naïfs

qui reconnaissent des antigènes du soi en l'absence de costimulation sont éliminés

par apoptose153'S4). De façon similaire, les lymphocytes B qui ne reçoivent plus d'aide
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des lymphocytes T [rendus anergiques] sont également éliminés. Enfin certains

tissus expriment FasL, repoussant ainsi l'attaque d'éventuels lymphocytes activés

(qui expriment Fasj. Cependant, il semble que fa seule présence de FasL ne suffise

pas à protéger ces sites privilégiés. Il est possible qu'un mécanisme anti-

inflammatoire additionnel impliquant le TGF-P soit nécessaire'851.

Le rôle essentiel du système Fas/FasL dans l'homéostasie immunitaire a été mis

en évidence grâce à l'identification de mutations affectent Fas ou son ligand chez

l'Homme. Les per'sonnes atteintes présentent des syndromes lymphoprolifératifs

avec auto-immunité . Des déficiences en caspase-10 entraînent des

symptômes analogues chez l'Homme'58'. Parallèlement, les souris Ipr, lprc9 et gld

dont les gènes Fas et FasL sont mutés développement des maladies

lymphoprolifératives et auto-immunes comparables 37i. Ces résultats indiquent

que des défauts d'apoptose entraînent des désordres immuns import-ants. La

regulation de la terminaison de ta réponse immunitaire par la mort cellulaire

programmée semble donc indispensable au maintien de l'intégrité de l'organisme.

u

Un dernier aspect du rôle de l'apoptose dans la régulation de la réponse

immunitaire est illustre par les phénomènes de « cross-priming » et de « cross-

tolerance », dont les mécanismes commencent à être compris. L'ingestion de

cellules apoptotiques par des APCs professionnelles (essentiellement les DCs et les

macrophages] permet, dans certains cas, la présentation d'antigènes exogènes par

les molécules du CMH de classe f591. Ainsi, la phagocytose d'une cellule apoptotique

par une cellule dendritique immatur'e [iDC] en présence de signaux de maturation

tels que des cytokines pro-inflammatoires, ou des constituants microbiens [l'ARN,

LPS etc...], va permettre d'initier une réponse antigénique cytotoxique en activant

des lymphocytes T CD8+. Par contre, en l'absence de signaux de maturation, une

réponse tolérogènique envers ces mêmes antigènes va être mise en place . R
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Steinman émet de ce fait l'hypothèse que te maintien de la tolérance est un

phénomène actif qui implique l'ingestion continuelle de cellules apoptotiques

[résultant du renouvellement normal des tissus] et la présentation d'antigènes du

Soi par les DCs dans un contexte tolérogènique1801. Une meilleure compréhension de

ces phénomènes devrait permettre des manipulations du système immunitaire

dans un but thérapeutique. On peut envisager l'élaboration de nouveaux vaccins anti-

viraux, parasitaires et tumoraux161'63), ou à l'inverse induire une tolérance active et

durable vis-à-vis de greffons allogèniques'83'. Enfin, on peut espérer pouvoir éviter ou

dévier certaines manifestations auto-immunes(64).

3. La leucémie lymphoïde chronique

3.1. Definition

La leucémie lymphoïde chronique [LLC] est la leucémie de l'adulte ta plus fréquente

en occident. Elle se manifeste par l'accumulation clonale de petits lymphocytes B

d'aspect normal, arrêtés au stade GO/G1 du cycle cellulaire. Les cellules B de LLC

sont caractérisées par les marqueurs membranaires CD5 et CD23, et arborent

les marqueurs pan B classiques (CD19,CD20, CD21, CD24, CD37 et HLA-DR).

Phénotypiquement intermédiaires entre pr&B et B matures, les B de LLC expriment

faiblement tes immunoglobulines de surface [slg] de types M et D, généralement

monotypiques . CIiniquement, la LLC se définit par une lymphocytose sanguine

supérieure à 5 000/mm3 et une lymphocytose médullaire supérieure à 30%. Deux

classifications basées sur des observations cliniques et biochimiques sont utilisées

conjointement pour définir les différents stades de la maladie. Il s'agit des

classifications Binet1061 et Rai16 du nom de leurs auteurs [voir tableau II ].
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L'étiologie exacte de la LLC n'est pas définie à ce jour. De plus en plus d'arguments

tendent à démontrer que la LLC regroupe en fait plusieurs maladies différentes. En

effet, les B de LLC présentent des disparités phénotypiques et une grande variété

d'anomalies chromosomiques et génétiques, carrelées ou non aux stades et aux

risques de progression de ta maladie . Par exemple, des mutations somatiques

du gène V des Ig sont retrouvées dans 50 % des cas ), indiquant que certaines

LLC seraient issues de lymphocytes B des centres germinatifs (phénotype

mémoire). Ce phénotype est carrelé à un très bon pronostic [survie moyenne de 25

ans]. À l'inverse, l'absence de mutations [phénotype naïf] est un mauvais pronostic.

Parallèlement, la molécule CD38, un marqueur d'activation des lymphocytes B, est

exprimée dans un peu moins de 30 % des LLC. Sa présence est un indicateur de

mauvais pronostic. A ce sujet, une polémique s'est instaurée entre les équipes qui

corrèlent CD38 à l'absence de mutations somatiques, et ceux qui en font deux

facteurs pronostiques distincts 7"). On voit par ces exemples que ta disparité des

facteurs de risques rencontrés nécissite d'adapter tes traitements au cas par cas.

De plus, les recherches de drogues cytotoxiques nouvelles doivent s'orienter sur

des agents à même de circonvenir la grande diversité de néoplasies que semble

représenter la LLC.

u

3.2. Néopiasie typique d'un défaut d'apoptose

La LLC est l'archétype de la néoplasie engendrée par une faille dans le processus

d'éliminatian des cellules par apoptose. En effet, les lymphocytes B de LLC

prolifèrent peu et s'accumulent lentement en périphérie. Leur survie, anormalement

longue, s'explique en partie par leur résistance à de nombreux stimuli apoptotiques.

De plus, ces cellules sont ou deviennent insensibles aux drogues cytotoxiques

employées en thérapie anticancéreuse. En effet, si les traitements parviennent en
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^ premier lieu à diminuer considérablement la masse tumorale, ils ne sont pas pour

autant curatifs. La LLC est une maladie très étudiée, mais, à ce jour, aucun

oncogène n'a pu être rendu responsable de cette hémopathie, dont l'origine

cellulaire reste incertaine.

3.2.1. Anomalies chromosomiques

Aucune anomalie chromosomique représentative de la LLC n'a été encore mise en

evidence. Toutefois, de nombreuses altérations génétiques sont retrouvées à divers

degrés dans cette néoplasie. La plus fréquente est la deletion 1 Sql 4 qui est

retrouvée dans 40 à 50 % des cas selon les cohortes. Le ou les gènes atteints par

cette mutation n'ont pas encore été identifiés; cependant l'hypothèse de gènes

suppresseurs de tumeurs est avancée. La deletion 11q22<|23, moins fréquente

[entre 15 et 20%], toucherait le gène ATM [Ataxia-telangiectasie mutated]. La

trisomie 12 est retrouvée dans 20 à 35% des cas. Associée à un mauvais

pronostic et à une progression dans la maladie, on pense que cette anomalie

touche un gène du cycle cellulaire. Enfin, le gène suppresseur de tumeurs p53 est

muté dans 10 à 15% des cas. La fréquence de cette mutation augmente avec la

progression de la maladie169'75'.

Nonobstant, les caractéristiques de la LLC ne peuvent s'expliquer par la seule

presence de ces altérations.

u

3.2.2. Resistances multiples à l'apoptose

Les B de LLC sont pour la plupart résistantes à la mort induite via FasL et le TGFR.
Aucune mutation dans Fas ou le TGF-PR n'est tenue responsable de ce défaut .
Très récemment la protéine Daxx a été impliquée dans la voie de signalisation

apoptotique du TGF-|3(79). Or Daxx participe également à la
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TABLEAU II. Système de classification Rai et Binet pour la

leucémie lymphoïde chronique.

SYSTÈME DE
CLASSIFICATION ET STADES

SURVIE
MOYENNE

MANIFESTATIONS CLINIQUES ET
BIOLOGIQUES*

Classification RAI :

Stade 0

Stade l

Stade II

Stade III

Stade IV

Classification BINET :

Stade A'

Stade A'

Stade

Stade C

11

> 10 ans

9 ans

7 ans

5 ans

5 ans

Lymphocytose sanguine et
médullaire.

Adénopathies.

Splénomégalie et/ou
hépatomégaiie et/ou
adénopathies.

Anémie (hémoglobine < 11 g/dl]
avec ou sans organomégalie.

Thrombopénie (plaquettes
< 100 000/mm3] avec ou sans
organomégalie.

Id non-malades
[même âge,
même sexe]

10 ans

7 ans

5 ans

Moins de trois aires palpablesQ
et hémoglobine S 12 g/dl et
lymphocytose < 30 000/mm3.

Moins de trois aires palpables
et hémoglobine s: 10 g/dl et
< 12 g/dl et/ou lymphocytose s
30 OÛO/mm3.
Trois aires palpables ou plus et
hémoglobine ^10 g/dl.

Anémie (hémoglobine < 10 g/dl]
et/ou thrombopénie [plaquettes
<1QOOaQ/mm3].

La lymphocytose est présente à tous les stades de la maladie
flr Les ganglions cervicaux, axillaires et inguinaux, la rate et le foie.

u
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signalisation de l'apoptose via Fas. Des recherches dans les voies communes de

signalisation de Fas et du TGF-pR apporteront peut-être des éclaircissements sur

ces résistances.

L'oncogène Bctô est souvent impliqué dans les hémopathies à cellules B. La

transfocation t[ 14; 18] retrouvée dans les lymphomes folliculaires en est ('exemple le

plus caractéristique. Elle place le gène Bct-2 sous le contrôle de i'enhancer* de la

chaîne lourde des Igs. Les lymphocytes B de LLC expriment de façon accrue ta

protéine Bcl-2 - entre 1,7 et 25 fois plus que des B normaux. Dans 70 % des cas,

ces niveaux d'expression atteignent ceux qui sont retrouvés dans des cellules

contenant le rearrangement t[14;18]. Pourtant cette mutation n'est retrouvée que

dans 10% des B de LLC. Une hypométhylation de la région promotrice du gène

Bcl-2 est tenu responsable de cette forte expression.

L'abondance de Bcl-2 dans les B de LLC expliqueraft; en partie leur remarquable

insensibilité à divers stimuli apoptotiques. L'échec des traitements en serait la triste

conséquence . Cependant, ici encore les avis divergent. Certaines études

montrent une correlation entre la sensibilité aux drogues et le ratio Bcl-2/Bax.

D'autres ne trouvent aucun lien entre les niveaux de Bcl-2, le ratio Bcl-2/Bax et la

resistance aux agents cytotoxiques .

0

3.2.3. Facteurs de survie de la cellule B de LLC

Un des grands paradoxes de la LLC est le fait que sa survie in vitro ne reflète pas le

caractère de longévité qu'elle possède in vivo. En effet, les B de LLC rentrent

spontanément en apoptose lorsqu'elles sont cultivées. Ce phénomène a permis de

mettre en évidence l'existence de facteurs de survie de LLC. Notamment, les

cytokines telles ÏÏL-4, f'IL-6 et l'IR^-Y170' 77- BMS) ainsi que la chimiokine SDF-1fs3],

*La traduction de « erAancer » en « ainplificateur » me seinbîait ainbiguë. Voir note p.13
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^ protègent in vitro les B de LLC de l'apoptose spontanée, et parfois même lorsque

celle-ci est induite par les agents cytotoxiques employés en thérapeutique.

Certaines protéines de la matrice extracellulaire et le contact avec des cellules

stromales produisent des effets comparables183'84'S5). L'étiologie de la LLC semble

donc dépendre en grande partie de son environnement. In vivo, un certain nombre

de données indiquent qu'un profond dérèglement du compartiment T chez les

patients LLC contribuerait également à la sun/ie de leurs cellules B leucémiques .

Il a été démontré que les lymphocytes T de patients LLC [ratio CD4/CD8 -0.5]

exprimaient le mRNA codant pour I'IL-4'871. Une étude récente révèle à ce propos

que 37 à 63 % des lymphocytes T CD8+ de patients atteints de LLC, [contre 5 à 10

% chez des donneurs sains] produisent de I'IL-4 sur une durée qui s'étend jusqu'à

48h in vitro. Parallèlement, 58 % en moyenne de leurs lymphocytes B produisent

également de l'IL-4'B3). Cependant, cette production est plus variable [de 1 à 99 %] et

perdure peu*. Enfin, les auteurs démontrent que les surnageants des cellules T

CD8+ de LLC protègent effectivement les lymphocytes B de LLC autologues de

l'apoptose, de par I'IL-4 qu'ils contiennent182'. Ces études suggèrent fortement qu'un

dérèglement de la production d'IL-4 par les T CD8+ et les B de LLC eux même

permet la survie de ces derniers in vivo. Le mécanisme protecteur de I'IL-4 sur les

B de LLC n'a pas été pour le moment caractérisé. Cependant, on sait que I'IL-4 a

pour conséquence de stabiliser les niveaux de la protéine Bcl-2 dans ces cellules .

Par ailleurs, I'IL-4 augmente l'expression du CD23, un des marqueurs LLC, à la

surface des lymphocytes B de LLC[BS1.

0 Il serait à ce sujet intéressant d/effectuer une étude comparative entire les quantitées d'IL-4
produites par les B de LLC et leur pourcentage d'apoptose spontanée in vitro, d'autant que
ce dernier est corrélé à la sensitivité aux agents cytotoxiques utilisé en thérapie.
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n 3.3. Cas du CD23 dans la LLC

La molécule CD23 (ou récepteur de faible affinité pour les IgE, FceRII] est une

glycoprotéine membranaire de type II de 45 kDa. Son domaine extracellulaire est

homologue aux lectines animales de type C, ce qui présuppose qu'elle puisse

interagir avec plusieurs ligands. Molécule instable, le CD23 est libéré par auto

clivage en une protéine de 25 kDa qui comprend le domaine C-terminal lectine. Le

CD23 est exprimé à la surface des lymphocytes B matures, des macrophages

activés, des éosinophiles, des cellules dendritiques folliculaires et des plaquettes.

Sous forme membranaire et soluble, le CD23 exerce des fonctions pléiotropes, qui

dépendent ou non des IgE . Le CD23 membranaire existe sous deux isoformes
[A et B] qui diffèrent par 5 acides aminés dans leurs portions cytoplasmiques. Ces

isoformes sont issues de la transcription différentielle du même gène. La regulation

de l'expression du CD23 est anormalement contrôlée dans les lymphocytes B de

LLC. Contrairement aux cellules B normales qui n'expriment ordinairement que le

CD23A, les B de LLC expriment les deux isofornnes. L'IL-4 induit une forte

expression du CD23B sur les B normaux alors qu'il n'a pas d'effet sur celui des B de

LLC. Il induit cependant l'expression accrue du CD23A sur ces derniers. Or, le

niveau d'expression de l'isoforme A du CD23 est reliée à la potentialité de survie de

la B de LLC1911. Parallèlement, le niveau de sCD23 dans le sérunn des patients LLC

est une valeur pronostique avérée, des niveaux élevés reflétant un risque de

progression dans la maladie et un temps de survie réduit . Cette molécule
semble donc être impliquée dans la physiopathologie de cette néoplasie'68'91'93'94'.
Récemment, un nouveau ligand fonctionnel du sCD23 a été identifié'90'. Il s'agit du
récepteur à la vitronectine [VnR], le complexe trimoléculaire avp3/CD47.

0
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4. La molécule CD47

u

4.1. Description

L'antigène CD47 est une glycoprotéine membranaire de 50 kDa, exprimée de

façon ubiquitaire. Son domaine extraceltulaire G-tenninal appartient à la super

famille des immunoglobulines de type V [IgV]. Son domaine transmembranaire,

domaine 5TMS [TMS: transmembrane-spanning], possède la particularité de

traverser cinq fois la membrane cytoplasmique. L'antigène CD47 est exprimé sous

quatre isoformes résultant d'épissages altematifs de son court domaine

intracytoptasmique  erminal [de 3 à 36 a.a.][s5) (Figure 5]. Ces différentes

isoformes arborent des préférences tissulaires. La forme 2, majoritaire, est celle

exprimée par les cellules de la lignée hématopoïétique1 '.

CD47, initialement identifiée comme IAP [integrin associated protein], est

physiquement et fonctionnellement associée aux intégrines avp3 (le VnR}, allbpS [le

récepteur plaquettaire au fibrinogène] et a2p1 [le récepteur au collagène].

Cependant, il est de plus en plus évident que CD47 exerce des fonctions

indépendamment des intégrines. En effet, CD47 est exprimé à la surface de cellules

qui n'expriment pas d'intégrines (comme les érythrocytes]. D'autre part, il se lie

indépendamment de son association avec tes intégrines, à la thrombospondine

[TSP] et au récepteur SIRP-a [signal-regulatory protein-alpha], qui sont ses deux

ligands naturels identifiés à ce jour'97'98).

SIRP<i est une protéine membranaire qui appartient à une nouvelle famille de paire

de récepteurs activateure/inhibiteurs[sa). Contrairement; à son homologue

activateur SIRP-p. SIRP-a contient deux motifs inhibiteurs ITIM (mM:

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif\ dans sa portion
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[tiré de TRENDS in Cell Biology Vol. 11 No.3 March 2001]

Figure 5: Structure de la molécule CD47. Le domaine extracellulaire
fortement glycosilé, est apparenté aux domaines variables de;
immunoglobulines [IgV]. Le domaine transmembranaire traverse probablement
cinq fois la membrane. Enfin le domaine cytoplasm ique existe sous quatre
formes issues d'épissages alternatifs. La forme la plus longue, l'isoforme 4, est
représentée en entier.
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intracytoplasmique. Exprimé majoritairement sur les cellules de la lignée myéloïde

[monocytes, macrophages et cellules dendritiques] et sur les neurones, SIRP-a est

impliqué dans la régulation négative de signaux dépendants des protéines tyrosine

kinase [PTK] et dans diverses fonctions adhésives. Le seul ligand de SIRP-a identifié

à ce jour est CD47. Cependant ('existence de deux isoformes de SIRP<x et de

grandes variations dans les procédés de gtycosylations de cette molécule laissent

supposer qu'elle puisse inter'agir avec d'autres ligands193' 1°°1. De façon étonnante,

malgré la très grande homologie qui existe entre tes domaines extracellulaires de

SIRP-a et SIRP-P, il semble que CD47 ne lie pas [ou avec une affinité extrêmement

faible] le SIRP-PP1B1. L'autre ligand de CD47 est la TSP-1 . Cette protéine de la matrice

extracellulaire est un trimère qui existe également sous forme circulante,

principalement sécrétée par les granules a des plaquettes et par certains

endothéliums. Cette grosse molécule (145 kDa par chaîne peptidique] possède

plusieurs ligands dont le TGF-p, le CD36 et les intégrines avp3, allbp3 et a3p1. Ses

fonctions sont diverses. Elle active le TGF-R, intervient dans les processus de

coagulation sanguine et d'élimination des cellules apoptotiques et possède de

nombreuses fonctions régulatrices de ta proliferation cellulaire, de ta cicatrisation et

de l'angiogénèse. La TSP-1 se lie à CD47 par son domaine C-terminal CBD [CBD :

Cell binding domain], et plus spécifiquement par la sequence peptidique RFYWMWK

[peptide 4N1K]. Chaque CBD contient deux régions renfermant ces séquences, ce

qui implique que, puisque la TSP-1 est un homotrimère, elle peut en théorie lier six

molécules de CD47(95'101].

u

4.2. Fonctions liées aux intégrines

La portion intracytoplasmique de CD47 ne contient aucun motif de signalisation

connu. Son association avec les intégrines sur la même membrane [en c;s] suggère
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n que puisse s'assembler un complexe multimoléculaire formant un récepteur ad hoc

à sept domaines transmembranaires [7TMS], les 5TMS de CD47 s'associant avec

le domaine transmembranaire d'une a-intégrine et celui d'une P-intégrine. Les

travaux de E. Brown ont montré que ces complexes sont associés aux protéines G

hétémtrimériques de type q [Gi]195'1°3). Cette association dépend du domaine 5TMS
de CD47 et nécessite la présence de cholestérol. Une grande partie de ces

complexes pourrait se former dans des microdomaines membranaires riches en

cholestérol tels que les DIGS/RAR/GEM, puisque chaque partenaire moléculaire y

est présent en grande quantité1103'.

Les complexes intégrines/CD47 exercent des fonctions variées telles que

l'adhésion, le spreading*, le chimiotactisme, la sécrétion de cytokines, l'activation et

co-activation cellulaire, selon le type cellulaire examiné et les intégrines concemées.

Les souris déficientes pour CD47 meurent rapidement d'une péritonite à

Escherichia co//'due à un défaut d'activation et de transmigration des granulocytes

via l'intégrine 1331104'. Ces souris voient le nombre de leurs lymphocytes T spléniques
diminué de moitié, ce qui laisse supposer qu'un défaut d'activation existe également

dans ce compartiment . In vitro, ['engagement de CD47 sur les lymphocytes T
peut avoir des effets co-stimulants ou inhibiteurs en fonction de la manière
dont il est engagé [par des anticorps co-immobilisé avec des anti-CD3, soluble ou

agrégés]. L'implication des intégrines n'a pas clairement été établie dans ces

systèmes in vitro.

0

4.3. Autres fonctions

Des fonctions CD47 indépendantes des intégrines semblent exister. Par exemple,

sur les érythrocytes de personnes atteintes de drépanocytose [anémie à hématies

* Cf. note p. 13. Le terme français serait « étalement ».
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falciformes], rengagement de CD47 par la TSP sérique induit l'adhésion active des

globules rouges à la TSP matricielle, sous l'influence d'une force hémodynamique de

type « shear stress ». Cette activation nécessite la participation de tyrosine-kinases

et est sensible à la toxine pertussique, impliquant une signalisation via les protéines
Gi/Go . Les érythrocytes n'expriment pas d'intégrines, ce qui implique que
l'association de CD47 avec les protéines G peut se faire en l'absence d'intégrines. Il

est possible que des partenaires moléculaires autres que les intégrines permettent

cette association. A ce sujet, un travail récent de Erb et al. montre que CD47

s'associe physiquement et fonctionnellement au récepteur de nucléotides P2Ya

[P2YaR] sur la lignée de leucémie érythrocytaire K562. Or PSYeR est un récepteur

couplé à des protéines G de type Go/Gq, également inhibable par la toxine

pertussique. Cependant, l'étude montre que le complexe CD47/P2Y2R implique

également la participation des intégrines avp3[ .

Enfin, CD47 est impliqué dans une anomalie rare des érythrocytes, le phénotype Rh

nul. Les érythrocytes Rh nul expriment très faiblement CD47 (10 à 20 % de la

normale], alors que dans les autres tissus cette expression est normale'110'. Ce
défaut s'accompagne d'une anémie hémolytique qui pourrait s'expliquer par une

destruction prématurée des érythrocytes CD47~/~ par phagocytose, via des
macrophages. En effet, il a été récemment suggéré que CD47 est un marqueur du

soi sur les globules rouges [qui n'expriment pas de CMH-1]. Il délivrerait un signal
négatif (de non-agression] aux macrophages via SIRP-a'1611 De ce fait, des globules
rouges issus de souris déficientes pour CD47 sont rapidement éliminés lorsque

injectés à des souris syngéniques normales. Cette destruction est inhibée in vitro

par des anticorps dirigés contre SIRP-a.

On voit par tout ce qui précède que CD47 exerce des fonctions variées à divers

niveaux dans le système hématopoïétique. Nous discuterons ultérieurement des

nouvelles implications de l'intéraction de CD47 avec la TSF et SIRP<x dans la
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n regulation de la réponse immunitaire. Notamment, le rôle immunomodulateur de
CD47 sera traité à la lumière des travaux présentés dans l'article III [voir Article III,
et Dicussion, Chap. 3.4.], auquels j'ai contribué. Cependant, de par son expression
ubiquitaire, les fonctions de CD47 ne se limitent pas aux seules cellules du système
hématopoïétique. Depuis la découverte de sa liaison avec SIRP-a, son implication
dans le système neuronal commence à être explorée. Récemment, la participation
de CD47 dans la formation de la mémoire chez le rat a été avancée .

De nombreuses fonctions insoupçonnées de cette molécule versatile restent

probablement encore à découvrir. Le travail présenté dans cette thèse contribue
modestement à ce dévoilement, en ajoutant un morceau supplémentaire au puzzle
CD47, dont le nombre de pièces n'est pas précisé !

L'initiation du projet de recherche qui a aboutit à ce travail de doctorat part de
l'observation suivante : en cherchant à étudier le rôle que pouvait jouer le récepteur
avp3/CD47 dans la survie des lymphocytes B issus de patients atteints de LLC,
nous avons observé que rengagement de la molécule CD47 par des anticorps
monoclonaux immobilisés induisait une diminution de l'expression du CD23 sur les B
de LLC1112'. Cette diminution s'accompagnait d'une baisse de viabilité de ces cellules
[voir article l]. La caractérisation et l'analyse des phénomènes accompagnant cette
baisse de viabilité constituent l'essentiel de mon travail de doctorat.

0
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n 1. Article I

Nous avons vu précédemment que la molécule CD23 joue un rôle important dans la
physiopathologie de la LLC. Suite à l'identification du récepteur à la vitronectine
comme étant également un récepteur fonctionnel du CD23 par un de mes
collègues, nous avons cherché à étudier le rôle du complexe avp3/CD47 dans les
B de LLC. Le travail qui suit en découle.

Nous avons observé que rengagement de CD47 par des anticorps immobilisés
induisait une diminution de l'expression membranaire du CD23, corrélée à une
baisse de viabilité des B de LLC. Nous avons caractérisé cette mort cellulaire et

démontré qu'elle se définit par les événements exclusivement cytoplasmiques de
l'apoptose, comme l'ecto-exposition des phosphatydilsérines, la diminution du volume
cellulaire, le maintien de l'intégrité de la membrane plasmique et la chute du
potentiel membranaire mitochondrial. Cette mort cellulaire est particulière dans le
sens où elle à lieu en l'absence d'activation des caspases et sans aucun des
événements nucléaires de l'apoptose détectable. D'autre part, nous avons pu

induire cette mort cellulaire dans tous les B de LLC que nous avons testé [42/42],
alors que notre cohorte contenait des patients dont les cellules présentaient une
resistance in vitro à la mort induite par I'hydrocortisone. Enfin, la mort cellulaire
induite par rengagement de CD47 a lieu malgré la présence des facteurs de survie
connus pour inhiber l'apoptose spontanée et induite par les drogues cytotoxiques
employées en thérapie LLC. Nous proposons que cette nouvelle forme de mort
cellulaire puisse aboutir à l'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques dans

la LLC, considérée à ce jour comme incurable.

Ma contribution représente 95% du travail expérimental.

0
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SUMMARY

Thrombospondin forms a "molecular bridge" between phagocytic and

apoptotic celts through interaction with avp3/CD36. We report that engagement

of CD47, a newly described thrombospondin receptor, by immobilized monoclonal

antibody against CD47 or by thrombospondine induced in all B-cell chronic

lymphocybic leukemia clones the cytoplasmic features of apoptosis [cell shrinkage,

decrease in mitochondrial transmembrane potential and phosphatidylserine

exbemalization] without; the nuclear features [chromatin condensation, appearance

of single-stranded DNA, DNA fragmentation and cleavage of poly ADP-ribose

polymerase]. These cytoplasmic events of apoptosis were not prevented by the

addition of caspase inhibitor z-VAD-fmk, nor by the presence of survival factors

[such as IL-4 and gamma interferon] or cell activation. Morphological studies

confirmed the integrity of the nucleus and showed swelling of the mitochondria. This

caspase-independent death pathway may be relevant to the development of

alternate therapeutic strategies in chronic lymphocytic leukemia, which remains an

incurable disease.

u
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INTRODUCTION

B-cell chronic lymphocytic leukaemia [CLL] is the most common

haematotogical malignancy in Western countries1. CLL is characterised by the in

vivo accumulation of long-lived and slow-dividing monoclonal Bcells arrested at the

Go/Gl phase of the cell cycle, typically co-expressing CD5, CD20 and CD23

molecules. Clinical staging [Rai and Binet classification], bone marrow biopsy and

measurement of soluble CD23 [a cleavage product of membrane CD23]" are

independent prognostic factors that may predict the outcome of the disease with a

median sun/ival of 1.5 years for high risk group patients.

Despite the development of new chemotherapeutic agents such as

fludarabine and 2-chlorodeoxyadenosine which induce apoptosis of the malignant

cells, CLL is not considered to be curable. The response rates to therapy vary

widely among studies314 and chemoresistance is perhaps attributable to a defect in

programmed cell death [PCD] of CLL lymphocytes. Several biological or cellular

factors, including IL-4, IRsfy and contact with stromat cells, protect B-CLL celts from

spontaneous and drug-induced apoptotic cell death", and may as such be

responsible for the in vivo prolonged half-live of the malignant lymphocytes.

Apoptosis or PCD is a physiological cell death that leads to maintenance of

homeostasis85. In its classic form, apoptosis is characterised by welklefined

ultrastructural changes, including cell shrinkage, exposure of phosphaditylserine

[PS] at the outer leaflet of the cytoplasmic membrane, changes in mitochondrial

permeability, membrane blebbing, chromatin condensation and ultimately DNA

degradation. Activation of a family of cysteine proteases, collectively termed

caspases. is a central event in the execution phase of apoptosis that leads to DNA

degradation10. Caspases cleave key cellular and nuclear factors, including ICAD

[inhibitor for caspase-activated DNAse], PARP [poly ADP-ribose polymerase], lamins

and histones [H1 and H2]. In most instances, specific caspase inhibitors block the
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cytoplasmic and nuclear events of apoptosis. Nevertheless, several studies

reported the occurrence cell death in the presence of broad caspase inhibitors, z-

VAD-fmk or BD-fmk"'18. For example, the pro-apoptotic Bax protein provoked early

fall in mitochondrial membrane potential [A^m] and induces cell death in the

presence of z-VAD-fmk18, strongly suggesting the existence of caspase-independent

cell death pathways.

Apoptotic cells, marked for disposal by the exposure of PS, are readily

engulfed by phagocytes, like macrophages and dendritic cells, using not fully

characterised receptors19. Recent studies suggested the involvement of PS

receptor [perhaps GDI 4], TSP receptors [avp3, CD36], avp5 and scavenger

receptors in the apoptotic cells uptake20. The precise role of TSP in this recognition

process is not defined, except that it "bridges" phagocytic and apoptotic cells via

unidentified moieties expressed on the dying cells"'.

The CD47 Ag, a multispan transmembrane glycoprotein, is a newly

described TSP receptor which is physically and functionally associated with the

vitronectin receptor, avp3 (CD51/CD61]ssfi4. However, CD47 is abundantly

expressed in cells displaying low levels of integrins, such as normal and leukaemia B-

cells as well as T cells".

Here, we demonstrate that engagement of CD47, by monoclonal antibody

against CD47 or its natural ligandTSP. induces a caspase-independent cell death in

B-CLL cells. As CD47-mediated apoptosis is observed in all 42 CLL patients

examined, despite the presence of IL-4, IR\ly or cell activation, this cell death

pathway opens avenues for new therapeutic strategies in CLL disease.

u
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RESULTS

1. CD47 ligation induces apoptosis in B-CLL patients.

Besides their CD5 and CD23 expression, B<;ells from CLL patients

expressed CD47, a newly described TSP receptor, as well as its associated integrin

receptor CD51/CD61 [fig. la]. We first observed that engagement of CD47 by

immobilised, but not soluble monoclonal antibody against CD47, significantly reduced

CD23 but not CD5 expression [Fig. 1b], and provoked a strong attachment of the &

CLL cells to the plastic-coated wells. Adherent B-CLL cells displayed a reduced cell

viability as measured by trypan blue dye exclusion [p<0.0001, n=12] fTable 1).

Because immobilised monoclonal antibody against CD5 also induced B-CLL celts to

firmly attach to the wells without altering cell viability, we subsequently used it as an

irrelevant cell-binding control monoclonal antibody. Glucocorticoids-induced

apoptosis in B-CLL cells is associated wrt:h CD23 down-regulation6, wheras B-CLL

proliferation correlated with CD23 overexpression26. Moreover, hyper-crosslinking

of CD20, CD19, HLA-DR and surface IgM reportedly induced apoptosis of tumour &

cells27'30. Therefore, we next determinated whether reduced cell viability by CD47

engagement was correlated with induction of apoptosis

CD47 ligation by immobilised monoclonal antibody against CD47 or by its

natural tigand TSP induced, after 18 hours, typical features of apoptosis: cell

shrinkage [reduction in FSC and SSC], exposure of phosphatidylserine [PS] as

demonstrated by the increased binding of Annexin-V FITC, and toss in mitochondria

membrane potential (A^n,] as measured by decrease in DiOCs[3] staining [Fig. 2a

and not shown]. Monoclonal antibody against CD47 induced cell death in 42 out of

42 B-CLL clones examined [p = 0.0001] [Fig. 2b], including 2 out of 21 patients

resistant to glucocorticoids-induced apoptosis. Although spontaneous apoptosis

reportedly correlated with in vitro drug sensitivity31, our data failed to demonstrate
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such a correlation [p = 0.3; n = 42, V. Mateo, unpublished obsen/ations]. Kinetic

studies indicated that attachment of B-CLL cells and increase in the number of

Annexin-V positive cells occurred as early as 30 minutes after CD47 ligation, and

was not reversible (Fig. 2c]. In cell preparations treated with monoclonal antibody

against CD47, apoptotic celts [PSyPI'j displayed a decrease in cell size [FSC/SSC]

similar to that observed in HC-treated cells, while heat-induced necrotic cells

[PSyPI+] were rapidly swollen. After 18 h, the level of spontaneous apoptosis

[PSyPF] and late necrosis [PS+/Pt+] was similar in B-CLL cells untreated and treated

with monoclonal antibody against CD5; the latter were strongly attached to the

plastic-coated wells, indicating that PS exposure did not result from the detachment

procedure. As predicted from the kinetics, the induction of cell death did not require

de novo transcription since it was still observed in the presence of actinomycin D

[not shown].

Finally, the induction of apoptosis was CD47 but not Fc-mediated, and

absolutely required cross-linking of CD47 : [i] CD47 ligation by two monoclonal

antibodies of different isotype specificity [such as lgG1 and IgGSa] efficiently induced

apoptosis (Fig. 3a]. The cell death induced by monoclonal antibody against CD47 was

completely abrogated by preincubation of the monoclonal antibody with the CD47-Fc

protein, made by the fusion of the extracellular domain of CD47 and Fc fragment of

IgG [Fig. 3b]. Immobilised divalent or monovalent fragments of monoclonal antibody

against CD47 displayed pro-cell death activity [Fig. 3c]. Moreover, as TSP binds to

CD51/CD61 in addition to CD47, we demonstrated that TSP-mediated killing

occurred via CD47 by using 4N1K, a peptide corresponding to the cell-binding

domain of TSP, selectively bidding CD47. 4NGG, a control mutant peptide, had no

effect [Fig.Sd]. Cross-linking of monoclonal antibody against CD47 by immobilized

goat monoclonal antibody against mouse induced a level of apoptosis similar to that

induced by immobilizes monoclonal antibody against CD47 [Fig. 3ej.
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These results demonstrated that all B-CLL clones can be induced to die by

apoptosis after CD47 engagement by cross-linked monoclonal antibody or by its

natural ligand, TSP.

2. CD47 mAb-induced cell death is not prevented by Bcl-2 overexpression,

survival factors or cell activation.

The proto-oncogene Bcl-2 was found to be overexpressed in CLL3U3.

Reduction of cell viability during in vitro culture or following treatment with cytotoxic

agents was correlated with down-regulation of Bcl-2 expression3234. We found a

sustained and elevated level of Bcl-2 expression in B-CLL cells treated with

monoclonal antibody against CD47, using Western blot and intracytopiasmic

staining techniques [V. Mateo, unpublished observations].

We5 and others35 previously reported that spontaneous or drug-induced

apoptosis can be prevented by supplementing the culture medium with survival

factors such as IL-4 or IHMy. In addition to these cytokines, cell-cell or cell-matrix

interactions36 or contact with stromal cells7 protected the malignant celts from

apoptosis. Here, neither IL-4 or IFNy, nor contact with L fibroblasts or autologous

bone marrow stromal cells was capable of rescuing B-CLL cells from apoptosis

induced by monoclonal antibody against CD47 (Fig. 4], while both cytokines

prevented spontaneous apoptosis [not shown]. Ceil activation by phorbol esters

[such as phorbol myristate acetate] or CD40 ligand [CD40L] are also commonly

used to prevent BCLL celts from apoptosis37'38. In contrast, apoptosis mediated by

monoclonal antibody against CD47 still occurs after ligation of CD40 in the

presence of IL-4 or phorbol myristate acetate stimulation (Fig. 4 and not shown].

u
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These data indicated that cell death mediated by monoclonal antibody

against CD47 was still occurring in the presence of exogenous rescuing cytokines

(i.e. IL-4 or IRsIy], stromal cells or cell activation.

3. CD47-mediated cell death is caspase-independent.

We next investigated the mechanisms underlying cell death mediated by

monoclonal antibody against CD47. Although B-cells isolated from CLL donors

expressed Fas38 and FasL33 (and personal observations] and endogenously produced

TGFp, the malignant cells reportedly displayed an /n vitro resistance to Fas and

TGFp-R-mediated cell killing3B/°. The failure of neutralising anti-FasL and anti-TGFp

monoclonal antibodies to prevent apoptosis induced by monoclonal antibody against

CD47, largely excluded the involvement of Fas-FasL interactions or endogenous

TGFp in this cell death [data not shown].

In most published instances, gtucocorticoids and chemotherapeutic agents

used clinically, like chlorambucil, 2-chloro-2' deoxyadenosine and fludarabine, as well

as other drugs like aspirin and flavopiridol induced apoptosis in CLL lymphocytes

through activation of cysteine-proteases of the CED3/ICE family, termed caspases41'

Inhibition of these caspases usually blocked apoptosis triggered by these

different stimuli. We here observed that up to 200 ^iM of z-VAD-fmk, a broad

caspase inhibitor, did prevent glucocorticoids but not phosphatidylserine exposure

and cell shrinkage induced by monoclonal antibody against CD47 in 12 outof 12 B

CLL clones examined (Fig. 5a and not shown], indicating that cell death mediated by

monoclonal antibody against CD47 may occur in the absence of caspase activation.

Caspases, by cleavage of key cellular proteins, induced typical nuclear

features of apoptosis like chromatin condensation and fragmentation9-10. The cell

death induced by monoclonal antibody against CD47 was not associated with DNA

cleavage [appearance of subGl DNA [Fig. 5b], detection of single stranded DNA [Fig.
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5c], and poly-[ADP-ribose]-polymerase [PARP] cleavage [Fig. 5d]. Moreover, we failed

to evidence intemudeosomal DNA laddering (data not shown]. All the above

mentioned typical nuclear features of apoptosis were obsen/ed following

glucocorticoids treatment of B-CLL celts and were completely inhibited by the

presence of z-VADfmk [Fig. 5], indicating that caspase-dependent events may be

induced in the same CLL lymphocytes. Furthermore, caspases-3, -7, -8 and -9

remained as precursors forms in CD47-treated celts demonstrating the absence of

caspase activation in this particular cell death [V. Mateo, unpublished data].

4. CD47 ligation induces morphological changes.

To further confirm that CD47 ligation exclusively induced cytoplasmic events

of apoptosis, we performed some morphological studies [Fig. 6]. First, we observed

that CD47 ligation by immobilised but not soluble monoclonal antibody against C047

induced elongation and spreading of the cells [Fig. a, panel d]. Direct staining with

Annexin-V FITC of non-detached B-CLL cells showed increased number of brightly

stained positive cells when cultured on immobilized monoclonal antibody against

CD47, compared with untreated cells, or cells treated with soluble monoclonal

antibody against CD47 or immobilized monoclonal antibody against CD5 [Fig 6,

panels e-h], further excluding the possibility that the PS exposure may have result

from the detachment procedure. Nuclear staining [i.e. DAPI] showed equal low

number of apoptotic cells (chromatin condensation] in the four cell preparations

[Fig. 6 panels H], which correlated with the level of spontaneous apoptosis assessed

by Annexin-V staining. Electron micrographs [Fig. 7] confirmed that B-CLL cells

immobilized on plates coated with monoclonal antibody against CD47 had

apparently intact nucleus (Fig. 7e and f]. In contrast, there was chromatin

condensation in hydrocortisone-treated B-CLL celts [Fig. 7h]. Necrotic cells showed

typical morphological changes [Fig. 7d], and untreated cell [Fig. 7a], or cells treated
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with soluble monoclonal antibody against CD47 [Fig. 7b], or immobdjsed monoclonal

antibody against CD5 [Fig. 7c] showed the morphology of intact cells. CD4-7-

mediated cell death was associated with various degrees of intraeristal swelling of

the mitochondria [Fig. 7g] support.ing our unpublished observations that CM-7

ligation induced a decrease in Aym measured by in DiOCetS] starting [V.M. et al.

unpublished observations].

(J
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DISCUSSION

CD47 ligation on B-CLL cells by monoclonal antibody or TSP triggers

caspase-independent cell death in all 42 patients examined. This CD47-mediated

death is characterised by the presence of typical cytoplasmic features of apoptosis

including cell shrinkage, exposure of phosphaditylserine and decrease of membrane

mitochondria potential, in the absence of caspase activation and caspase-induced

nuclear events. The extranuclear events of CD47 mANnduced apoptosis occur

very rapidly [less than 1 h], are not blocked by the presence of caspase inhibitors, z-

VAD-fmk and DEVD-fmk [Fig. 5 and not shown] and are associated with various

degrees of mitochondrial swelling [Fig. 7].

Recent studies have demonstrated the uncoupling of nuclear and

extranuclear events of apoptosis11'18. Caspase inhibitors inhibited all the apoptosis-

related nuclear but not cytoplasmic changes triggered by various factors, including

adenovirus E4orf4", CD21S or CD95 [Fas] ligation11-12. ubiquitin degradation17 and

overexpression of Bax18 underlying the coexistence of caspase-dependent and

independent death pathways. In the CD95 system, CD95 ligation on myeloid cell

lines triggered caspase-mediated apoptosis and accumulation of GD3 gangliosides,

which in turn altered mitochondrial function and promoted cell death, in a caspase-

independent manner12. Also, CD95 ligation in caspase-8 deficient Jurkat T cell line,

resulted in a killing process which did not involve DNA degradation but was

accompanied by the swelling rather than shrinkage of the cells, similar to that seen

in necrosis11.

Here, CD47 ligation provokes cell shrinkage and killing of the B-CLL cells in

the absence of de novo transcription and caspase activation. This previously

unknown cell death pathway is unique with the exception of that induced by CD45

cross-iinking in immature thymocytes14 and by the overexpression of PML, a nuclear-

matrix associated protein, in rat fibroblasts16. In the latter case, PML expression



0

0

52

rapidly triggered cytoplasmic features of apoptosis in the absence of typical nuclear
events, except for a moderate appearance of subGl DNA [TUNEL positivity].

Electron micrographs of CD47 mAb-treated B-CLL cells further confirm the
apparent integrity of the nucleus and reveal important swelling of the mitochondria,
which is indicative of an increase in permeability of the mitochondrial membrane.
Mitochondria are implicated in the effector phase of apoptosis through the release
of several apoptogenic proteins including cytochrome c, AIF, and caspases.
Interestingly, AIF, like CD47 ligation, caused mitochondria to markedly swell ;
however, AIF also induced chromatin condensation in isolated nuclei ; none of this

events were prevented by z-VAD-fmk47. The proteins of the Bcl-2 family regulate the
effector phase of apoptosis by controlling the opening of mitochondnal permeability
transition pares48. Bcl-2 inhibited the mitochondrial release of AIF47 ; in contrast, the
high expression levels of Bcl-2 in B-CLL cells did not affect CD47 mAb-induced killing.

Extemalisation of phosphatidylserine is a charactenstic of early apoptotic
cells8'40 that is required for their engulfment by professional phagocytes
[macrophages and dendritic cells]. Blockade of phosphatidylserine exposure by
antimycin A and oligomycin without preventing DNA degradation in the dying cells
inhibited their phagocytosis50. The vitronectin receptors, avp3 and/or av|35, are
participating to the recognition or phagocyte process, which are both inhibited by
vitronectin or RED peptides51'52. In contrast, TSP, the natural ligand of CD47,
facilitates the elimination of apoptotic cells by interaction with avp3/CD36 on the
phagocytes and an unidentified structure on the dying cells21. Increased number of
TSP binding sites20 and up-regulation of CD47 expression were reported in cells
dying by apoptosis53. However, B-CLL cells are likely not to be in contact with
immobilised TSF in the secondary lymphoid organs since TSP is absent from the
mantle zone, the predominant site of B-CLL accumulation in viva.



n

53

The CD47 antigen, or integrin associgted protein [IAP] reportedly

participated to the function of vitronectin receptor, avp3 in neutrophils and

monocytes6"3. Ex-vivo isolated B-CLL cells expressed CD47, CD23 and avp3 ; CD23

and avp3 expression significantly increased upon cell activation2654. Nevertheless,

unlike CD47 ligation, engagement ofavpS, avp5 or CD23 by their respective

immobilized monoclonal antibodies, or contact with fibronectin [an extracellular

matrix-protein that binds avp3 but; not CD47], failed to induce apoptosis in resting

or CD40L-activated &CLL cells [data not shown]. In contrast, fibronectin interaction

with a4R1 prevented apoptosis in B-CLLS5.

CD47-mediated cell death is a caspase-independent process that occurred

in all B-CLL clones tested and was not circumvented by conventional protective

cytokines [such as IL-4 and IRslv]. In contrast, the biochemical mechanisms

underlying drug-induced apoptosis in B-CLL are caspase-mediated; they are

réversible by exogenous IL-4, not restricted to malignant B-cells and 25% of CLL

patients are chemoresistant34. Our preliminary data indicate that CD47 ligation may

affect survival of other cell-types [V.M. et al;, manuscript in preparation].

In conclusion, CD47 may signal cell death through a previously unknown

caspase-independent pathway. This may open avenues to the development of

alternate therapeutic strategies in CLL. which is as present an incurable disease.
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Fig. 1: CD5 and CD23 expression on B-CLL lymphocytes after
CD47 mAb treatment, a) Freshly isolated B-CLL cells were
stained for CD5, CD23, CD47, CD51 and CD61 expression and
analysed by flow cytometry: (_] positive mAb ; [..........] isotype-
Ctrl matched mAb.b] B-CLL cells were cultured with soluble or
immobilised Ctrl or CD47 mAbs (10 (xg/ml]. After overnight
incubation, cells were collected and analysed by flow cytometry for
CD23 and CD5 expression. Dotted lines histograms show staining
with corresponding isotype-matahed ctri mAb. One representative
experiment out of 6.
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Fig. 6: Morphology B-CLL cells treated with monoclonal antibody against CD47.

B-CLL celts were plated on in the absence [a, e, i] or presence [b, f. f] of soluble

monoclonal antibody against CD47. Chambers were pre-coated with monoclonal

antibodyagainst CD5 [c, g, k] or tnbhoclonal antibody against CD47 [d. h, I]. After

overnight culture, cells were visualised by light microscopy [a<fj; or were directly

stained with FrTC-tabelled Anrtexin-V oh slides and fixed [e-h]; or fixed on slides and

stained with DAPI [i-1], and viewed by fluorescent microscopy.
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Fig. 7: Electron micrographs of B-CLL cells.

a, Untreated cells, b and c, Celts cultures for 16 h with soluble monoclonal antibody

against CD47 [b] or immobilized monoclonal antibody against CD5 [c]. d. Cells

Heated at 56 °C for 1 h. e-g, Cells cultured for 16 h with immobilized monoclonal

antibody against CD47. h. Cells treated for 16 h with 0.5 mM hydrocortisone. After

fixation, cells were viewed by transmission electron microscopy.
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MATERIALS AND METHODS

Patients

Forty-two B-CLL patients, with a median age of 65 [range from 50 to 86]

years were included in this study. Diagnosis was based on clinical examination and

peripheral blood count. CLL was defined as > 5000/^1 lymphocytes expressing

CD5, CD20 and CD23. Twenty-two patients were Binet stage A, nine were stage B

and eleven were stage C. Twenty-seven patients were untreated and fifteen

received conventional therapy.

Reagents

The antibodies and other reagents usued in this study were purchased from

manufacturers as indicated below. Monoclonal antibody against CD47 [clones

B6H 12 and BRIC126]:Bioscience [Camaritlo. California] and Serotec (Raleigh. North

Carolina], respectively. Monoclonal antibody against CD5 and p3 [AP3]: American

Type Culture Collection [Rockville, Maryland]. Monoclonal antibody against avp3 and

polyclonal antibody against caspase-8: Upstate Biotechnology (Lake Placid, New

York]. Monoclonal antibody agahst PARP, and TCF? and polyclonal antibody against

caspase-9: Pharmingen [San Diego, California]. Monoclonal antibody against Bcl-2: ID

Labs [London, Ontario]. Monoclonal antibody against caspase-7: Transduction

Laboratories (Lexington, Kentucky]. Soluble trimeric CD40L [sCD40L], Monoclonal

antibody against Fas and FasL and recombinant IL-4: Immunex [Seattle,

Washington]. Recombinant IFNy: Genzyme [Cambridge, Massachusetts). Caspase

inhibitors z-VAD-fmk: KAMIYA Biochemical Company [Seattle, Washington]. DEVD-

fmk: Biomol [Plymouth Meeting. Pennsylvania]. Hydrocortisone: Sigma.

Thrombospondin: Calbiochem [La Jolla. Califomia]. 4N1 K [KRFYWMWKK] and 4NC3G

[KRFYG6MWWKK] peptides: Genosys Biotechnologies34 [The Woodlands, Texas].

Monoclonal antibody against CD23 (clone 135] was prepared in our laboratory.

Potyclonal antibidy against caspase-3 was provided by Dr. Sekaly.
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Cell preparation and culture conditions

B-cells from CLL patients were isolated by density gradient centrifugation of

heparinized blood followed by one cycle of 'rosetting' with sheep red blood cells

treated with S-(2-aminoethyl]isothiourium bromide [Aldrich] to deplete T cells. &cell

purity was shown to be greater than 98% by flow cytometry [FACSort:, Becton

Dickinson). Highly purified B-CLL cells were cultured at 4.1 OB/ml in 100 ^il of HB101

serum free synthetic medium [Irvine Scientific] in flat-bottomed 96-well plates [Nunc,

Copenhagen, Denmar-k] in the presence of soluble or immobilised monoclonal

antibodies. Plates were pre-coated overnight at 4 °C with 10 ^g/ml monoclonal

antibody against CD47 or control monoclonal antibody, or with 20 p.g/ml TSP or

fibronectin in 100 (AI 0.01M NaHCOs pH 9, then washed and blocked with HB101

medium. Where indicated, cells were cultured in wells pre-coated with 10 |j.g/ml

goat antibodies against mouse [Biosource, Camarilla, California] in the presence of

10 (Ag/ml soluble monoclonal antibody CD47 or control monoclonal antibody. For

4N1K and 4NGG assays, 250p,g/ml peptides were coated on tmmulon-2 plates

[Dynal, Skayen, Oslo. Norway] as described23. Antibodies against CD23, av/p3 and

av/p5 wer-e coated at a concentration of 10 (zg/ml.

Flow cytometry analysis

CD5, CD23 and CD47 expression was assessed using two-step procedure.

BCLL cells were incubated for 1 h at 4°C with biotinylated specific or isotype-

matched control monoclonal antibodies, washed, stained for 1h at 4 °C with

phycoerythrin [PEJ-streptavidin [ID-Labs, London, Ontario, Canada] and analysed by

flow cytometry [FACSort; Becton Dickinson, Fr-anklin Lakes, New Jersey]. For Bct-2

intracytoplasmic staining, cells were fixed and permealized before staining [1%

formaldehyde and 0.1%saponin].

Assay for apoptosis
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Phosphatidylserine exposure, decrease in A¥m, cellular DNA content and

single-stranded DNA detection were performed by flow cytometry analysis using a

FACSort [Lysys II Software; Becton Dickinson]. For phosphatidylserine exposure,

cells were double-stained with 2 |j,g/ml FrTC-labelled Annexin-V [Biodesign] and

ropidium iodide [Sigma]14. For figure 6, cells were plated on Permanox® chamber

slides (Lab-Tek, Napierville: Illinois] and directly stained for 15 min with 0.1 pig/ml

FITC-labelled Annexin-V, then fixed in binding buffer [10 mM Hepes, NaOH pH 7.4,

150 mM NaCI, 5 mM MgCls, 1.8 mM CaCls, 3.7% formaldehyde] for 10 min and

visualized. The decrease in mitochondrial membrane potential [Ay m] was assessed

using 3,3'<lihexyloxacar'bocyanine iodide [D\OCe [3]] [Molecular Probes, Eugene,

Oregon]14. Nuclear morphology was analysed by DNA staining with DAPI (4'-6-

diamidino-2-phenylindole dihydrochtoride], and electron microscopy was done exactly

as described" using JEOL (Japanese electron optical light] 10-10 microscope.

Cellular DNA content was detected by propiduim iodide [Pl] staining of celts fixed with

70% ethanol. Single-stranded DNA was detected using monoclonal antibody F7-26.

according to the manufacturer's instructions [Apostain, Miami, Florida]. PARP,

caspase-3, -7 and -9 cleavage, caspase-8 and Bcl-2 expression were determinated

by Western blot analysis. Cells [5.10"] were directly lysed in hot sample buffer

containing 10% of p-mercaptoethanol. Samples were then boiled for 5 min,

separated by SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes [Millipore, Bdford,

Massachusetts]. Membranes were probed with indicated antibodies, and

immunoreactive products were revealed using ECL [Amereham].

Statistical analysis : Paired Student's t test.

0
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2. Article II

Le travail présenté dans cet article fait directement suite au precedent et le

complète. Afin de documenter plus avant les effets de CD47 dans une éventuelle

utilisation thérapeutique, nous avons étendu notre étude aux cellules normales du

sang. Nous montrons que les cellules souches hématopoïétiques, nécessaires au

renouvellement du pool lymphocytaire et myéloïde, et que les cellules dendritiques

immatures, principales cellules chargées de la phagocytose des cellules en

apoptose et initiatrice de la réponse immunitaire, sont résistantes à la mort induite

par rengagement de CD47. Les lymphocytes B et T normaux sont tués par CD47,

mais les B de LLC restent les cellules les plus sensibles. Enfin, la phagocytose des B

de LLC tuées par l'hydrocortisone ou par CD47est comparables, indiquant que les

événements déclenchés lors de cette mort particulière suffisent à entraîner le

processus d'élimination par des cellules dendritiques immatures.

Nous avons ensuite entrepris une étude structure/fonction de CD47 qui nous a

permis de déterminer que les domaines extraceltulaire et transmembranaire de

CD47 sont nécessaires et suffisant à signaler la mort. L'exposition des

phosphatydilsérines et la diminution du volume cellulaire observées dépendent en

partie de rétablissement d'un efflux potassique et sont totalement inhibées par

l'antimycine A, une toxine qui bloque la chaîne respiratoire. Enfin, la mort induite par

CD47 nécessite un cytosquelette fonctionnel puisqu'elle est totalement inhibée par

la cytochalasine D, un agent qui empêche la polymérisation de l'actine, et qu'elle n'a

plus lieu dans des PBMC issues de patients atteinte du syndrome de Wiskott-

Aldrich qui présentent des dysfonctionnements majeure du cytosquelette.

Ma contribution représente 85 % du travail expérimental.
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n ABSTRACT

Dying cells, apoptotic or necrotic, are swiftly eliminated by professional phagocytes.

We previously reported that CD47 engagement by CD47 mAb or thrombospondin

induced caspase-independent cell death in chronic lymphocytic leukemic B cells [&

CLLj. Here we show that human immature dendritic cells [DCs] phagocytosed the

CD47 mAb-killed leukemic cells in the absence of caspase 3, 7, 8 and 9 activation in

the malignant lymphocytes. Yet, the dead cells displayed the cytoplasmic features of

apoptosis including cell shrinkage, phosphatidylserine exposure and decreased

mitochondrial transmembrane potential [AYm]. CD47 mAb-induced cell death also

occurred in normal resting and activated lymphocytes, with B-CLL cells

demonstrating the highest susceptibility. Importantly, immature DCs and CD34+

progenitors cells were quite resistant. Structure-fu notion studies in cell lines

transfected with various CD47 chimera demonstrated that killing exclusively

required the extracellular and transmembrane domains of the CD47 molecule.

Cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerization and antimycin A, an inhibitor of

mitochondrial electron transfer, completely suppressed CD47-induced PS

exposure. Interestingly, CD47 ligation failed to induce cell death in PBMC isolated

from Wiskott-Aldrich syndrome patients suggesting the involvement of

Cdc42/WASP signaling pathway. We propose that CD47-induced caspase-

independent cell death is mediated by cytoskeletal reorganization. This form of cell

death may be relevant to maintenance of homeostasis and as such might be

explored for the development of future therapeutic approaches in lymphoid

malignancies.

0
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INTRODUCTION

Apoptosis is a non-inflammatory self-destrucfcion process, which is essential to the

regulation of immune system and homeostasis1'2. It provides molecular basis for T

and B cell development3, induction of immune tolerance and termination of normal

immune response". By contrast, necrosis is perceived by the immune system as a

danger signal that triggers inflammatory response and acquired immunity.

Classically, the activation and function of a set of proteinases, the capases, is the

key event in apoptosis, with mitochondria playing a central role5fl. A critical event,

beside the execution phase of apoptosis, is the engulfment of dying cells by

professional APC before the dead cells disgorge their toxic materials in the

surrounding milieu7.

In the past recent years, cell death other than necrosis reportedly occurred in the

absence of caspase activation in hematopoietic cells; it included glucocorticoïd-

induced death of thymocytes, Bax-mediated cell death and death of cell lines induced

by growth factor withdrawal^10. A growing number of surface Ags were involved in

the induction of this non<;lassical caspase-independent cell death. Engagement of

CDS, CD45, CD47, CD99 and MHC class I and II activated this death process 1M7.

Caspase-independent cell death induced by CD47 ligation in B chronic lymphocytic

leukemic [B-CLL] celts was characterized by cell shrinkage, exposure of

phosphatidylserine [PS], mitochondriat matrix swelling in complete absence of

nuclear degradation13.

CD47 antigen is ubiquitously expressed on hematopoieitic and non hematopoietic

cells18. It serves as a receptor for thrombospondin [TSP] and as a ligand for

transmembrane signal regulatory protein [SIRP-a], mainly expressed on myeloïd and

neuronal cells195". Through its association with integrins of p1, p2 and |33 families, it

initiated heterotrimeric G protein signaling and thus modulated cell motility,

leukocyte adhésion and migration, phagocytosis and platelet activation". On immune
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cells, CD47 ligation by soluble mAb inhibited cytokine production by APC and IL-12

responsiveness by neonatal and adult T cellssses. When immobilized, CD47 mAb

costimulated TCR-activated T cells2B£7. Thus, the biological consequences of CD47

activation seemingly vary according to : (i] the way the molecule is engaged [ii] the

surface molecules it interacts with and, [iii] its conformation and membrane

localization, which all depend on the cell type on which CD47 is expressed5658^.

The molecular basis for caspase-independent cell death remains elusive. Apoptosis-

inducing factor [AIF], released by mitochondria, induced caspase-independent

nuclear degradation33. In most of the studies, sole PS extemalization in the presence

of the broad caspase inhibitor Z-VAD fmk, was used to define caspase-independent

cell death pathway, hlowever, coexistence of caspase-dependent and independent

pathways occurred in various systems including CD2, and CD95 ligation113435. For

instance, in CDS-mediated apoptosis of T lymphocytes, the mitochondrial release of

AIF preceded the dissipation of transmembrane potential [A^m], the release of

cytochrome C (Cyt e] and the caspase-dependent execution phase of apoptosis36.

Our present findings confirmed and extended to other cell populations our previous

observations that CD47 ligation exclusively induced the cytoplasmic events of

apoptosis in B-CLL cells. We show that dendritic cells regognized and eliminated

these dead cells and present evidence that cytoskeleton rearrangement is a

triggering event in A^m loss and PS exposure after CD47 ligation on human cells.

0
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MATERIALS AND METHODS

Patients

Diagnosis of B-CLL patients included in this study was based on clinical examination

and peripheral blood count. CLL was defined as > 5000/ml lymphocytes expressing

CD5, CD20 and CD23. All patients with WAS exhibited a severe clinical phenotype.

Patient "1" contains a A insertion at position 147 in exon 2. Patient "2" and

"3"contains a C to T missense mutation at nucleotide 631 in exon 7 and 155 in

exon 1, respectively.

Cell-lines and transfectants

RAJI is a Burkitt lymphoma, RPMI 8226 and RPMI 8866 are B lymphocytic cell line,

Jurkat a T cell hybridoma, KU812 is a granulocytic cell-line, U937 and THP-1 are

monocytic cell-Iines, K-562 a chronic myeiogenic leukemia cell, OV10 is an ovarian

carcinoma tr'ansfected with CD47 cDNA37 and JimBB a CD47-negative Jurkat cell-

line26. The different cDNAs and constructs used in this study were previously

described^. Transfected Jurkat, JimBB and U937 cells were sorted for high

transgene expression on a FACSort [Lysys II Software, Becton Dickinson].

0

Reagents

Recombinant human IL-4. soluble CD40 ligand, and GMCSP were kindly

provided by Immunex Corporation [Seattle, WA] and Dr. D. Bron [Institut Bordet,

Brussels, Belgium] respectively. Dr. R-P Sekaly [U of Montreal] kindly provided

poiyclonal anti-caspase-3. Anti-human CDS [UCH-T1] was provided by P.Beverley,

University College and Middlesex School of Medicine, London, UK. Isotype-matched

negative control mAb [mouse IgGIJwas prepared in our laboratory.

The other antibodies and reagents used in this study were purchased from

manufacturers as indicated below. Anti-CD47 mAbs [clone B6H12]: Bioscience
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[Camarilla, California]. Polyclonal anti-caspase-8: Upstate Biotechnology [Lake Placid,

New York]. Polyclonal antibody against caspase-9 and anti-mouse CDB<x [clone 53-

6.7]: Pharmingen (San Diego, California]. Anti<;aspase-7 mAb: Transduction

Laboratories [Lexington, Kentucky].

u

Cell preparation and culture conditions

B-cells were isolated from Chronic Lymphocytic Leukemia [CLL] patients or from

tonsils by density gradient centrifugation of heparinized blood or cell-suspension

respectively, using Lymphoprep [Nycomed, Olso, Norway] followed by one cycle of

rosetting with S-[2 aminoethyl] isothiouronium bromide [Aldrich, Milwaukee] -treated

sheep red blood cells to deplete T cells. B cell purity was shown to be > 98% by flow

cytometry [FACSort, Becton Dickinson]. Highly purified T cells were obtained from

monocyte-depleted PBMC from healthy volunteers by rosetting with AET-treated

SRBC, followed by treatment of rosette-forming cells with Lympho-Kwik T [One

Lambda, Los Angeles, ÇA] following manufactur'er's recommendations. Cell purity

was assessed by flow cytometry using PE-conjugated anti-CDS, anti-CD4 or anti-CDS

mAbs [Anceil] and was shown to be > 98%. Stem cells were obtained from

heparinized cord-blood using the "Dynal CD34 progenitor cell selection system"

according to the manufacturer's instructions [Dynal Skoyen, Oslo, NonA/ay]. Human

monocyte-derived immature dendritic cells were prepared exactly as described38.

Highly purified lymphocytes were cultured at 4.108/ml, iDC, cell-lines and

transfectants at2.10B/ml in 100^1 of HB101 serum free synthetic medium (Irvine

Scientific] or in special medium when indicated, on flat-bottomed 96-well plates

[Nunc] in the presence of solubie or immobilized mAbs. Plates were pre-coated with

anti-CD47 or anti-CD8<x mAbs at 10 (Ag/ml. in 100 ^1 0.01M NaHC03 pH 9

overnight at 4 °C. then washed and blocked with medium. The following inhibitors

were added 15 min before plating cells when indicated. Only Cytochalasin-D treated
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cells were washed before plating. antimycine A [30 yM] [Sigma]. Pertussis Toxin

[25-100 ng/ml], Cytochalasin-D [20 ^M] and Rottlerine [5-20 fiM] [Calbiochem].

Cyclosponne A [5 ^iM], Aristolochic acid (50 p,M] and Bongkrekic acid [50 (AM]

[Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA].

For potassium efflux experiments, cells were cultured in 1% FCS Na*K*-free RPMI

medium, supplemented with normal or inverted [Na+l/[K+] ratio as described36

Phagocytosis assay

Freshly purified B-CLL cells were stained with PKH26 red fluorescent cell linker

[Sigma] according to the manufacturer's instructions before induction of apoptosis

by culture for 16 h on immobilized CD47 mAb, hydrocortisone (5x10'4M], or soluble

CD47 mAb as negative control. Cells were washed and given to iDCs [2x10 /ml] as

a phagocytic meal [10 apoptotic cells per one iDC] for 3 h at 37°C. Endocytosis of

PKHSB-stained B cells was determined by FACS after gating on live iDCs.

Flow cytometry analysis

CD47 and constructs expression was assessed using two-step procedure. Briefly,

cells were incubated for 1 h at 4 °C with biotinylated CD47 mAb [B6H12] or

unconjugated anti-CDS-a [53-6.7] or isotype-matched Ctrl mAbs [5 |jg/ml]. After

washing, cells were incubated with PE-labeled streptavidin or FITC<;onjugated anti-rat

mAb [Ancell, London, ON, Canada] and analyzed by flow cyfcometry [FACSort, Becton

Dickinson].

u

Assay for apoptosis

Detection of PS exposure and decrease in A1ïfm were performed by flow cytometry

using a FACSort [Lysys II Software, Becton Dickinson]. PS exposure: cells were

double-stained with FITC-labeled Annexin-V (R&D system] and propidium iodide [Pl] at
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2 j^g/ml [Sigma]. Decrease of A^m was assessed using

3,3'<lihexyloxacarbocyanine iodide [DOC6 [3]], [Molecular Probes]. Caspase-3, -7 and

-9 cleavage and caspase-8 expression were analyzed by Western blotting. Briefly,

5.1 D6 cells were directly lysed in hot sample buffer containing 10% of p-

mercaptoethanol. Samples were then boiled for 5 min, electrophorezed on 10%

SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes [Millipore]. Membranes were

probed with indicated antibodies, and immunoreactive products were revealed using

ECL [Amersham]. CD47-induced cell death was calculated as follow :

[% of live<;ells in control] - [% of live-cells on CD47 mAb]
-^100

[% of live cells in control]

Statistical analysis

The paired Student t'-test was used for statistical Analysis. *, p < 0.05.

0
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RESULTS

1. Engulfing by professional phagocytes of CD47 mAb-treated B-CLL cells dying

in the absence of caspase activation.

We previously reported that CD47 ligation by immobilized anti-CD47 monoclonal

antibodies [CD47 mAb] or its natural ligand, TSP13 induced caspase-independent cell-

death in B-CLL cells. This cell death was characterized by the cytoplasmic features

of apoptosis. They include cell shrinking, exposure of phosphatidytserine [PS] to the

outer leaflet membrane and as shown in Fig. 1 A, a drop in mitochondrial membrane

potential [A1Pm] demonstrated by decreased 3,3'<)ihexyloxacarbocyanine iodide

[DiOC6] staining. This cell death was considered to be caspase-independent since

the nucleus of the leukemic dead cells remained intact and PS exposure was not

prevented by the presence of the broad caspase inhibitor z-Val-Ata-Asp-{OMe]-

fluoromethylketone [z-VA&fmk]13. To fonnally demonstrate that the caspase

remained inactive during this process, we performed Western blot analysis [Fig.1 B]

to look for the cleavage-products of caspases in CD47 mAb-killed leukemic celts. We

failed to detect any cleavage products of caspases-3, 7 and 9 and similar amounts

of procaspase-8 were found in immobilized CD47 mAb and control mAb-treated &

CLL cells. Note that B-CLL cells with low level of spontaneous apoptosis were

selected for these experiments.

Both caspase activation and PS exposure have been generally considered as

prerequisites for recognition and phagocytosis of cells dying by apoptosis39'40. It was

therefore important to determine whether CD47 mAb-killed B-CLL cells could signal

their death to phagocytes and be eliminated. To test this hypothesis, we performed

the following phagocytosis assay using human monocyte-derived immature dendritic

cells as professional phagocytes41. B-CLL cells were stained by PKH26, a non-toxic

red fluorescent cell-linker, and exposed for 6 h to immobilized C047 mAb or

hydrocortisone [HC],a drug which induced classical caspase-dependent apoptosis in
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the leukemic cells42. Soluble CD47 mAb did not induce cell death13 nor Fc-mediated

phagocytosis23 and was used as negative control. Treated samples were co-cultured

with immature DCs for 3 h. Phagocytosis was assessed by flow cytometry analysis

by quantifying FL-2 fluorescence after gating on immature DCs [by size side

scatter]. Results indicated that B-CLL killed by immobilized CD47 mAb were

phagocytosed as efficiently as HC-treated cells [39% vs. 46% FL2 positive cells]

(Fig. 1 C]. Note that each cell preparation was stained separately with FiïC-labeled

Annexin-V to evaluate their percentage of Annexin-V-positive cells (39%, 75% and

83% for soluble, immobilized CD47 mAb and HC, respectively).

Taken together, these results indicate that the caspase-independent death-signal

delivered by CD47 ligation to B-CLL cells is at least sufficient to allow their

elimination by immature DCs.

u

2. Blood-cells susceptibility to CD47-induced cell death.

Since CD47 Ag is ubiquitously expressed on hematopoietic celts, we assessed the in

vitro sensitivity of normal blood cells to CD47-induced cell death. In the perspective

of a potential therapeutic use of this mAb. we first examined CD34-positive cells as

they represent the pool of hematopoietic progenitors43'44. As depicted in Fig.2 A,

stem cells remained totally insensitive to CD47 mAb-induced killing (0% of cell-death

induction, n=6], despite their high level of CD47 expression. Immature DCs are

major players in the clearance of apoptotic cells and may participate to anti-tumor

immune response41^. Similarly to stem cells, they were resistant to C047-induced

cell-death [0%, n=4] [Fig.2 A],

We next observed a differential induction of cell death in normal resting and

activated B and T-lymphocytes. The percentage of CD47-induced cell death in

normal resting B and T-cells was 36% [n=7] and 49% [n=14], respectively [Fig.2 B].

Yet, B-CLLcelis displayed the highest susceptibility [64% [n=10]. Unexpectedly, anti-
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CDS-stimulated T-lymphocytes became almost insensitive to CD47 mAb-ta'lling,

whereas T-cell dependent activation of B-lymphocytes (sCD40L + IL-4] significantly

increased the level of death induction. Activation did not modulate CD47 expression

as detected by CD47 mAb (clone B6H12] [data not shown).

Human cell-lines represent the malignant counterpart of lymphoid and myeloid cells

at different stage of maturation. In this context, we examined four lymphoid cell-lines,

[RAJI, RPMI-8226, -8866 and Jurkat], three myeloid celt-lines [U937, THP-1 and K-

562], a granulocytic cell-line (KU812] as well as the ovarian carcinoma cell line.

OV1037, transfected with CD47 cDNA. As shown in Fig. 3, the cell lines displayed a

differential sensitivity to CD47 mAb, with no correlation, as in non-transformed cells,

with the level of CD47 expression. Moreover, the level of CD47-induced cell death

induction did not discriminate between specific cell lineage, RAJI and THP-1 and

K562 being quite resistant. Of interest, OV10 CD47 transfectants were efficiently

killed by CD47 mAb [44% of death induction, n=5] indicating the CD47 transgene

was sufficient to confer cell death susceptibility in a cell which did not primarily

express the CD47 molecule.

From this data, we conclude that normal as welt as transformed cells display

differential susceptibility to CD47-induced cell death. Stem cells and immature DCs

are resistant while cell activation differentially modulates the intensity of the

response, regardless of the level ofCD47 expression.

u

3. CD47 extracellular and multiply membrane spanning (MMS) domains are

necessary to signal cell-death.

As indicated above, Jurkat and U937 cell lines were sensitive to CD47-induced celt-

death. These cell lines were therefore suitable to perform structure-function studies

to determine which portion(s] of the CD47 molecule was dispensable to mediate the

cell-death signaling. CD47 molecule is made of an extracellular immunoglobulin-like
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domain [IgV], a five membrane spanning domain [MMS for multiply membrane

spanning], and a cytaplasmic tail displaying four alternatively spliced isoforms [form

1 to 4 in order of increasing length]1B/œ. Form 2 of CD47 is the predominant isoform

present in the hematopoietic lineage, while the nearly tail-less form 1 (only three

amino acids] is expressed in keratinocytes and endothelial cells.

We first examined whether the cytoplasmic tail of CD47 was required. We used

JimBS cells, a CD47-negative Jurkat cell-line47, transfected with either of the two

native splice forms (hlAP-form 1 and 2] or a chimera, CD8C2, made of the

extracellular membrane domain of mouse CD8-_ fused to the cytoplasmic tail of

CD47 form 2. Some experiments were performed on U937 cell line transfected

with CD8C2 cDNA. Since we observed that Jurkat sensitivity to CD47-induced cell

death was greatly augmented by pretreatment with PMA for 24 h, we used PMA-

activated cells in the following experiments. The results in Fig 4B indicated that the

cytoplasmic toil of CD47 was mereiy not required to signal cell-death. First,

engagement of hlAP-fonn 1 and 2 molecules, equally expressed on JimBB, by

immobilized CD47 mAb induced similar level of cell-death [29% vs. 21% death

induction]. Secondly, as predicted from these data, ligation of the chimera CD8C2 by

CDS mAb did not mediate cell-death, either in JimBS, U937 or Jurkat [Fig.4 B and

data not shown]. Of interest, PMA-activated Jurkat-CD8C2 cells did spread when

endogenous CD47 or CD8C2 chimera was engaged by immobilized CD47 or anti-

CDS mAb respectively [Fig.4 C], indicating that the failure to induce cell-death was

not due to inappropriate chimera ligation.

Previous studies on CD47 molecule have demonstrated that IgV and MMS domains

are generally necessary for CD47 signaling26"-47'48. We therefore explored the

requirement of the IgV or the MMS domains in CD47 induced-cell-death. To this end,

we used two constructs: IAP/CD7, made of the CD47 IgV domain fused to the

membrane and cytoplasmic domains of human CD7 and CD8MC2, made of the
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extracellular domain of mouse CD8-_ fused to the MMS and cytoplasmic tail of

CD47 form 2 [Fig.4A].The following data indicated that sole the CD47 IgV or MMS

domain was not sufficient to mediate cell<leath signaling. Engagement of CD8MC2

chimera by immobilized anti-CDS on either U937 or PMA-activated Jurkat

transfectants or ligation of IAP/CD7 chimera by CD47 mAb on JimbB

transfectants did not trigger cell-death (0%, n=4 and 2%, n=6 respectively].

Taken all, we conclude that CD47 cell-death signaling requires both the IgV and

MMS domains of the molecule and that the cytoplasmic tail is not required.

0

4. PS externalization in CD47-induced cell-death is down regulated by K+ efflux

and antimycine A.

Cell shrinkage, PS extemalization and drop in AlFm are major hallmarks of

apoptosis. Cell volume loss has been demonstrated to result in potassium [K+] and

sodium [Na+] efflux38 4S. Further'more, K+ efflux and drop in A1Pm are tightly

coupled5051. To examine whether CD47 induced cell<leath was dependent on K+

efflux, we performed the cell culture in RPMI medium in which Na+/K+

concentrations have been inverted, resulting in K+ efflux impairment by osmotic

forces36. Under these conditions, CD47-induced PS extemalization together with cell-

shrinkage were delayed following CD47 ligation in B-CLL cells and U937 cell line

when compared to that observed in cultures with medium reconstituted with

normal Na+/K+ ratio (Fig.5 A and not shown]. AXPm was also slightly decreased

[V.Mateo and M.Sarfati, personal observations]

PS exposure was classically reported to be dependent on caspase activation and

PS extemalization can be blocked by antimycin A, an inhibitor of the mitochondrial

respir'atory chain. As depicted in Fig 5B, antimycin A totally prevented PS exposure

in CD47-treated cells while it had no effect on decreased A^m strongly suggesting

that these two events may be uncoupled. Mechanisms involved in PS exposure are
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rather complex and not entirely understood. For example, in some models of

apoptosis lang-tenn PS exposure has been shown to be the net result of increased

scramblase (which has no selectivity for the direction of bilayer lipids movement]

and decreased translocase activity [which selectively transports PS from the outer

leaflet back to the inner leaflet] activity. PK&o reportedly activated scramblase in

apoptotic cells52. We observed CD47-induced cell death in the presence of rottlerin,

an inhibitor' of PKC isoforms with a better selectivity for PKC-o [Fig. 5C]. These data

largely exclude a role for PKCe without ruling out the involvement of other PKC

isoforms. Indeed, immobilized CD47 mAb activated PKOB in T cells27.

These results support the hypothesis that CD47-induced cell-death involves cell

volume dysregulation. which is partly mediated by K+ efflux, and that PS exposure is

intimately linked to cell shrinkage but may be uncoupled to decreased AWm and is

independent of PKC-Ô activation.

0

.13

5. CD47-induced ceii-death involves cycoskeietal rearrangement.

It was previously reported that T and B cell lines4753 as well as B-CLL cells13

attached to and spread on CD47 mAb-coated surfaces suggesting that CD47

ligation induced a change in cytoskeleton organization. Moreover, immobilized CD47

mAb reportedly induced F-actin polymerization in activated T cells27.To test this

hypothesis, we examined the effect of cytochaiasin D, an inhibitor of actin

polymerization, on CD47-induced cell death. Treatment with cytochalasin D

prevented both PS exposure and A^m loss in CD47 mAb-treated L)937 and B-CLL

cells [Fig 6A ]. These date confirmed and extended a previous report showing that

cytochalasin D inhibited CD47-induced caspase-independent cell death in normal

TCR-activated T cells.

B cell lines motility on CD47 mAb-coated surfaces operated through Cdc42

pathway53. Since Cdc42/WASP pathway is defective in patients suffering of Wiskott-
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Aldrich syndrome [WAS], we examined the effect of CD47 ligation in PBMC isolated

from WAS patients. We tested PBMC of three patients characterized with different

point mutations, all leading to impaired WASP expression. As depicted in Fig 6B and

D, we consistently failed to observe PS exposure and A1Pm lass following CD47

ligation in WAS PBMC, strongly suggesting without demonstrating a role for

Cdc42/WASP signaling pathway in CD47-induced cell death.

Taken all, our data indicate that cytoskeleton rearTangement is a key event in

the triggering of CD47-mediated PS extemalization and Aym loss.

u



n

86

u

DISCUSSION

Our findings indicate that caspase-independent cell death induced by CD47

stimulation is sufficient to trigger a signal for phagocytosis in human dendritic cells.

The CD47-induced cell death involves PS exposure, disruption of mitochondrial

function and cytoskeleton rearrangement that might be linked to Cdc42/WASP

signaling pathway. This observation challenges the concept that both caspase

activation and PS exposure triggered by caspases are the prerequisites for

phagocytosis. Exposure of PS is a critical event to allow engulfment of dead cells by

phagocytic cells54. A phosphatidylserine receptor was recently identified and cloned

and anti-PS receptor mAb inhibited elimination of apoptoticss cells. However, blocking

PS exposure without suppression of mitochondrial collapse and nuclear degradation

also prevented phagocytosis56. Cells dying by delayed necrosis upon exposure by

staurosporine and z-VAD-frnk were also eliminated without exposure of their PS,

underlying the potential role of other candidates for recognition and elimination of

dead cells by ATC57.

Caspases play a central role in the execution of cell death; these enzymes are

recruited and activated by either receptors of TNFR family or by apoptogenic

molecules released from the intermembrane space of the mitochondria".

Nevertheless, apart from CD47, stimulation of several surface antigens resulted in

the activation of caspase-independent cell death in human cells. This includes CD2,

MHC class I and class B11'1B-17. However, ligation of these antigens may induce either

caspase-dependent or independent death according to the epitope triggered. So far,

CD47 ligation by soluble, immobilized or cross-linked mAb recognizing at least three

different epitopes exctusivety induced caspase-independent cell death (Réf. 14, and

data not shown].
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During apoptosis, mitochondrial changes result in the dissipation of the

mitochondrial transmembrane potential [AlPm]. The loss of A^m is generally

mediated by opening of the mitochondnal permeability transition pores [PT] and as a

consequence, the release of apoptogenic molecules such as AIF and cyt. cp3 with

subsequent caspase-ina'ependent or dependent nuclear degradation. The

engagement of CD47 results in cell shrinkage and A1ym loss and this occurs in the

absence of caspase activation and DNA degradation excluding Vi/ithout ruling out the

involvement of AIF and cyt.c. Indeed, AIF release ultimately lead to caspase-

independent DNA degradation60 and cyt.c to caspase activation61. However,

inactivation of cyt.c by at least HSP27 binding prevented apoptosome for'mation and

caspase activation62.We therefore postulate that either cyt.c may be inactivated and

translocation of AIF to the nucleus impaired or that there is no release of

apoptogenic molecules during CD47 stimulation. Our unpublished observations

indicated that inhibitors of PTPC opening failed to prevent CD47-induced cell death.

They include cyclosporin A in combination with aristolochic acid [which act on

cyclophilin D and PLA2 respectively], bongkrekic acid [inhibitor of ANT] and Ca++

chetators59. In support to the latter hypothesis, BCR-mediated apoptosis of

immature B cell line resulted in A<Pm loss but did not induce cyt.c release and

caspase activation63. Interestingly, cyt.c release may occur in the absence of A1Pm

loss by direct effect of the proapoptotic molecule BID/BIK64.

We also provide evidence that CD47-induced PS exposure may be dissociated from

AVm loss but is intimately linked to cell shrinkage [Fig. 5]. Cell volume decrease

during apoptosis is an active mechanism which was shown to be dependent on K+

channels [reviewed in4a£5]. Maeno et at66 observed apoptotic volume decrease in the

presence of z-VAO-fmk, suggesting that K+ efflux may be caspase-independent.

Furthermore, it was demonstrated that this phenomenon may occur upstream of

caspase activation. In the present study, mitochondrial inhibitors such as antimycin
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A, inhibited CD47-induced PS exposure but not dissipation of A1Pm. Similar

observations were made by Zhuang et al., in ectoposide or TPCK-induced apoptosis

of THP-1 monocyte cell line56. Of interest, antimycin A alone induced A1Pm in B-CLL

and U937 cell tines [Fig 5B]. In that regard, antimycin A mimicked BH3 celkleath

domain and induced mitochondrial swelling and A^m loss87. Taken together, these

results strongly suggest that factors other than cyt.c released by the mitochondria

and caspases may directly or indirectly affect PS exposure in CD47-induced cell

death.

As described for CD47-mediated cell spreading in T cell lines, both extracellular and

multispan transmembrane domains of CD47 molecule were required to induce

killing. The short cytoplasmic domain was dispensable. In T cells, ~ 65% of the CD47

molecule is localized in membrane raft where it regulates TCR-dependent and

independent T cell activation. Immobilized CD47 mAb reportedly controlled the

activation of heterotrimeric G proteins, triggered F-actin polymerization, and protein

kinase 9 translocation. However, CD47 mAb-induced killing was observed in the

presence of G proteins inhibitor [i.e., Pertussis toxin] [V. Mateo and M. Sarfati not

shown] or new PKC family (0, E, T], 6 and (A] inhibitor (i. e. rottlerin] [Fig. 5C]. PKC 9

expression was low in B cell lines largely excluding its involvement in CD47-induced

cell death. However, PKC activation by PMA pretreatment of human cell lines

enhanced CD47-mediated cell death [Fig 3].

Yoshida et al. previously reported that CD47 regulated human B cell mobility

through Cdc4253 and we observed that engagement of CD47 induced spreading in

B-CLL cells. Cdc42 belongs to the small Rho GTPases family, which includes Rho and

RAC, known to regulate formation of actin structures in many cell types60. Among

others, Cdc42 appears to have a unique role in actin remodeling during T cell

activation and endocytosis of immature DC. WASP, uniquely expressed on

hematopoietic cells63, is the specific effector of Cdc42. WASP binds Cdc42 and
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controls actin polymerization by distinct domains70. WAS-immunodeficiency

syndrome is characterized by abnormalities incytoskeletal function resulting in

abnormal chemotaxis, phagocytosis and T cell responses58.

Two observations strongly suggest a direct role of cytoskeleton rearrangement in

CD47-induced cell death : 1] inhibition of both PS exposure and AlPm loss by

cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerization and 2] absence of CD47-induced

death in PBMC of WAS patients. We propose that CD47 ligation induces killing by

two non-mutually exclusive pathways. The initial and common event would be the

triggering of actin polymerization, perhaps via Cdc42/WASP pathway. This will lead

to either mitochondrial changes including matrix swelling and AWm loss, followed by

PS exposure [pathway #1 ] and/or to a direct effect on PS extemalization bypassing

mitochondria (pathway #2].

When blood cells susceptibility was examined, immature DC, activated T cells and

CD34+ precursors appeared to be much less sensitive and virtually resistant to

CD47-induced killing. Similar differences in APC susceptibility has been reported in

hlLA-DR-induced caspase-independent cell death71. Petfcersen et al. reported that

CD47 mAb preferentially induces killing in normal activated but not resting T cells

and this was inhibited by cytochalasin D. We failed to induce cell death in anti-CDS-

activated T celts [Fig 2C]. The use of different mAb in the two studies .and the

regulation of CD47 conformation during T cell activation [M. Sarfati and V. Mateo,

unpublished data] may provide one explanation for this discrepancy.

0

The role of CD47-induced killing in the regulation of immune response remains

pooriy understood. One may envision that it at least participates to the maintenance

of homeostasis. Indeed, apoptosis is a self-destruction process which, in contrast to

necrosis, does not lead to inflammatory response and may be involved in the

induction of tolerance. Thrombospondin, the natural ligand of CD47, established a
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n molecular bridge between apoptotic cells and the APC, facilitating phagocytosis of

apoptotic cells72. We reported that TSP, like CD47 mAb, induced caspase-

independent cell death via CD47 binding, but also acted on APC to down-regulate the

production of the pro-inflammatory molecule IL-12and prevent DC maturation"3, it is

important to mention that additional mechanisms inhibited inflammation during

phagocytosis of apoptotic cells. They include induction of TGF-P production by

apoptotic cells themselves73 and by APC upon their interaction with apoptotic cells74.

Also, TSP was found to be the main activator of TGF-P'781.

CD47 was recently reported to be a marker of self in rodents which prevented

clearance of intact red blood cells and lymphoid cells by CD47+ APC through the

engagement of its counterstructure SIRP-a, selectively expressed on APC75. Also,

CD47/SIRP<x interactions negatively regulated APC functions38. However, apoptotic

cells highly expressing CD477e, are known to be efficiently cleared by APC and this

was not inhibited by CD47 mAb2377. Whether CD47 expressed on apoptotic cells has

a particular conformation to not deliver a negative signal for phagocytosis to APC

via SIRP-a and conversely whether SIRP<x/CD47 interactions can induce cell death

remain open questions.

0

Taken together, we propose that TSP-induced/enhanced PS exposure via CD47 on

lymphoid cells, followed by their elimination by professional phagocytes, represent a

process that continuously takes place in peripheral tissues to ensure the

maintenance of tissue and host homeostasis. Additionally, the anti-inflammatory

activity of TSP combined with its ability to facilitate the clearance of apoptotic cells

may further contribute to homeostasis and induction of tolerance by avoiding

inappropriate immune response to self-antigens.
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Figure 4. Requirement of both extracellular and transmembrane domains for

CD47-induced cell-death.

Panel A: Various constructs or/and chimeras of the CD47 molecule (described in

"materials and methods"] were transfected into U937, Jurkat or JimBB [CD47"/']

cell lines. Panel B; Expression of the CD47 products [black histograms] was

determined by staining with B6H12 mAb (for htAPform 1 and 2, IAP/CD7] or anti-

mouse CD8a mAb (for CD8-MC2 and CD8-C2]. Expression of endogenous CD47

[grey histograms] Cells were cultured overnight on immobilized anti-mouse CDBa or

CD47 mAb (10 jxg/ml]. * Jurkat and JimBS transfectants were pretreated with

PMA for 24h [2 ng/ml] before killing. CD47-induced cell death was calculated as

described in legend to figure 2. Panel C: Light microscopy of PMA-activated Jurkat

cells transfected with CD8-C2 construct. Untreated cells [panel 1 ], cells cultured for

1 Bh with soluble [panel 2] , immobilized [panel 3] CD47 mAb or immobilized anti-

mouse CD8a mAb [panel 4]. Panel B and C: one representative experiment out of

three.
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Figure 6. Link between CD47-induced PS exposure and cytoskeleton
rearrangement. Panel A: Cytochatasin D [20 ^iM] treated-B-CLL cells or
U937 cell line were cultured for 3 h in the presence or absence of
immobilized CD47 mAb. Shown are % of dead celts [Annexin-V+ or of
DiOCBIow cells]. One representative experiment out of 4. Panel B-D: PBMC
were isolated from 3 WAS-patients and cultured in the absence or presence
of immobilized CD47 mAb. Patient #1: Annexin V/PI and DOC6 staining [B],
CD47 expression of PBMC from patient #1 [C] and % viable cells [Annexin V-
/PI-] for 3 WAS and one B-CLL patients [D].
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3. Article III

Dans le laboratoire où j'ai effectué mon travail de doctorat. plusieurs de mes

collègues ont étudié le râle de CD47 dans la régulation de la réponse immunitaire.

Il a été montré par M. Armant que rengagement de CD47 par son ligand naturel, la

TSP, ou par le peptide 4N1 K qui mime le domaine de la TSP qui lie CD47, inhibe la

production d'IL-12 par tes monocytes humains. Le travail présenté ici, initié par C

Demeure, y fait écho et rapporte les effets immuno-modulateurs de CD47 lors de ta

maturation des cellules dendritiques suite à une stimulation bactérienne. Il est

montré que rengagement de CD47 par des anticorps solubles ou le peptide 4N1 K

inhibe la sécrétion des cytokines IL-12, TNF-a, GM-CSF et IL-6 par des cellules

dendritiques en cours de maturation. Les cellules dendntiques qui ont été mises en

presence de CD47 tout au long de leur maturation sont phénotypiquemen^; et

fonctionnellement immatures. Ma contribution à ce travail a été de montrer que les

cellules ainsi traitées ont gardé leur capacité à endocytoser des particules [comme

montré par l'ingestion de BSA], tout comme ceile de phagocyter des cellules

apoptotiques [figure 8 de cet article]. Ces deux fonctions sont normalement

perdues par les cellules dendritiques matures.

0
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ABSTRACT

Upon encounter with bacterial products, immature dendritic cells [iDCs] release

pro-inflammatory cytokines and develop into highly stimulatory mature DCs. In the

present study, we show that human monocyte-derived DCs functionally express the

CD47 Ag, a thrombospondin receptor Intact or Ffabj'g fragments of CD47 mAb

suppress bacteria-induced production of IL-12, TNFot, GM-CSF and IL-6 by iDCs.

4N1 K. a peptide derived from the CD47-binding site of thrombospondin, also inhibits

cytokine release. The inhibition of IL-12 and TNF-a is IL-10-independent inasmuch as

IL-10 production is down-modulated by CD47 mAb and blocking IL-10 mAb fails to

restore cytokine levels. CD47 ligation counteracts the phenotypic and functional

maturation of iDCs, in that it prevents the up-regulation of co-stimulatory molecules,

the loss of endocytic activity and the acquisition of an increased capacity to

stimulate T cell proliferation and IR^y production. Interestingly, regardless of CD47

mAb treatment during DC maturation, mature DC restimulated by sCD40-L and

IRsl-Y, to mimic DC/T interaction, produce less IL-12 and more IL-18 than iDCs.

Finally, CD47 ligation on iDCs does not impair their capacity to phagocytose

apoptotic cells. We conclude that following exposure to microorganisms, CD47

ligation may limit the intensity and duration of the inflammatory response by

preventing inflammatory cytokine production by iDCs and favoring their

maintenance in an immature state.
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INTRODUCTION

Dendritic cells, the most potent antigen-presenting celts of the immune system play

an essential role at the onset of the innate and adaptive immune response against

pathogens (1,2). Under resting conditions, DCs are found in most tissues in an

immature form which is charactenzed by a very high ability to capture and process

soluble and particulate Ags [3]. Upon inflammatory stimulation, they undergo

maturational changes which involve down-regulation of their endocytic capacity, up-

regulation of surface immunogenic MHC-peptide complexes and increased

expression of costimulatory molecules, thus becoming very efficient stimulatorc of

naive T cells [4]. As part of this process, they adapt their adhesion and chemokine

receptors to migrate out of the inflamed tissue and reach secondary lymphoid

organs where they meet T cells [5]. Bacterial products additionally stimulate DCs to

release several cytokines that participate to the inflammatory response, and

chemokines that contribute to attract more DCs and other cell types [6]. Among

these cytokines, IL-12 plays a central role by inducing IR^y production by T cells and

NK cells, enhancing NK cell cytotoxicity and promoting the development of cytotoxic

T cells [7]. Due to their capacity to produce IL-1 2, it is generally accepted that DCs

are critically positioned to initiate the Thl immune response required for the

clearance of several pathogens [8].

Because of its potentially deleterious effects, the inflammatory response must be

coordinated with mobilization of anti-inflammatory mechanisms that will allow the

return to the steady state. These may down-regulate IL-12 production and / or

inhibit the maturation of iDCs into potent T cell stimulators. tnhibitore of IL-12 include

IL-4,IL-10,IL-13,TGF-p, PGE2, glucocorticoids, as well as phagocytic receptors ORS,

FcyR and scavenger receptors [1, 9-15]. IL-10, produced by various cell types

including DCs themselves, may inhibit DCs maturation [16]; moreover, IL-10-treated

DCs were found to induce tolerance in naive T cells [17] or to bias their



n

106

development into Th2 effectors [18,19].TGF-P and glucocorticoids have also been

recently found to alter the maturation of DCs in response to stimulation by bacterial

products [20,21].

CD47 Ag, also known as Integrin Associated Protein [IAP], is a widely expressed

muttispan transmembrane protein, which is physically and functionally associated

with avp3 integrin, the vitronectin receptor [22]. Indeed, CD47' cell lines expressing

avp3 do not bind vitronectin-coated beads [23] and CD47 deficient mice rapidly die

of Escherishia coli peritonitis, a phenomenon directly associated with a reduction in

leukocyte activation in response to p3, but not p2 integrin ligation [24]. CD47 has

also been implicated in leukocyte transendothelial migration [25,26].

In this report we show that CD47 is functionally expressed on human DCs. Ugation

of CD47 by mAb or a synthetic peptide derived from its natural ligandj.e.

thrombospondin [27-29], inhibits cytokine production and the maturation of iDCs in

response to bacterial stimuiation.
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RESULTS

1. CD47 expression by immature and mature DCs.

We first demonstrated CD47 expression on human monocyte-derived iDCs and

bacteria-stimulated mature DCs [mDCs]. As previously reported, all monocybes co-

expressed GDI 4 and CD47 [33]. GDI 4 expression was drastically reduced during

the process of monocyte differentiation into iDCs in the presence of GM-CSF and IL-

4, while CD83 was slightly induced [Fig.lj.As shown in this figure, CD47 remained

highly expressed on iDCs and was not modulated following Staphylococcus aureus

(SAC)-induced maturation. Mature DCs became CD14', CD47+ and CD83bna .

0

2. CD47 ligation suppressed cytokine release by maturing DCs.

We next evaluated the effect of CD47 ligation by soluble mAb on cytokine production

by maturing DCs. iDCs stimulated for 24 h with SAC produced large amounts of

pro-inflammatory cytokines (Fig. 2]. As seen, CD47 engagement potently

suppressed IL-12 [n=13,p0.0001],TNF-a [n=13. pO.0001], IL-6 (n=8, p0.05] and

GM-CSF [n=6, p< 0.04] production. CD47 ligation did not inhibit the production of IL-8

nor alter the viability of DCs which was greater than 80%, as revealed by trypan

blue staining. Note that spontaneous release of TGF-R was not affected by SAC

stimulation regardless of the presence of CD47 mAb.

CD47 mAb-mediated inhibition of IL-1 2 and TNF-a production was dos&dependent

and significant suppression was seen with as little as 0.5|jg/ml of 2D3 or B6H12

mAbs directed against different CD47 epitopes (34] (Fig. 3a]. Since FcvR ligation

reportedly suppresses IL-12 production by monocytes [15], we excluded this

mechanism by showing that F[ab]'2 fragments still inhibited cytokine release by

maturing DCs [Fig. 3b]. Finally, because TSP is a reported ligand of CD47, we

examined the effect of 4N1 K, a peptide corresponding to the CD47 binding region of

TSP [27] on IL-12 and TNF-a production. As depicted in Fig. 3c, 4N1 K inhibited SAC-
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induced cytokine release by maturing DCs, whereas the control mutant peptide

4NGG remained inactive.

Together, these results indicated that CD47 ligation by soluble mAb or its natural

ligand suppressed the production of pro-inflammatory cytokines by maturing DCs

without inducing a generalized dysfunction of the cells.

3. Inhibition of cytokine production by CD47 ligation was IL-1 0-independent
and not overcome by IFN^y .

Among the products released by macrophages and DCs following stimulation by

bacterial products, IL-10 is known to be an autocrine inhibitor of pro-inflammatory

cytokine production [9,16]. We therefore determined whether CD47 mAb-mediated

suppression of cytokines during DC maturation resulted from increased

endogenous IL-10 production. We found that CD47 ligation suppressed by 72%

[n=7, p<0.03] IL-10 release by SAC-stimulated iDCs [Fig. 4a]. To further exclude a

possible role for IL-10 in CD47 mAb inhibitory effects, a neutralizing anti-IL-10 mAb

was added to SAC-stimulated cultures. In agreement with the suppression of IL-10

release by CD47 ligation, blocking of IL-10 failed to restore IL-12 and TNF<x

production in these cultures [Fig. 4 b].

IR^Y has been reported to provide an efficient co-signal for IL-12 p70 production by

DCs stimulated by CD40L or bacterial products such as SAC or LPS [35].

Therefore, we examined whether IR^y could restore cytokine release in CD47 mAb-

treated maturing DCs. As shown in Table I, CD47 engagement significantly

suppressed IL-12, TNF-a and IL-10 in the presence of a high dose of IR^y [500

U/ml], whereas IL-8 secretion still remained unaltered.

0 4. CD47 ligation impaired DC phenotypic and functional maturation.
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Upon stimulation with bacterial products, iDCs undergo several phenotypic and

functional changes, a process known as DC maturation and leading to the

development of fully competent Ag-presenting and co-stimulatory cells [1,2]. We

found that CD47 ligation during SAC stimulation of iDCs significantly altered their

maturation [Fig.5 and 6]. The SAC-induced down-regulation of the monocyte marker

CD14 and up-regulation of the DC marker CD83 were impaired in CD47 mAb-

treated celts [Fig.5j. CD47 mAb also inhibited the up-regulation of HLA-DR and of the

co-stimulatory molecules CD40, CD54. CD80 and CD86. Functionally, DC

maturation is associated with a marked reduction of the endocytic capacity. As

seen, CD47 mAb-treated DCs retained a higher capacity to uptake FITC<;onjugated

BSA. Similar results were observed by using 4NIK peptide [C. Demeure and M.

Sarfati, personal observations]

The functional immaturity of CD47-treated DCs was further revealed by examining

their ability to stimulate allogeneic T cell proiiferation and cytokine production (Fig.6j.

DCs that had matured in the presence of control Ab were strikingly better than

iDCs at inducing T cell proliferation [10-fold better] and IRsl-7 or IL-13 production. In

contrast. DCs that had been incubated with anti-CD47 mAb together with SAC were

much less efficient to initiate T cell proliferation [3-fold less than mDCs] and not

better than iDCs to induce IRsl-y and IL-13 production. Note that IL-4 and IL-5, two

typical Th2 cytokines, could not be detected under these experimental conditions

[data not shown].

The following results suggested that the reduced capacity of CD47 mAb-treated

DCs to stimulate IRd-y producdon may not entirely result from decreased IL-12

production during DC maturation. Indeed, regardless of CD47 ligation during DC

maturation, mDCs produced about 10 times less IL-12 than iDCs after

restimulation with soluble CD40L and IR^y (used to mimic T cell / DCs interaction],
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[Fig.7].ln contrast, we found that mDCs produced about twice more IL-IBthan iDCs,

and this was also not modulated by anti-CD47 treatment.

5. CD47 ligation did not impair immature DC phagocytic function.

Immature DCs, as opposed to mDCs, are reported to be professional phagocytes

which efficiently eliminate apoptotic and necrotic cells during eariy step of

inflammatory process [36]. Since our data indicated that CD47 ligation during

bacterial stimulation of iDCs inhibited cytokine secretion and prevented their

acquisition of a mature functional phenotype, we determined whether CD47 mAb

treatment would inhibit the phagocytic activity of iDCs. As shown in Fig.B, CD47

mAb-treated iDCs phagocytosed apoptotic B cells as efficiently as untreated DCs,

extending and confirming previous reports that CD47 mAb failed to interfere with

the phagocytosis of aged neutrophils by.macrophages [37].

u

DSSCUSSiON

The present results indicate that CD47 is functionally expressed on human

monocyte-derived DCs and that it may regulate their maturation induced by the

pathogenic bacteria Staphylococcus Aureus. Ligation of CD47 by either mAbs or a

synthetic peptide corresponding to the binding region of its natural ligand, TSP, has

two major effects on the response of iDCs to SAC. First, it suppresses the

production of the pro-inflammatory cytokines IL-12, TNF<x, IL-6 and GM-CSF by

maturing DCs, without affecting that of IL-8 and TGF-p. Second, it prevents the

phenotypic and functional changes associated with DC maturation, including the up-

regulation of MHC class II Ags, co-stimulatory molecules and the acquisition of a

potent T cell stimulatory activity. IL-10 and TGF-P were reported to exert simitar

effects on the maturation of DCs induced by bacterial products [16,20]. It is unlikely

that anti-CD47 mAb acts by increasing the endogenous production of these
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inhibitory cytokines. Indeed, their pr'oduction is either suppressed [IL-10] or

unaffected fTGF-p] and inclusion of neutralizing Abs to IL-10 [fig.4] or TGF-P (data not

shown] does not restore the cytokine production of anti-CD47-treated cells. Cytokine

production by maturing DCs is also known to be suppressed by PGE2 [38] or by pre-

treatment of iDCs with tow doses of LPS [39,40]. Simitar to anti-CD47 mAb, these

treatments reduce IL-12 production by maturing DCs and generate mDCs that

have a impaired capacity to induce IRJ-y production by allogeneic T celts; however,

unlike anti-CD47 mAb, they do not prevent DCs to acquire increased T cell

stimulatory activity.

In agreement with Kapsenberg and colleagues, we found that human mDCs

produce ten-fold less IL-12 [and TNF<i] than iDCs [41 ], regardless of anti-CD47 mAb

treatment. This contrasts with the increased capacity of mDCs, as compared to

iDCs, to stimulate IRM-y production by adufcT cells [Fig.6], a phenomenon which is IL-

12-dependent [réf. 42 and data not shown]. Moreover, mDCs are better at inducing

IRM-Y production because they express higher levels of membrane-bound (CD80,

CD86, CD54 and CD58] and soluble molecules [IL-18] which co-stimulate the effects

of IL-12 [43]. Inclusion of anti-CD47 mAb during DC maturation did not affect the IL-

12 nor the IL-1 8 producing capacity of mDCs, whereas it reduced their capacity to

stimulate T cell proliferation and IRsI-y production; probably by inhibiting the up-

regulation of membrane bound co-stimulatory molecules. This interpretation is

supported by two observations. First, even in the presence of exogenous IL-12 [50

pM], the production of IRJ-y by T cells stimulated with anti-CD47-treated DCs

remains significantly lower than that induced by control mAb-treated DCs (44 ± 7

ng/ml of IRsl-y compared to 76 ± 11 ng/ml; mean ± SEM of 4 experiments,

p<0.05]. Second, anti-CD47-treated DCs also display a reduced rather than

enhanced capacity to induce IL-1 3 production by T cells [Fig. 6], a cytokine whose

production is suppressed by IL-1 2 [44].
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The inhibition of DC maturation may be biologically and clinically relevant as

illustrated in a recent study showing that Plasmodium falciparum may use this

strategy to defeat the human immune response [45]. Malaria-infected human

erythrocytes reportedly exert the same effects on LPS-induced maturation of iDCs

as those described in the present study. Interestingly, the ability of intact malaria-

infected erythrocytes to inhibit DC maturation was linked to the expression on their

surface of still undefined parasite-derived proteins binding to CD54, CD36 and TSP.

It ispossible that TSP bound to infected erythrocytes may engage CD47 expressed

on DCs and alter their ability to induce effective T cell<iependent immunity. It is also

worthy to note that Plasmodium falciparum was shown to express a

thrombospondin-related adhesive protein FTRAP], capable of binding to human cells

[46].

Thrombospondin is an homotrimeric extracellular matrix protein [ECM] which is

produced not only by platelets but also by monocytes and macrophages [27]. TSP is

transiently expressed at high concentration in damaged and inflamed tissues

[28,29] and there is growing evidence that it has potent anti-inflammatory

properties. These may involve at least two distinct mechanisms. First, TSP binds to

immature TGF-R and activates it into a potent immunoregulatory cytokine [47]. TSP-

deficient animals display diffuse inflammatory lesions that are corrected by

treatment with the active form of TGF-R and are reminiscent of those observed in

TGF-P deficient animals [48]. The second mechanism involves the binding of TSP to

CD47 expressed on inflammatory cells and / or APC. In addition to the present

findings, engagement of CD47 by TSP reportedly inhibits IL-12 production by human

monocytes stimulated via T cell-dependent mechanisms or bacterial products [49].

Whether or not some pathogens exploit the CD47-mediated inhibition of DC

maturation, our observations are consistent with a role for this molecule and its
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ligand FTSP] in regulating the early stages of the innate and adaptive immune

response.
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Fig. 2: CD47 ligation inhibits cytokine release by monocyte-derived DCs.
Immature DCs were cultured with either medium alone or SAC [0.02%] in
the presence of CD47 mAb [B6H12] or its isotype-matehed control [Clg]
mAb (10 |jg/ml]. Cytokines were measured in culture supematants
collected after 24 h. Results are expressed as means ± SEM of 10
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Fig. 4: Suppression of cytokine production by CD47 mAb is IL-10-independent.
[A]: IL-10 production by iDCs stimulated with SAC in the presence of CD47 mAb or
its isotype-matched control as described for figure 2. [B]: IL-1 2 and TNF- a
production by iDCs stimulated as in panel A, in the presence of a blocking rat
anti-human IL-10 mAb (1 0 |jg/ml] or Clg. Results represent the means ± SEM of six
[A] and four [B] experiments respectively. *. p < 0.05.
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Fig. 5: CD47 engagement prevents SAC-induced DC maturation.
iDCs cultured with either medium alone or SAC in the presence of anti-
CD47 mAb [B6H12] or Clg were analyzed by flow cytometry for the
expression of surface molecules(48 h] and their capacity tc
endocytose macromolecules (24 h]. For analysis of the endocytic
capacity, iDCs were stimulated as above except that culture medium
contained GM-CSF and IL-4. After 24 h, cells were washed and
incubated at 0.5 X 1 OB cells/ml with 50 |jg/ml FITC-labelled BSA for
30 min at 37oC (filled profiles] or 4oC (open profiles] (negative control],
and analyzed by flow cytometry. The figure is representative of 4
independent experiments.
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cells were washed and re-stimulated (0.25x10°/ml] with soluble
trimeric CD40L [1[Ag/ml] and IFN-y [500 U/ml] in order to mimic T
cell-dependent activation. IL-12 and IL18 were measured after 24h of
stimulation. The figure shows the means ± SEM of 6 experiments; **,
p< 0.01: ***,p< 0.005.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

Recombinant human IL-4, soluble CD40 ligand, and GM-CSF were kindly

provided by Immunex Corporation (Seattle, WA] and Dr. D. Bron (Institut Bonjet,

Brussels, Belgium] respectively. IL-12 was a generous gift from Dr. M. Gately

(Hoffmann-LaRoche, Nutley, NJ] and IFNy was obtained from Genzyme [Boston, MA].

Staphylococcus aureus Cowan l strain [SAC] was used at 0.02% [wt/vol; Pansorbin,

Calbiochem-Behring, LaJolla, ÇA]. Anti-CD47 mAb B6H12 [mouse Ig61], and

neutralizing anti-IL-10 mAb [clone 19 F1.1] were obtained from ATCC (Manassas,

VA]. The anti-CD47 mAb 2D3 (mouse lgG1 ] was kindly provided by Dr. E. Brown

[University of California, San Francisco, CA]. Isotype-matched negative control mAb

(mouse lgG1]was prepared in our laboratory. F(ab)'2 fragments of CD47 mAb were

prepared using Pierce (Rockford,IL) commercial kit The 4N1K peptide

[KRRWMWKK] and 4NGG [KRFYGGMWKK] were obtained from Genosys P-he

Woodlands, Texas); 4N1 K corresponds to the C terminal domain of TSP and 4NGG

is a control mutant [27]. FITC-labelled BSA was purchased from Sigma (Sigma

Chemicals. St-Louis, MO].

<J

Cell purification and culture conditions

Generation of monocyte-derived DCs. PBMCs were isolated by density

gradient centrifugation of heparinized blood from healthy volunteers using

Lymphoprep (Nycomed, Otso, Norway]. Enriched monocytes were prepared by cold

aggregation as described [3D], followed by one cycle of resetting with S{-2

aminoethyl] isothiouronium bromide [Aldrich, Milwaukee] -treated SRBC to deplete

residual T and NK celts. Monocyte purity was shown to be >95% by flow cytometry

[FACScan, Becton Dickinson, Mountain View, ÇA] using PE-conjugated anti-CD14

mAb [Ancell, London, Ontario).
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Human monocyte-derived immature dendritic cells were prepared exactly as

described [31] except that two-thirds of culture medium was replaced by fresh

medium containing GM-CSF and IL-4 every other day and non-adherent cells were

harvested at day 5. Upon microscopic analysis, >98% non-adherent cells presented

cellular projections. Analysis by flow cytometry revealed that preparations consisted

in a homogenous [>96%] population of CDS'. CD14IO/", CD16'. CD40+, CD54+,

CD8010, CD8310/', CD86+, HLA-DR+ large cells <1% CD3+, CD19+ or CD56+ cells

could be detected.

DCs cultures were performed in complete serum-free HB101 medium [Irvine

Scientific, Santa Ana, CA] and supplemented with 2 mM glutamine, 1 mM sodium

pyruvate, 10 mM hepes, 100 IU penicillin and 100 |jg/ml streptomycin. DCs were

cultured at [0.5X10 /ml] in 24 well flat-bottom Falcon plates [Becton Dickinson].

Mature DCs were generated by stimulating day 5 monocyte-derived DC

[0.5x106/ml] in HB101 medium with SAC [0.02% wt/vol] for 2 days in the

presence of GM-CSF and IL-4 as above.

T Lymphocytes and allogeneic MLR. Highly purified T cells were obtained from the

monocyte-depleted PBMC by rosetting with AET-treated SRBC, followed by

treatment of rosette-forming celts with Lympho-Kwik T [One Lambda, Los Angeles,

CA] following manufacturer's recommendations. Cell purity was assessed by flow

cytometry using PE-conjugated anti-CDS, anti-CD4 or anti-CDS mAbs [Ancell] and

was shown to be >98%.

These T cells [10 /ml] used as responder cells were stimulated in 96 wells

flat bottom microplates (Falcon] with different numbers of mitomycin C-treated DCs.

All cultures were performed in complete RPMI 1640 medium [BioWhittaker,

Walkersville, MA] containing 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 10 mM

Hepes, 100 IU penicillin, 100 mg/ml streptomycin [BioWhittaker] and 10% FCS.

Culture supernatant was collected at day 4 and cytokine content was determined.
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DNA synthesis was assessed by adding 1 (jCi/well of [methyl- H] thymidine

[10 Ci/mmol; Amer'sham, Arlington Heights, IL] during the last 16 h of culture.

Triplicate cultures were then harvested onto glass fiber filters, and the radioactivity

was counted using liquid scintillation.

Cytokine measurement

IL-12p70 release was assessed by a two-site sandwich ELISA using mAb

SOCS as the capture mAb and HRPO-coupled mAb 4D6 as détection probe. Both

mAbs were generously provided by Dr. M. Gately [Hoffmann-LaRoche, Nutley, NJ].

The sensitivity of the assays was 6 pg/ml. IRsl-y was measured by a sandwich sotid-

phase RIA using two anti-IFN-y mAbs as previously described. TNF-a, GM-CSF and

IL10 were measured using a sandwich ELISA or RIA as previously described

[30.32]. IL-13 was measured using a sandwich ELISA using rat anti-IL-13 mAb (clone

SAS, ATCC] as capture mAb and a polyclonal rabbit anti-IL-13 Ab [Accurate

Chemicals, Westbury, NY] as a detecting probe. IL-6, IL-8 and TGF-P ELISA kits were

purchased from R & D Systems. All the measurements were performed in

duplicate.

u

Ag uptake assay

Two identical aliquots of DC were washed and resuspended [10B/ml] in

complete hlBIOI culture medium at 37°C or 4°C [ice-cold]. An equal volume of BSA-

FITC [50p,g/ml final concentration; Sigma] was then added and cells were incubated

for 30 min. Ag uptake was stopped by extensive washing using cold PBS containing

1% BSA and 10mM Sodium Azide before analysis with a FacScan [Becton

Dickinson]. Negative controls were the experiments performed at 4°C. For testing

the effect of CD47 engagement on endocytosis, anti-CD47 mAb or isotype-matohed

control (IgGI ][1 O^ig/ml] mAbs were added during the incubation with BSA-FrTC.
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Phagocytosis of apoptotic celts.

B-cells from Chronic Lymphocytic Leukemia [CLL] patients were isolated by

density gradient centrifugation of heparinized blood fallowed by one cycle of

rosetting with S-[2 aminoethyl] isothiauronium bromide [Aldrich, Milwaukee] -treated

sheep and red blood cells to deplete T cells. B cell purity was shown to be >98% by

flow cytometry [FACSort, Becton Dickinson]. Freshly purified BCLL cells were

stained with PKH26 red fluorescent cell linker [Sigma] according to the

manufacturer's instructions before induction of apoptosis by culture for 16 h in the

presence of hydrocortisone [5x1 DM]. More than 95% cells appeared apoptotic as

determined using FFTC-Annexin V/PI staining. Cells were washed and were given to

iDCs [2x105/rril] as a phagocytic meal (10 apoptotic cells per one iDC] for 3 h at
4°C [control] or 37°C. in the presence of anti-CD47 mAb (B6H12.10|jg/ml] or its

isotype-matohed control. Endocytosis of PKH26-stained B celts was determined by

FACS after gating on live DCs.

Flow cytometry analysis

CD47 surface expression was assessed using a two-step procedure. Briefly,

cells were first incubated for 1 h at 4°C with a biotinylated mouse anti-CD47 mAb

[B6H12]or ctass-matched negative control mAb [5 |jg/ml]. After washing, celts

were incubated with PE-labeled streptavidin [Ancell] for 1 h at 4°C. Stained cells

were analyzed using FACScan [Becton Dickinson). All other FITC- or PE-conjugated

mAbs were purchased from Ancell.

u
Statistical analysis.

The paired t-test was used to determine statistical significance of the data. *

p<0.05; * * p<0.01 ; * * * p<].005.
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1. Redefinition de la mort cellulaire
programmée

Les résultats présentés ici ' décrivent un processus de mort cellulaire

efficace qui se caractérise par la mise en place d'événements exclusivement

cytoplasmiques de la mort cellulaire par apoptose. De ce fait, nous proposons une

sous-classification de la mort cellulaire programmée qui sépare tes événements

observes dans le cytoplasme [mort cytoplasmique] de ceux induits dans le noyau

[mort nucléaire].

u

1.1. Mort « cytoplasmique »

Nous avons vu précédemment que les signaux qui engendrent l'apoptose peuvent

être de nature très variée. Cependant, ils conduisent tous à des modifications

cytologiques consensuelles, permettant finalement à la cellule mourante d'etre

éliminée rapidement de façon « silencieuse ». Au niveau cytoplasmique, les

modifications sont, par ordre d'importance : 1/ la perte de l'asymétrie

membranaire quant à sa composition en phospholipides, et notamment l'ecto-

exposition des PS de la membrane plasmique, ceci en l'absence de rupture de celle-

ci; 2/ le r'étrécissement de la cellule, événement concomitant au précèdent; 3/ ta

baisse de potentiel membranaire mitochondrial A'4»^; d] le bourgeonnement

éventuel de la membrane plasmique. A cet égard, les conséquences engendres par

l'agregation de CD47 rentr'ent dans le cadre d'un processus de « mort;

cyboplasmique », puisque les trois premières conditions sont remplies [Article l et II].

In vivo, la destinée d'une cellule en apoptose est son élimination par phagocytose via

les cellules avoisinantes et [ou] les phagocytes professionneis, tels les

macrophages et les cellules dendritiques. Comme nous te discuterons
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ultérieurement, cette suppression se produit généralement en l'absence

d'inflammation, et sans dispersion de matériel cellulaire dans le milieu

extracellulaire. Les obsen/ations que nous rapportons ici contribuent à étayer

l'hypothèse que certains des événements cytoptasmiques engendrés lors de ta

mort cellulaire suffisent à eux seuls à la reconnaissance et à la phagocytose des

cellules ainsi engagées vers la mort. Nous montrons que les cellules tuées via

CD47 sont efficacement phagocytées, alors qu'aucun événement nucléaire n'est

détectable, ni par cytométrie de flux [recherche de noyaux hypodiploïdes par

marquage à l'iodure de propidium, d'ADN simple brin par l'Ac F7-26], ni sur gel

d'agarose [DNA ladder] ni enfin en microscopie à fluorescence [DAPI] ou

électronique'11S1 113]. Récemment, une étude a montré que les plaquettes, cellules

anucléées mais néanmoins pourvues d'un programme de mort cellulaire, meurent

par une apoptose de type « cyboplasmique » [condensation cellulaire, exposition des

PS, maintien de l'intégrité membranaire] suite à une élévation des protéines

proapoptotiques Bak et Bax. Ces cellules qui meurent d'un processus physiologique

[vieillissement et privation de facteurs de survie] sont reconnues et efficacement

phagocytées par des macrophages' '. L'importance de ces événements

cytoplasmiques dans l'élimination des cellules en apoptose a été confirmée par

l'étude de Zhuang et al. qui ont observé que l'inhibition de certains événements

cytoptasmiques de l'apoptose [exposition des PS, perméabilité plasmique accrue]

par ('emploi d'oligomycine ou d'antimycine A empêchait la phagocytose de ces

cellules apoptotiques. Il faut noter que tes autres événements caractéristiques de

l'apoptose sont maintenus lors de ces traitements (faible Aïfm> activation de la

caspase-3, clivage de PARP et fragmentation de l'ADN]'114'. Un nombre croissant de

données indiquent que les événements nucléaires de l'apoptose ne sont pas

nécessaire à l'élimination des cellules en apoptose.
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In vivo, la phagocytose des cellules en apoptose peut avoir lieu avant que ne soient
mis en place certains événements nucléaires. Chez C. elegans, la dégradation de
l'ADN se fait par le produit du gène nuc-1, une endonucléase homologue de la
DNase II humaine ' . Chez les mutants déficients pour cette DNase, aussi bien
la mort cellulaire que la phagocytose s'obsen/ent, mais l'ADN des noyaux, toutefois
pycnotiques, n'est pas dégradé . Chez les vertébrés, l'équivalent est observable.
Les travaux de Nakamura et al. montrent que l'élimination des thymocytes
apoptotiques et des lymphocytes B du centre germinatif se fait avant l'apparition
d'ADN fragmenté, chez la souris. Toutefois, quelques cellules à noyau pycnotique
peuvent s'observer hors des phagocytes . La génération de souris Knock-out*
du gène cad ou transgéniques d'une forme non clivable par la caspase-3 de
ICAD, ICAD-Sdm , confirment le caractère accessoire de la fragmentation d'ADN
quant à la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques. En fait, ces
animaux sont viables, ne présentent pas de défauts évidents de croissance, et sont
fertiles. Ils ont un développement de leur système immunitaire manifestement
normal, malgré le fait qu'/n vitro leurs cellules spléniques et leurs thymocytes sont
résistants à ta condensation et à la fragmentation d'ADN suite à l'induction
d'apoptose par divers stimuli (étoposide, staurosporine et actinomycine D pour les
souris CAD-nulles, radiations ionisantes, dexaméthasone, Ac anti-Fas pour les souris
ICAD-Sdm transgéniques]. Cependant, dans des coupes de tissus où l'apoptose est
présente dans des conditions physiologiques normales [cortex et medulla thymique,
corps jaune et cellules granuleuses des follicules ovariens], des cellules qui
présentent une fragmentation de leur chromatine sont détectables par la technique
TUNEL; et les niveaux d'apoptose sont comparables à ceux présent chez les souris
non mutées. Un examen plus poussé du thymus a permis de montrer que les
thymocytes positifs pour le marquage TUNEL se retrouvent en fait dans les
*Cf. note p. 13
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macrophages. La fragmentation d'ADN serait déclenchée dans les lysosomes de

ces derniers, probablement due à l'activation de DNases acides présentes dans ce

phagocyte ). Enfin, une étude chez les souris Apafl nulles et les souris

Hammertoe. démontre que ta fragmentation d'ADN n'est pas nécessaire à la mort

des cellules interdigitales conduisant à la séparation effective des doigts'46'. Les

souris Hammertoe ont une mutation génétique non identifiée qui empêche la

separation des orteils lore de leur développement. Cependant, on peut forcer cette

separation en induisant l'apoptose des cellules interdigitales. Si conjointement on

inhibe les événements nucléaires par l'utilisation du peptide ZVAO-fmk, ta séparation

reste effective alors que les cellules interdigitales ne présentent aucun signe de

degradation d'ADN. Parallèlement, l'analyse de l'espace intenjigital des embryons

Apaf1 nuls, pour lesquels la séparation, quoique ralentie, a complètement lieu chez

les souris parvenues à leur terme, confirme que ce phénomène peut se produire en

l'absence de mort nucléaire.

L" ensemble de ces travaux suggère fortement que la « mort cytoplasmique » est un

processus physiologique pouvant suffire à l'élimination des cellules apoptotiques.

0

1.2. Mort « nucléaire »

Il n'y a pas si longtemps, l'apoptose se caractérisait essentiellement par la

fragmentation intemucléosomale de la chromatine, donnant lieu aux « barreaux

d'échelle » d'ADN typique sur gel d'agarose [DNA ladder]. Si l'assertion n'est pas

fausse, nous avons vu précédemment que l'absence de sa détection ne signifie pas

absence d'apoptose ni. a fortiori, absence de mort1132'. Cependant, ces événements

nucléaires sont présents dans une grande majorité de cas et revêtent

probablement une importance physiologique encore mal définie. Les événements

cytologiques caractéristiques de la mort cellulaire dans le noyau sont, par ordre
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d'apparition : 1/ la condensation de la chromatine, ou noyaux pycnotiques; 2/ la
fragmentation de l'ADN en fragments de haut poids moléculaire de 300 et/ou 50
Kb; et 3/ en fragments internucléosomaux de 180 paires de bases et ses
multiples [DNA ladder].

Nous avons abordé dans l'introduction certains mécanismes moléculaires connus

pour engendrer ces événements. Dans notre modèle, la participation de CAD
semble exclue pour deux raisons. 1/ Nous n'observons pas de fragmentation
d'ADN [Cf. paragraphe précédent et Article l, fig. 5b et e, fig. 6 et fig. 7]; 2/ La
caspase-3 n'est pas activée [Article II, fig. 1B]. Récemment, la participation de
l'endonucléase G mitochondriale [Endo-G] dans la dégradation intemucléosomale de
l'ADN à été mise en évidence chez C. elegans et chez la Souris 3). Cette
découverte pourrait expliquer qu'une faible dégradation d'ADN résiduelle puisse être
observée dans les souris ICAD mutées et CAD nulles139' ''so). Endo-G possède une
activité intrinsèque, et ne semble pas nécessiter de facteurs activateurs extérieurs.
Son activité, post-mitochondriale, est indépendante des caspases. Toutefois, cette
DNase est libérée de la mitochondrie sous l'action de la forme tronquée de Bid
[t-Bid] ettransloquéevers le noyau où elle exerce son activité. Or, l'activation de Bid
se fait sous I'action de la caspase-8f1a4'. Dans ces conditions, il est peu probable que
rengagement de CD47 produise un t-Bid, puisque nous montrons que la caspase-B
n'est pas activée dans notre modèle [Article II, fig. 1 B]. Nonobstant, nous ne pouvons
pas fermement exclure que Endo-G ne soit pas libérée. L'énorme gonflement de la
mitochondrie observée laisse supposer que la membrane externe et[ou] interne de
la mitochondrie est[sont] rompue[s], permettant la libération de molécules de
l'espace inter membranaire et matriciel, telles que l'endo-G, l'AIF ou encore le
cytochrome e. Nous ne pouvons donc pas exclure qu'une activité endonucléasique
intemucléosomale résiduelle puisse survenir ultérieurement (après 18h], puisque
les recherches d'ADN fragmenté [gel d'agarose] n'ont pas été poursuivie au delà de
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24h d'induction, l'apoptose spontanée des B de LLC étant trop forte pour la

discriminer de celle spécifique à CD47. Cependant, bien qu'aucun changement

cytologique et biochimique ne soit observé après 6h d'induction dans le noyau, les

cellules sont parfaitement phagocytées (Article II, fig. 1 C]. D'autre part, l'absence de

condensation péri nucléaire de l'ADN indique que si AIF est libéré de la mitochondrie,

sa translocation vers le noyau doit être empêchée par un facteur cytosolique

restant à identifier, ou bien sa conformation spatiale n'est pas sous forme active'125'.

AIF peut transloquer vers le noyau dans des conditions de mort non apoptotique

[depletion en ATP], où il provoque non plus une condensation péri nucléaire, mais

plutôt homogène, accompagnée d'une fragmentation d'ADN en fragments de haut

poids moléculaire'49'. Nous n'obsen/ons pas de condensation nucléaire, ni de

fragmentation. Cependant, les techniques que nous avons utilisées [Gel d'agarose,

microscopie à fluorescence classique] ne permettent pas de les visualiser

clairement. Cette fragmentation n'est pas détectable en gel d'agarose 14S), et en

microscopie électronique, les noyaux des cellules tuées via CD47 semblent intacts

après 16 h [Article l, fig. 7]. Une analyse plus poussée du noyau [microscopie

confocale, électrophorèse à flux puisé] nous permettrait d'éclaircir ce point. Par

ailleurs, des marquages en immunofluorescence nous permettraient de déterminer

la distribution [mitochondriale et/ou cytoplasmique ?] de AIF et du cytochrome e

suite à rengagement de CD47.

Dans des conditions pathologiques particulières, la dégradation endogène de l'ADN

de la cellule apoptotique pourrait être nécessaire. Ainsi, lorsque l'organisme fait face

à une infection, notamment virale, la dégradation d'ADN dans la cellule infectée peut

permettre d'éviter que ne soit retransmit du matériel génétique, contenant de

l'information potentiellement délétère, à la cellule phagocytaire. Ceci s'applique

également pour des cellules ayant subi des transformations néoplasiques.

Cependant, des travaux récents infirment cette hypothèse. En effet, il est démontré
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qu'une transmission horizontale d'ADN viral ou oncogénique peut avoir lieu de la
cellule apoptotique vers le phagocyte, et ce pour des cellules qui présentent une
degradation d'ADN importante1136'1371. Ce phénomène reste néanmoins à démontrer
in vivo.

D'autre part, il semble que le maintien dans l'organisme de cellules apoptotiques
non phagocytées favorise l'apparition de maladies auto-immunes' . Le noyau
renferme des antigènes [généralement sous forme de complexes protéiques
associés à l'ADN] qui sont de puissants immunogènes. Si le contenu du noyau se
répand dans l'organisme, une réponse immunitaire contre des antigènes
normalement non accessibles est mise en place, ce qui peut conduire à des
phénomènes d'auto-immunité. Le rôle de la dégradation de l'ADN dans ce
phénomène pourrait être de diminuer ce pouvoir immunogène, ou de circonscrire
l'épanchement cellulaire. Néanmoins, certaines études suggèrent que le matériel
nucléaire provenant de cellules apoptotiques est nettement plus immunogène que
celui provenant de cellules vivantes. Mevorach et al. ont montré que l'injection de
thymocytes syngéniques apoptotiques [radiations ionisantes] dans des soun's
saines (C3h-l-SnJ, BALB/c et C57BL/6] induit la production d'auto-anticorps
antinucléaires1139'. L'irradiation des thymocytes est une technique classique
d'induction de fragments internucléosomaux d'ADN. Dans cette étude il est
également montré qu'un lysat total de thymocytes parfaitement viables [dont l'ADN
n'est donc pas fragmenté] est nettement moins immunogène que les cellules
apoptotiques. D'autre part, certaines formes de lupus résultent de défauts dans le
processus d'élimination des cellules en apoptose(1aB). En fait, la dégradation même
des constituants cellulaires lors de l'apoptose dévoilerait des épitopes cryptiques,
normalement inaccessibles, et induirait l'activation des lymphocytes T auto-réactifs
lorsque les débris cellulaires des cellules mortes ne sont pas rapidement
phagocytés °'. Ceci pourrait en partie expliquer le faible pouvoir immunogène des
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lysat de cellules non apoptotiques, qui ne présenteraient donc pas ces antigènes

cryptiques. L'irradiation aux rayons y de la souris ICADSdm (dont l'apoptose se

déroule en absence de fragmentation d'ADN] génère en peu de temps une grande

quantité de thymocytes apoptotiques'1311. Dans ces conditions, les auteurs

montrent que les phagocytes ne suffisent plus à ingérer ce surnombre de cellules

mortes. Une grande quantité de thymocytes ICADSdm apoptotiques risquent de

répandre leur contenu délétère dans te milieu extérieur. Il serait alors intéressant

de comparer les taux d'auto anticorps produits dans des souris « normales » après

transfert de thymocytes provenant de souris syngéniques irradiées, et

« congéniques » pour ICADSdm [ou CAD déficientes de même fond génétique], afin

de déterminer si la dégradation d'ADN favorise ou non, dans ces conditions,

['apparition d'une réponse auto immune.

0

L'ensemble de ces travaux ne nous permettent pas de conclure que la dégradation

d'ADN revêt une importance physiologique majeure. Cependant l'existence de divers

agents moléculaires l'induisant, tels AIF, CAD et Endo-G ne peut être fortuite. Si les

souris CAD knock-out sont parfaitement viables, l'inactivation du gène de A1F

empêche tout simplement le développement embryonnaire '. Toutefois, l'action de

AIF pourrait ne pas se limiter à sa seule action sur le noyau' .

Dans notre modèle, l'absence d'évènements nucléaires ne nuit pas à l'élimination

des cellules tuées via CD47 (article II, fig.lC], impliquant que cette apoptose

cytoplasmique est efficace. Afin d'écarter tout doute quant au caractère

potentiellement nocif de l'ADN « intact » de cellules tuées via CD47, des études in

vivo comparables à celles précédemment décrites pour les souris ICAD^dm sont

nécessaires.
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n 2. Les caspases : pas uniquement des
tueuses

2.1. Absence d'activation des caspases dans
l'apoptose

L'étude présentée ici révèle l'existence d'une nouvelle voie de signalisation de mort
cellulaire où les caspases n'interviennent pas, initiée par rengagement de la
molécule CD47 . Nous verrons dans le paragraphe suivant que des travaux de
plus en plus nombreux ont permis de mettre en évidence l'existence de voies
concomitantes à celle de l'activation des caspases dans la mort cellulaire
programmée. Dans notre étude nous décrivons un modèle de mort cellulaire
efficace où les caspases ne sont jamais activées. Cette mort s'apparente
morphologiquement à de l'apoptose, en l'absence d'évènements nucléaires. En effet,
l'ecto-exposition des PS vers le milieu extracellulaire [flip-flop], le rétrécissement de
la cellule et l'absence de rupture de la membrane plasmique sont des
caractéristiques de l'apoptose et non de la nécrose [voir Introduction].
D'autres voies de signalisation de mort cellulaire programmée sans activation des
caspases ont été rapportées dans la littérature. Les antigènes de surface tels que
CD4511331, le CMH-r133-135', le CMH-1111361, CD211371, CD4 et CXCR4'1371, CD991138' ou le
BCR peuvent induire un type de mort cellulaire très proche de l'apoptose
classique, sans pour autant activer les caspases. De même, la forme oncogénique
de Ras'140', la protéine adaptatrice Bin l1''41' et le stress oxydatif s) provoquent une
mort cellulaire programmée de ce type. Enfin, le programme d'élimination naturelle
des plaquettes s'apparente à de l'apoptose et se déroule en l'absence de toute
activation des caspases141.

u
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Parmi ces travaux, peu d'entre eux font part d'événements exclusivement

cytoplasmiques, puisque ta plupart rapportent également l'observation

d'événements nucléaires. Seuls les processus de mort cellulaire déclenchés par

CD451133', un épitope conformationnel du CMH de classe F351. Ras1140' et CD99113B),

ainsi que la mort naturelle des plaquettes14' sont morphologiquement très proches

de la mort induite par rengagement de CD47. Malgré la disparité des modèles, des

points communs peuvent être mis en évidence. En effet, tous les antigènes doivent

être engagés d'une façon précise pour induire ce type de mort cellulaire. Tout

d'abord, CD45 et CD47 n'induisent la mort que s'ils sont agrégés par des anticorps

immobilisés. Ensuite, seuls des anticorps reconnaissant des épitopes

conformationnels de CD47( ', de CD99 et du CMH-1 permettent ce type de

signalisation mortelle. Il semble donc que la qualité du signal dépende de la

conformation de la molécule. Par exemple, ['engagement du CMH-1 peut déclencher

trois types de mort cellulaire indépendante des caspases. Celles-ci varient en

fonction du domaine et de l'épitope concemé1 . Enfin, la mort induite par CD45

et CD47 nécessite la participation du cytosquelette'1 • 144'.

D'autre part, si bien les plaquettes mourantes que les cellules tuées via CD47[1

sont éliminées par des phagocytes professionnels, indiquant que ce type de mort

cellulaire est bien efficace.

Tel que souligné ci-dessus, il est donc probable que des mécanismes de mort

cellulaire de type apoptotique mais complètement indépendants des caspases

puissent prendre place dans un mécanisme normal de régulation de la mort

cellulaire.

u
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2.2. Coexistence de voies non dépendantes des
caspases dans la mort cellulaire

L'identification de CED-3 chez C. elegans comme étant indispensable à son

programme de mort cellulaire, suivie de la découverte de la famille grandissante

des caspases chez les mammifères, ont pendant plusieurs années orienté les

travaux des « apoptologistes » vers l'étude des voies activées par ces protéases.

Nous avons vu précédemment que de nouvelles visions émergent, où la mort

cellulaire programmée peut survenir sans la participation de ces « stars » de

l'apoptose. De plus, un nombre conséquent de travaux rapportent que

parallèlement aux voies caspases, des voies indépendantes et complémentaires

peuvent être activées. Nous n'aborderons ici que quelques exemples illustrant ce

phénomène.

0

2.2.1. Mort induite par les récepteurs de la famille des

TNFRs

L'utilisation de l'inhibiteur à large spectre des caspases ZVAD-fmk et de cellules

déficientes pour différentes caspases, a mis à jour l'existence de voies parallèles

(concomitantes ou mutuellement exclusives?] à celles des caspases lors de la mort

cellulaire induite par rengagement des récepteurs de type TNFRs15'47). Le premier

exemple est le TNF, dont l'action [apoptose ou nécrose] varie en fonction de sa cible.

Le TNF induit la nécrose de manière indépendante des caspases, alors que ces

mêmes caspases la bloquent. En effet, l'inhibirion des caspases (par l'utilisation de

ZVAD ou du CrmA] augmente la sensibilité des cellules à la nécrose induite par le

TNF de plus de 1 ODD fois. Des résultats similaires sont obtenus dans la voie Fas[145.

Parallèlement, une autre étude de la voie Fas rend compte de voies de signalisation
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dont ta dépendance aux caspases varie selon le type cellulaire et met en

evidence deux types de mort cellulaire apoptotique induite par rengagement de Fas :

Le type l, complètement indépendant de la mitochondrie et le type II qui fait

intervenir Bid [voir Introduction]. Enfin, dans des cellules Jurkat [hybridome T]

déficiente pour la caspase 8, la multimérisation de FADD induit une mort de type

nécrotique. Cette voie se fait en l'absence totale d'activation des caspases

[initiatrices ou effectrices]'1 . Une étude récente apporte un éclaircissement quant

au fonctionnement des ces voies parallèles'4 . Fas peut induire une mort cellulaire

de type nécrotique en présence de ZVAD dans des lymphocytes T périphériques

préalablement traités à la PhlA et I'IL-2 pendant 72h. Dans ces conditions les

auteurs montrent qu'après 3h d'induction, les caspases-2, -3, -7, -8, et -9, ne sont

pas activées, le cyt. e n'est pas libéré dans le cytoplasme, et ni Bid ni PARP ne sont

clivés. Cette signalisation de la mort cellulaire en l'absence des caspases dépend de

la présence de la sérine-thréonine kinase RIP [receptor-interacting protein], puisque

les cellules qui en sont déficientes sont résistantes à la mort induite par Fas en

presence de ZVAD. Toutefois, pour le moment, le mode d'action de RIP n'est pas

connu.

0

2.2.2. Autres voies

Dès 1995, Vasilakos et al. rapportent que la mort induite par la privation en IL-2 de

ta lignée murine CTLL-2 n'est pas affectée par la présence d'inhibiteurs des

caspases'1481. Une étude complémentaire dans cette lignée T, confirme que non

seulement; l'apoptose induite par la privation d'IL-2, mais aussi celle induite par la

dexamethasone et l'etoposide, ne sont pas bloquées par l'inhibiteur des caspases

pan spécifique, ZVADfrnk'1491. D'autre part, la privation en IL-7 de thymocytes induit

également leur mort cellulaire malgré la présence de ZVAD .
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Un autre exemple est fourni par les travaux de Doerfler et al. sur la sélection
thymique. Les auteurs ont généré une souris trangénique pour la protéine virale
p35, un inhibiteur des caspases, de façon à ce que celle-ci sait sélectivement
exprimée dans les thymocytes. Les auteurs ont ensuite étudié la sélection négative
en croisant leurs souris avec des souris arborant un TCR trangénique permettant
de suivre facilement le devenir des thymocytes'151'. La présence de p35 inhibe
l'activation des caspases dans les thymocytes et confère une résistance à la mort
spontanée et à celle induite via Fas et le TCR in vitro. Cependant la sélection négative
[in vivo] n'est aucunement affectée par cet inhibiteur, indiquant que lors de ce
processus, les caspases sont superflues. Il est intéressant de noter qu'une chute
du potentiel membranaire est observé lors de cette sélection, suggérant que la
mitochondrie participe à ce processus d'élimination.

Le site catalytique des caspases contient un résidu cystéine sujet aux oxydations151.
Ceci implique que suivant l'état bioénergétique de la cellule [Stress oxydatif,
liberation de ROS], celle-ci peut être dans l'impossibilité d'activer les voies caspases
« classiques » en presence de concentration élevée d'agent oxydant. La mort des
cellules rétiniennes en est une parfaite illustration. En effet, ces cellules meurent par
un stress oxydatif. Celui-ci provoque une mort cellulaire présentant les
caractéristiques de l'apoptose'143'. Toutefois, les caspases sont inactivées par les
espèces réactives à l'oxygène libérées dans ces cellules. Dans les Jurkat, un
phénomène comparable peut être observé en présence de fortes concentrations
d'H202 qui inhibent l'activation des caspases tout en induisant une mort cellulaire
de type apoptotique . Enfin, la mort indépendante des caspases induite par
l'agrégation de CD45 dans les thymocytes est également dépendante de la
production de ROS . Celle-ci se caractérise par une chute du A\|/m et la libération
de ROS dans le cytoplasme. La neutralisation des ROS par un traitement des
cellules avec le /V-acetyl-L-cysteine [NAC] inhibe la mort induite par CD45 d'environ
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n modèle, il est possible que les ROS soient impliquées. En effet, nous avons observé

une chute [1.7 fois moindre] du niveau d'activité basais de la caspase-3 suite à

rengagement de CD47 [M. Sarfati et al. résultats non publiés]. Toutefois, nous

n'avons pas examiné si CD47 entraîne la libération de ROS. A la lumière de ce qui

précède, il serait donc intéressant de rechercher cette activité et de tester si le

NAG, par exemple, inhibe et la mort cellulaire et/ou la chute de l'activité basale des

caspases dans notre modèle.

u

2.3. Activation des caspases en l'absence de
mort cellulaire

Nous avons vu dans l'introduction que la famille des caspases comprend des

membres chez lesquels aucune implication dans la mort cellulaire n'a pu être mise

en évidence (voir tableau l]. De plus, les fonctions de nombre d'entre elles sont mal

définies. Certaines, comme les caspase-1 et -11, présentent des activités

éloignées de l'apoptose, puisqu'elles sont responsables de la maturation des

cytokines pro-inflammatoires IL-1 (3 et IL-18. D'ailleurs, leur expression est fortement

induite par des agents bactériens comme le LPS .

Enfin, l'étude des effets de plusieurs caspases par la génération de souris knock-

out* a apporté certaines surprises. Il semble que certaines caspases puissent

participer au contrôle du cycle cellulaire puisque leur absence entraîne des

déficiences au niveau des processus de différenciation et/ou de développement

cellulaire. Par exemple, les cellules souches hématopoïétiques issues de souris

casp-8 négatives ont perdu leur capacité à former des colonies et produisent un

nombre insuffisant de précurseurs thymiques . Certaines caspases semblent

nécessaire à la signalisation proliférative des lymphocytes T 155). En effet, il a été

voir note p. 13



146

n

<J

été montré que des inhibiteurs des caspases comme IETD et ZVAD inhibent la

proliferation de lymphocytes T humains induite par ['engagement du CD3, lorsque

les inhibiteurs sont ajoutés le jour de la stimulation (dès le deuxième jour, ils n'ont

plus d'effets]. Cette stimulation anti-CDS est potentialisée par l'ajout de FasL

soluble'155' et entraîne rapidement le clivage de la casp-B'154'1S5), indiquant que cette

dernière puisse intervenir dans un processus de régulation du cycle cellulaire.

Ultérieurement, les produits de clivage des casp-3, -6 et -7 apparaissent dans des

PBMCs activés via le CD3 en présence I'IL-2, alors que certains signes de l'apoptose

comme l'ecto-exposition des PS ne sont pas décelables dans ces cellules11541.

L'ensemble de ces travaux suggère donc que les caspases (notamment la casp-8]

peuvent intervenir dans le contrôle de la prolifération des cellules de la lignée

hématopoïétique.

3. Implications physiologiques et
regulation des fonctions de CD47 dans le
système hématopoïétique

3.1. Implications dans la régulation de la mort
cellulaire

Nous avons démontré que ['engagement de CD47 par la TSP induit la mort

cellulaire des lymphocytes B de LLC. La TSP agit via CD47 puisque 1/des anticorps

monoclonaux dirigés contre CD47 et 2/ le peptide 4N1K correspondant au

domaine de la TSP qui lie CD47, ont les mêmes effets mortels [article l, fig. 3d]. Enfin,

ce phénomène semble indépendant des intégrines avp3t113).

La TSP a été ultérieurement associée à la mort cellulaire dans deux autres

systèmes. Premièrement, ta TSP permet l'inhibition de l'angiogénèse, en induisant



147

0

0

l'apoptose des cellules endothéliales micro-vasculaires chez ta Souris . Cette

mort cellulaire diffère cependant radicalement de celle décrite dans notre étude

puisque : 1/ elle nécessite rengagement de ta molécule CD36, un autre ligand de ta

TSP-1 ; 2/ elle fait intervenir ta tyrosine-kinase (PTK) Fyn — dans notre système, la

genestéine, un inhibiteur des PTKs, n'a pas d'effet sur la mort induite via CD47 [voir

tableau III] ; 3/ les caspases sont activées.

Une seconde étude, chez l'Homme, effectuée dans les cellules endothéliales des

veines ombilicales (HUVEC], établit que la TSP est impliquée dans ta mort;

cellulaire . Les HUVEC possèdent la particularité de rentrer en apoptose en

conditions de culture statique [lorsque plus aucune force ou flux hémodynamique ne

leur est appliquée). Les auteurs montrent que cette mort cellulaire est induite par

l'interaction de la TSP avec CD47 et les intégrines avp3, conjointement.

Contrairement au modèle décrit précédemment, CD36 n'est pas impliqué puisque

les HUVEC n'en expriment pas. Le rétablissement du flux inhibe cette mort cellulaire

et, les auteurs montrent que la TSF se fixe de manière identique aux HUVEC

cultivées en conditions statiques ou soumises à une force hémodynamique. Ce n'est

donc pas une absence d'interaction de la TSP avec les cellules qui explique leur

insensibilité à la mort dans ces conditions. En fait, la disparition quasi totale de CD47

à la surface des HUVEC cultivées en conditions dynamiques pourrait expliquer cette

insensibilité à la TSP, puisque ['expression des intégrines avp3 reste inchangée'157).

La modulation de l'expression de CD47 semble donc être l'élément régulateur de la

mort cellulaire des HUVEC en condition statique.

Chez le rat, tors de l'involution du follicule de Graaf après ovulation, et lore de

l'involution des glandes mammaires après sevrage (deux phénomènes

physiologiques qui s'accompagnent d'un taux de mort cellulaire important], les

niveaux d'ARNm de CD47 sont soudainement augmentés dans ces deux tissus' }.

Chez l'Homme, il est montré que les protéines CD47 et TSP sont exprimées de
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TABLEAU III. Liste des inhibiteurs testés et leurs effets sur la
mort induite par rengagement de CD47

INHIBITEURS CIBLES EFFETS

Inhibiteurs de protéases

ZVAD-fmk Toutes les caspases Pas d'effet

TPCK

TLCK

Calpaïne
Serines et Cystéine
protéases

Serines et Cystèine
proteases

Pas d'effet à faibles doses
Toxique pour les B de LLC
Pas d'effet

Signalisation

Wortmanine

Génestéine

Rottlérine

Toxine Pertussique

Calphostin C

EDTA

EGTA

P13K

PTKs

PKCô

Protéines Gi/Go

PKCs

Chélateur d'ions
divalents (Ca++, Mg++]

Chélateur d'ions
divalents [Ca++, Mg++]

Pas d'effet

Pas d'effet

Pas d'effet

Pas d'effet

Toxique à faibles et fortes doses
pour les B de LLC. Non interprétable
à doses moyennes non toxiques.
Pas d'effet

Pas d'effet

Mitochondrie

Antimycine

Oligomycine

Cyclosporine A
+ Ac. Aristolochic

Ac. Bongkrekic

Complexe III de la
chaîne respiratoire

ATPases FO/F1

Cyclophiline D
Phospholipase A-2
Adénine nucléotide
translocase

Inhibition de l'exposition de PS et du
rétrécissement cellulaire.
Pas d'effet sur le A1Pm
Pas d'effet

Pas d'effet

Pas d'effet

Membranes et cvtosauelette

Methyl-P-cyclodextrine RAFT (Depletion en
cholestérol]

Cytochalasine D F-actine

Pas d'effet

Inhibition de l'exposition de PS et du
rétrécissement cellulaire.
Inhibition de la chute du A1ïrm

0
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façon conjointe dans les cellules granuleuses et lutéales ovariennes'159'. Ces deux
observations, mises à la lumière de ce qui précède, nous invitent à nous interroger
sur le rôle éventuel que pourrait jouer le couple CD47/TSP dans l'involution
tissulaire de ces glandes.

L'ensemble de ces travaux contribue à étayer l'hypothèse que l'interaction de CD47
avec la TSP joue probablement un rôle non négligeable dans le contrôle de la mort
cellulaire chez les mammifères.

Le deuxième ligand de CD47, SIRP-a, manifeste une distribution tissulaire beaucoup
plus restreinte. Contrairement à CD47 qui est ubiquitaire et à la TSF qui est
présente dans de nombreuses matrices extracellulaires et existe sous forme
circulante, SIRP-a est principalement exprimé sur les neurones et les cellules de la
lignée myélocytaire.

Nous avons testé si rengagement de CD47 par SIRP-a induisait la mort cellulaire.
Dans ce but, nous avons mis en contact des B de LLC et des cellules fibroblastiques
murine [cellule L] transfectées ou non avec l'ADNc du sirp-a humain1160'. Aucune
différence de viabilité n'a été obsen/é entre les B de LLC cultivés en présence de
L-SIRP ou de cellules L contrôles [V.Mateo et al. résultats non publiés].
L'engagement de CD47 par un SIRP-a exprimé à la surface de cellule L se
rapproche des conditions physiologiques normales. Cependant dans certaines
situations, la présence de CD47 sur la mênne cellule que SIRP-a s'avère nécessaire
aux fonctions de ce dernier. En effet, seuls les macrophages qui expriment CD47
sont capables d'éliminer les globules rouges déficients en CD47. De ce fait, les
souris CD47~/~ ne présentent pas d'anémie hémolytique, bien que SIRP-a soit
exprimé à des niveaux comparables sur les macrophages de souris normales ou
CD47-/-1161). Dans notre système, les cellules L expriment du CD47 murin. Or le
CD47 murin ne lie pas le SIRP-a humain . On peut donc supposer que le SIRP-a
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exprimé sur les cellules L ne soit pas dans une conformation fonctionnelle optimale

pour interagir avec le CD47 humain. A l'inverse, on peut penser que comme CD47

possède au moins deux ligands distincts, ceux-ci déclanchent des fonctions

distinctes'971 S8]. Il est donc probable que SIRP-a ne puisse induire la mort cellulaire.

Quand une protéine ubiquitaire a plus d'un ligand, on peut aisément supposer que

ces différentes molécules aient des effets contrastés. En effet, comment une

molécule omniprésente comme CD47 peut-elle exercer des fonctions aussi

nombreuses que variées, sinon en interagissant avec des ligands à distribution

tissulaire contrôlée, en s'associant à différents partenaires moléculaires [avp3,

allbpS, a2p1...], et en modulant sa propre expression ? CD47 dispose toutefois

d'une quatrième faculté de variation et adopte des conformations spatiales

variables. Quatre anticorps conformationnels de CD47 ont été décrits à ce jour. Il

s'agit de 10G2i3a- 103}, d'Ad22i143i et des anticorps MEM-120 et MEM-133i1G2).

Néanmoins on ignore si ces anticorps reconnaissent des épitopes différents.

Toutefois, MEM-120 et MEM-1 33 semblent posséder des spécificités distinctes. En

effet, la fixation de MEM-120 [et non celle de MEM-133] sur des PBMCs est

potentialisée par un cinquième anticorps (conformationnel ?], Ht172f1s21.

Nous montrons dans ['article II que les cellules du sang ont une susceptibilité variée

à la mort induite par CD47, et ce, indépendamment de son niveau d'expression

membranaire'113'. Cependant, nous avons pu établir une relation entre une

modulation de t'épitope 10G2 sur les cellules T activées, et une baisse de sensibilité

à CD47. En effet, les lymphocytes T activés via le CD3 sont nettement moins

sensibles à rengagement de CD47 par B6hl12 immobilisé, un anticorps anti-CD47

non conformationnel [article II, fig. 2B]. Parallèlement, l'épitope 10G2 est fortement

diminué sur les T activés [M. Sarfati et a/. résultats non publiés]. À l'inverse,

Pettercen et al. montrent que rengagement de l'épitope confomnationnel Ad22 (par

['anticorps Ad22 sous forme soluble mais non sous forme immobilisée] induit la
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mort cellulaire de la lignée Jurkat et des PBMC activés via le CD3. D'autre part,

l'anticarps 1F7 soluble, dirigé contre un épitope proche de celui reconnu par

B6H12, présente une toxicité non négligeable . Enfin, nous avons observé que

l'anticorps 2D3, qui reconnaît un épitope très éloigné de B6H1 2 et de 1 F7, tue les B

de LLC quand il est immobilisé sur plastique. Sous forme soluble ou présenté par

des anticorps secondaires immobilisés, il n'a aucun effet [V. Mateo et ai,

observations personnelles], alors que B6H12 tue également lorsqu'il est présenté

par des anticorps secondaire [article l, fig. 3e). Au vu de ces données, il semble donc

que ta manière dont CD47 est engagé détermine la qualité et l'ampl'itude du signal

mortel reçu.

L'ensemble de ces travaux suggère que la mort cellulaire induite via CD47 est en

partie contrôlée par divers mécanismes de régulation de l'expression de CD47.

3.2. Signalisation dans la mort induite via CD47

0

3.2.1. Implication du cytosquelette

Dans notre étude, nous avons observé que la mort; cellulaire induite par

['engagement de CD47 s'accompagne d'un remaniement du cytosquetette. En effet,

la majorité des cellules qui y sont sensibles s'attachent fortement aux anticorps

dirigés contre CD47 immobilisés sur plastique et s'étalent fréquemment

[spreading]. Dans certains cas, les cellules adoptent même une forme de fuseau

(article 1, fig. 6 ; article II, fig. 4C; et observations non publiées]. Ces considerations

nous ont amenés à nous interroger sur l'implication du cytosquelette dans la

signalisation de la mort cellulaire via CD47. Nous avons donc testé l'effet d'un

inhibiteur de la polymérisation de l'actine, la cytochalasine-D, dans notre modèle. La

mort cellulaire n'est plus observée en sa présence [article II. fig. 6A], ce qui suggère
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fortement que l'activité mortelle de CD47 nécessite l'intégration des signaux par le

cytosquelette.

D'autres travaux ont précédemment montré un lien entre la signalisation de CD47

et le cytosquelette1143'1B3-1651. Tout d'abord, chez ta souris, deux nouvelles molécules

s'associant aux domaines cytoplasmiques des isoformes 2 et 4 de CD47 ont été

donees. Il s'agit de PLIC-1 et de PUGS [PUC: protein linking IAP and

cyt;oskeleton'f^B3\ Ces protéines permettraient de relier tes filaments intermédiaires

de vimentine à ta membrane plasmique par l'intermédiaire de CD47. Lorsque

transfectées dans les cellules Jurkat et OV10 [voir article II, |, les molécules

PLICs renforcent le spreading* dépendant de CD47. Dans notre modèle, nous

démontrons que l'isoforme 1 de CD47 induit des niveaux d'apoptose comparables à

ceux qui sont induits par l'isoforme 2 [article II, fig. 4]. Wu et al. ont clone les PLICs

par ta technique de double hybride en utilisant les domaines cytoplasmiques des

isoformes 2 et 4 de CD47 comme « appâts ». Nous ne savons donc pas si tes

PUCs peuvent s'associer à ta l'isoforme 1. L'affinité des PUCs pour CD47 augmente

avec la taille du domaine cytoplasmique de ce dernier, puisque les PLICs ont une

affinité nettement plus grande pour la forme 4 que pour la forme 2. L'implication de

molécules homologues humaines de PLICs dans notre modèle ne peut être exclue.

Cependant, il faut noter que le domaine cytoplasmique de l'isoforme 1 est constitué

de seulement trois acides aminés, ce qui laisse supposer que les PLICs ne s'y

associent pas.

Chez l'Homme, rengagement de CD47 par des anticorps [B6H12] immobilisés sur

plastique induit ta polymérisation de la F-actine et la translocation de la PKC-9 à la

membrane plasmique dans les cellules Jurkatf1B5). Ces événements nécessitent

conjointement les domaines IgV et 5TMS de CD47, ainsi qu'une localisation de

CD47 dans les RAFTs. Dans notre système, les domaines IgV et 5TMS sont

* Cf. note p. 13
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également nécessaires [article II, fig.4b] alors que la localisation de CD47 dans les

RAFTs ne semble pas requise. En effet, la désorganisation de ces microdomaines

par l'utilisation du méthyl-P-cyclodextran [un agent qui extrait le cholestérol des

membranes et de ce fait déstructure les RAFTs] n'inhibe pas l'action mortelle de

CD47 dans les B de LLC (V. Mateo et al. résultats non publiés et voir tableau III].

Enfin, l'implication de la PKC-9 n'a pu être démontrée, faute d'inhibiteur spécifique

(voir chap. suivant].

Dans les cellules B, tes travaux de Yoshida et al. ont montré que tore du spreading

indufc par l'agrégation de l'antigène CD47, la réorganisation de la F-actine fait

intervenir la Rhô GTPase Cdc42[1e4!. Seul l'anticorps immobilisé B6H12, et non 2D3,

permet ce phénomène, ce qui est à mettre en parallèle avec ce que nous

obsen/ons [voir Chap. précèdent]. Cdc42 induit la polymérisation de l'actine via la

protéine WASP [Wilskot-Aldrich syndrome protein}. En effet, Cdc42 agit en levant

I'auto-inhibition de WASP qui peut alors s'associer au complexe Arp2/3. ce qui rend

alors possible l'incorporation de monomères G-actine aux polymères F-actine .

Afin de confirmer l'implication du cytosqueiette dans ta signalisation mortelle de

CD47, nous avons testé des PBMCs issus de patients atteints du syndrome de

Wilskot-Aldrich [WAS]. Ces malades présentent diver'ses mutations au niveau du

gène WASP conduisant à la production de protéines WASP non fonctionnelles.

Nous avons observé que les PBMCs issus de trois patients WAS [dont les

mutations identifiées conduisent à des WASP ne pouvant lier Cdc42] restent

insensibles à la mort induite par l'agrégation de l'antigène CD47, alors que celui-ci

est fortement exprimé sur ces cellules [article II, fig. 6B-D]. Ces résultats suggèrent

donc que Cdc42 est impliqué dans la mort via CD47. Des études complémentaires

avec des dominants négatifs de Cdc42 et des inhibiteurs spécifiques seront

nécessaires pour confimner ce résultat. Notons que l'expression forcée d'une

forme active de Cdc42 induit la mort cellulaire par apoptose des cellules Jurkat[157i,
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suggérant en effet que cette GTPase joue un rôle dans notre système. Plusieurs

autres hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer l'insensibilité des PBMC

de patients WAS à la mort cellulaire induite par CD47. On peut fort bien imaginer

que dans les cellules issues de WAS, chez qui les fonctions du cytosquelette sont

défectueuses, la conformation de ['antigène CD47 ne soit pas adéquate. Son

association avec des partenaires moléculaires non identifiés nécessaires à la

signalisation mortelle peut également être altérée.

L'ensemble de ces observations suggèrent très fortement qu'un remaniement du

cytosquelette est nécessaire à la signalisation mortelle de CD47 dans notre

modèle. Parallèlement, les effets de t'anticorps confomnationnel Ad22 (voir Chap.

précédent] sont également inhibés par la cyfcochalasine-D1143). Ceci illustre d'une

façon plus générale l'impiication du cytosquelette dans la mort induite via CD47.

u

3.2.2. Les PKC, la mort cellulaire et CD47

Nous avons vu précédemment que CD47 induit la translocation de la PKC-8 à la

membrane plasmique de I'hybridome T Jurkat, et ceci, dans des conditions de

culture similaires à celles qui sont nécessaires à induire la mort cellulaire dans

notre système. Parallèlement, nous avons observé que l'activation des PKCs par le

PMA [phorbol myristate acétate] augmentait la sensibilité des Jurkats à la mort

induite par rengagement de CD47 de façon significative [article II]. Nous avons donc

cherché à mettre en évidence une éventuelle implication des PKCs dans notre

système.

Les PKCs appartiennent à une famille de 12 isoenzymes, classées en trois familles

selon leur exigence en co-facteurs : 1/ les PKCs classiques (a, pl, pli et y] sont

dépendantes du Ça" et activées par les PS et le diacylglycérol [DAG], 2/ les
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nouvelles PKCs (ô, e, r\, 6 et (A] qui diffèrent des premières par leur indépendance au

Ça . et 3/ les PKCs atypiques (Ç et i/À.] activées par les PS uniquement1 . La

PK&6 a une très forte homologie avec la PK&Ô. Il n'existe à ce jour aucun inhibiteur

spécifique de ta PK&Q, bien que la Rottlerine puisse être parfois employée à cet

effet [A. Attman, communication personnelle].

Nous avons testé l'effet de deux inhibiteurs de PKCs, la Calphostine et la Rottlerine

sur la mort induite via CD47 dans tes lymphocytes B de LLC. La Rottlerine est un

inhibiteur spécifique à certaines isoformes de ta nouvelle famille des PKCs, avec une

prédilection pour l'isoforme ô [ICso = 5 [tM], mais un très faible pouvoir sur la PKC^O.

La Calphostine, quant à elle, est un inhibiteur à plus large spectre, puisqu'elle rentre

en compétition avec les sites de liaisons au DAG et aux esters de phorbol. La mort

induite via CD47 dans les B de LLC n'est pas inhibée par des concentrations de

Rottlerine allant de 5 à 20 ^M (article II, fig. 5C]. Ces résultats nous permettent

d'exclure la participation de la PKC-ô, mais non celle des autres isoformes, puisque

des concentrations supérieures à 30 (AM sont nécessaires pour les inhiber.

Malheureusement ces fortes doses sont toxiques dans notre système. Pour les

mêmes raisons, nous n'avons pas pu mettre en évidence l'éventuelle participation

d'autres PKCs par l'utilisation de la Calphostine. En effet, celle-ci est hautement

toxique pour les lymphocytes, et ce même à des concentrations extrêmement

faibles [0,5 piM]. Néanmoins, la participation des PKCs classiques, dont l'activation

dépend du calcium est contestable. En effet, nous avons testé l'effet de chélateurs

d'ions divalent tels l'EDTA et l'EGTA sur la mort cellulaire via CD47. Ceux-ci n'ont

aucun effet inhibiteur [V. Mateo et al. résultats non publiés et voir Tableau III],

suggérant que les PKC a, RI, pli et y ne sont pas impliquées.

La PKC^ a une distribution cellulaire essentiellement restreinte aux muscles

squelettiques et aux cellules de la iignée hématopoïétiquei168i. Cependant, ni les

lymphocytes B normaux, ni les cellules de la lignée U937 ne semblent en
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exprimer . Nous montrons que CD47 induit la mort cellulaire dans ces deux

types cellulaires [article II, fig.2B et fig.3]. La participation de la PK&6 dans la mort

via CD47 y en est donc exclue. Toutefois ces résultats n'écartent pas le fait que

d'autres isoformes puissent être nécessaires, puisque l'expression des PKCs

dépend non seulement du type cellulaire examiné, mais aussi de son stade de -

differentiation et d'activation. Ceci peut expliquer l'existence de rapports

contradictoires quant au rôle des PKCs dans la mort cellulaire. En effet, les PKCs

sont impliquées à divers niveaux dans les processus apoptotiques' . Lors de

l'apoptose, ces enzymes peuvent être clivées par les caspases, avec pour

conséquence leur activation1 ou l'inveree'1761. La PKC-ô permet par exemple

d'activer une scramblase conduisant à t'ecto-exposition des PS sur la membrane

des cellules mourantes'174'. Dans un autre système, son inactivation entraîne

l'inhibition du clivage de la caspase-3 . Enfin, Gomez-Angelats et al. proposent un

modèle où l'activation des PKCs protège de l'apoptose induite par Fas dans les

Jurkat Les auteurs montrent que la régulation du volume cellulaire dépendant du

flux potassique est contrôlée par les PKCs dans ces cellules tors de l'apoptose'177'.

u

3.2.3. L'efflux potassique

Le rétrécissement cellulaire survenant lors de l'apoptose [shrinkage] résulte

essentiellement de ta régulation de flux ioniques, et notamment d'efflux potassiques

et sadiques 17S. Nous avons montré que lors de la mort cellulaire induite par

CD47 ce phénomène de diminution du volume cellulaire dépendait en partie d'un

efflux potassique [voir article II, fig.5]. Ces observations soulèvent cependant une

controverse. En effet, les travaux de J. Cidlowski montrent que la diminution du

volume provoquée par un efflux potassique est essentielle à l'activation des

casapses et des endonucléases. De plus, le rétablissement d'une concentration
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normale de K+ dans le cytosol inhibe l'activation des ces enzymes . La mort

cellulaire [activation des caspases, fragmentation d'ADN...] n'a donc plus lieu si l'on

empêche les mécanismes de régulation du volume cellulaire de se produire .

Nous n'observons aucune activité hydrolase lors de la mort induite via CD47, alors

qu'un efflux potassique semble cependant avoir lieu. Manifestement, dans notre

modèle, aucun lien entre les caspases ou les Dnases et l'efflux potassique n'existe.

D'autre part, un lien entre l'efftux potassique et la diminution du potentiel

membranaire mitochondrial [Aipm] peut être établi'180''1821. Nonobstant, tes relations

de causalité entre ces événements sont contradictoires. Alors que Bortner et al. et

Maeno et al. montrent que l'efflux potassique précède la diminution du Aipm et la

liberation du cyt. e, respectivement, Daltaporta et al. obsen/ent un phénomène

inverse, dans des systèmes très proches. Dans notre modèle, nous observons un

ralentissement parallèle de l'exposition des PS, de la diminution du volume cellulaire

et de la chute du Azpm dans les cellules tuées via CD47 en présence d'une

concentration potassique extraceliutaire élevée [V Mateo et al. observations non

publiées-]. Une étude cinétique approfondie nous permettrait de définir les relations

de cause à effet entre ces divers phénomènes lors de la mort cellulaire induite par

l'agrégation de CD47. Finalement, un autre mécanisme de régulation du volume

cellulaire doit intervenir ici puisque nous ne sommes pas entièrement parvenus à

inhiber la mort cellulaire par le blocage du flux potassique.

u

3.2.4. La perte du potentiel membranaire mitochondrial :
cause ou conséquence de la mort cellulaire induite via CD47

Nous avons montré que la mort cellulaire induite via CD47 s'accompagne d'un

gonflement important des mitochondries (article l, fig.7e-g] et d'une perméabilité

mitochondriale membranaire [PMM] accrue, telle que mesurée indirectement par
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un marquage au 3,3'-dihexyloxacarbocyanine [DiOC], une sonde cationique lipophile

qui permet de visualiser une perte de Aym [article II, fig.1A],

Le A\|/m est créé par un gradient électrochimique entre les membranes internes

et externes des mitochondries. Ce gradient permet la diffusion de protons à travers

les membranes, aboutissant finalement à la production d'ATP grâce à la

phosphorylation oxydative. La chute du Aym est un événement précoce de

l'apoptose. Il est le reflet d'une soudaine perméabilité membranaire mitochondriale,

permettant, dans la plupart; des cas, la libération de facteurs apoptogènes

nécessaires à la signalisation de l'apoptose (voir Introduction, Chap. 1 .2.3.3. et fig. 4].

Les protéines proapoptotiques de la famille de Bcl-2 peuvent l'induire, en provoquant

diverses transformations des membranes mitochondriales plus ou moins reliées

les unes aux autres. Celles-ci incluent 1/1'ouverture du pore de transition de

perméabilité [PTPC : permeability transition pore complex], complexe multiprotéique

qui forme alors un pore non spécifique permettant la diffusion passive des solutés

et le découplage de la chaîne respiratoire ; 2/la fermeture de la porine ou VDAC

(voltage dependent anion chanel], qui provoque l'accumulation de protons dans la

mitochondrie ; 3/la formation de pores lipidiques par déstabilisation des lipides

membranaires ; 4/la création de canaux par homo ou hétéro oligomérisation des

membres de la famille de Bcl-2 entre eux ou avec d'autres molécules

mitochondriales. La plupart de ces événements conduisent à un gonflement de la

mitochondrie et font suite à une perte de l'équilibre électrochimique provoquée par

des échanges non spécifiques entre le cytosol et tes compartiments

mitochodriaux'8 38]. Ce gonflement peut éventuellement conduire à la rupture des

membranes mitochondriales.

Nous avons cherché à mettre en évidence l'implication d'un des principaux

mécanismes responsables la chute du A\|/m lors de rengagement de CD47. Pour

cela, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques de certaines des protéines qui
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forment le PTPC, dont l'utilisation permet d'inhiber la chute du A\|/m et la libération

conséquente du cyt. e (et donc l'apoptose] dans de nombreux systèmes16 3al. Ni la

Cyclosporine A (5 ^iM] combinée avec l'acide Aristolochic [50 [iM], ni l'acide

Bongkrekic [50 i^M], qui ciblent respectivement la cyclophiline D, la phospholipase-AS

et le translocateur de nucléotides à adénine [ANT], n'ont d'effets sur la mort induite

via CD47 dans les B de LLC et les cellules U937 [V Mateo et al., résultats non

publiés]. L'exposition des PS, la chute du A\)/m et la diminution du volume cellulaire y

sont toujours obsen/ées. Ces résultats nous permettent de conclure que ni le

PTPC, ni l'ANT ne participent à la mise en place de la PMM dans notre système.

Deux agents qui ciblent la mitochondrie, l'oligomycine et l'antimycine A, sont

alternativement employés pour induire ou bloquer certains événements de

l'apoptose, selon le type cellulaire étudié et le signal induit. Notamment, ces deux

toxines inhibent spécifiquement l'ecto-exposition des PS, mais non la fragmentation

d'ADN et la chute du A\|/m, dans deux modèles différents' '. Nous montrons que,

dans notre système, l'antimycine A inhibe la translocation des PS ainsi que la

diminution de volume cellulaire dans les B de LLC et les cellules U937, alors que la

chute du A\|/m n'est pas bloquée [article II, fig. 5B et V. Mateo, observations

personnelles]. Néanmoins, nous ne sommes jamais parvenus à obtenir des

résultats comparables par l'utilisation d'oligomycine [voir Fig. 6 et V. Mateo,

observations personnelles]. L'action de l'antimycine A [inhibiteur du complexe III de la

chaîne respiratoire] et de l'oligomycine [inhibiteur de l'ATPase FO/F1] induisent des

« catastrophes » bioénergétiques comparables qui aboutissent finalement à une

chute des concentrations cytosoliques en oxygène et en ATP, et à la production de

ROS. Nous observons une potentialisation de la chute du A\)/m dans les cellules

traitées avec ces deux agents [voir Fig. 6], alors que seule l'antimycine A inhibe

l'ecto-exposition des PS et la diminution du volume cellulaire induites par CD47.
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Figure 6 : Effets comparés de deux inhibiteurs mitochondriaux sur la mort
induite via CD47.
Les lymphocytes B de LLC sont cultivés 3 hà 37 °Cen plaques de 96 puits
preincubées [CD47] ou non [Med] avec 2,5 ^ig/ml d'anticorps monoclonaux
dirigés contre CD47, en présence d'antimycine (40 fxM] et d'oligomycine
[100 (AM]. Les cellules sont preincubées 15 min avec les inhibiteurs avant
d'etre déposées dans les puits. Les pourcentages de cellules mortes sont
mesurés par double marquage Annexin-V-FITC/PI (formes plaines] ou par
marquage au DiOC6 [formes vides] et visualisés en cytométrie de flux.

u
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Récemment, une nouvelle cible de l'antimycine A a été identifiée, ce qui permettrait

d'expliquer en partie les différences que nous observons . En effet, Tzung et al.

montrent que l'antimycine A simule le domaine BH3 des protéines de la famille Bcl-2

et interagit directement avec la niche hydrophobe de Bcl-2. De fait, dans des cellules

qui sur-expriment tes protéines Bcl-xL [ou Bcl-2], l'antimycine A, mais non

l'oligomycine, induit l'apoptose par un mécanisme antagonique aux effets

protecteurs de ces protéines. Toutefois, cette toxine provoque une baisse des

concentrations d'oxygène et d'ATP intracellulaire et la production de ROS et cela de

façon équivalente dans les cellules exprimant peu [insensibles à l'antimycine] ou

beaucoup [hypersensibles à l'antimycine] de Bc-xLf184}. excluant l'implication de ces

phénomènes bioenergétiques dans la mort observée.

Au vu de nos résultats, et à la lumière de ce qui précède, nous pouvons élaborer

l'hypothèse suivante : l'exposition des PS et la diminution du volume cellulaire

observées dans les cellules traitées par des anti-CD47 sont indépendantes de la

PMM. L'action de l'antimycine A résulterait plutôt de sa faculté à interagir avec des

domaines BH3 des molécules de la famille Bcl-2. Dans notre cas, au lieu d'un effet

antagoniste sur des membres anti-apoptotiques, l'antimycine A bloquerait l'action

des protéines pro-apoptotiques de cette famille - qui contiennent toutes un domaine

BH3. Puisque la mort induite par CD47 dépend également d'un remaniement du

cytosquelette, les protéines pro-apoptotiques qui y sont associées telles que Bim,

Bm{i ' pourraient y participer.

Dans te cas de Bax, il a été montré que son action indépendante des caspases [non

inhibable par la presence de z-VAD] nécessité la présence de son domaine BH3 .

De plus. Bax est impliqué dans un type de mort apoptotique exclusivement

cytoplasmique [diminution du volume cellulaire et ecto-exposition des PS] où tes

caspases ne sont pas activées14'. Cependant, la mort induite par Bax est inhibée par
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n l'oligomycine et l'antimycine A , indiquant que ce n'est probablement pas la cible

de l'antimycine A dans notre modèle.

Finalement, nos résultats n'excluent pas la possible libération de facteurs

mitochondriaux apoptogènes tels que AIF, l'endoG ou le cyt. e. Comme nous l'avons

mentionné auparavant, le gonflement mitochondrial observé laisse supposer qu'au

moins la membrane externe est rompue. D'autre part, la libération du cyt. e par

exemple, ou celle de AIF peuvent précéder l'apparition d'une chute de A\|/m, indiquant

que les premières puissent être indépendantes de la deuxième . Cependant,

ces événements sont inhibés par la protéine Bcl-2. Nous avons testé plus d'une

cinquantaine de patients LLC différents depuis le début de ce projet de recherche,

et tous sont sensibles à la mort induite par rengagement de CD47 [voir Article l, fig.

2b et V. Mateo et al., résultats non publiés]. Or, rappelons que 70 % des B de LLC

expriment des niveaux protéiques de Bcl-2 anormalement élevés, comparables à

ceux résultant d'une translocation t[14:18] qui place Bcl-2 sous le puissant contrôle

de l'enhancer* des Ig. De plus, aucune modulation de l'expression de Bd-2 ou de

modification post-transductionnelle [phosphorylation] ne sont observées dans les

LLC suite à la mise en contact avec des anti-CD47 immobilisées [V. Mateo et al.,

résultats non publiés]. Ceci suggère que Bcl-2 n'est pas la cible impliquée dans la

chute du PPM dans notre système, et que si AIF et le cyt. e sont libérés, Bcl-2 ne

peut bloquer cette libération. Enfin, les molécules Bid et Bik induisent la libération du

cyt. e sans chute de Av|/m[1B7). Cette libération n'est inhibé ni par la CsA ni par l'acide

Bongkrekic, ni par des chélateur de Ca+, impliquant que cette libération soit

indépendante de l'ouverture des PTPC. De façon similaire, aucun de ces inhibiteurs

ne bloquent la mort cellulaire induite par CD47 dans notre sytème [voir Tableau III].

0
*Cf. note p. 13
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En conclusion, l'exposition des PS, tout comme la diminution du volume cellulaire,

semblent être des événements indépendants de la PMM dans la mort induite via

CD47. Si le cyt. e et AIF sont en effet libérés suite au gonflement mitochondrial, des

facteurs cytosoliques non identifiés inhibent leur action ou bien manquent à leur

activation, puisque ni les caspases, ni les endonucléases ne sont activées et

qu'aucune condensation nucléaire n'est observée. Par exemple, l'Hsp27 inhibe

l'action du cyt. e cytosolique en se fixant à celui-ci, empêchant ainsi la formation de

l'apoptosome '. L'Hsp70quantà elle peut intervenir à divers niveaux au cours du

processus d'apoptose, et notamment inhiber elle aussi la formation du complexe

Apaf-1/Casp-9[19 J. Cependant, l'Hsp-70 inhibe aussi bien l'apoptose dépendant des

casapses que celle qui en est indépendante, notamment en bloquant la chute du

Azpm dans les cellules Jur'kat[1Bal. En dernier lieu, il a été montré que l'induction de la

PMM et la libération conséquente de cyb. e ne suffisaient pas à eux seuls à induire

l'apoptose dans des cellules leucémique humaines . D'autre part, les RDS,

possiblement libérées dans notre système, peuvent induire des phénomènes

apoptotiques semblablesaux nôtres, tout en inhibant les caspasesf14a'152). Ceci doit

également être pris en considération dans notre modèle et édairci par des

dosages de ROS dans des cellules traitées aux Ac anti-CD47. Enfin, l'antimycine A

cible un ou des mécanismes de régulation de l'ecto-expositiDn des PS et de la

diminution du volume cellulaire, et ce, probablement en dehors des effets

bioenergétiques communs à ceux engendrés par l'oligomydne.

0
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3.3. Implications lors de l'élimination des cellules
apoptotiques par les phagocytes professionnels

3.3.1. Généralités et bases moléculaires de la reconnaissance
des cellules en apoptose.

Au sein d'un tissu, les cellules en apoptose sont rapidement éliminées par

hétérophagie. Ce processus met en jeu les cellules saines avoisinantes au cœur du

tissu, et les phagocytes professionnels l'infiltrant, tels les macrophages et les

cellules dendritiques immatures. Ces dernières permettent d'établir un lien entre

i'immunité naturelle et l'immunité acquise. Ii est communément admis que,

contrairement à la nécrose qui s'accompagne toujours d'une réponse

inflammatoire, les cellules apoptotiques sont généralement phagocytées en

absence d'inflammation, et ceci pour deux raisons principales. Tout d'abord les

cellules mourantes émettent très tôt des signaux permettant leur phagocytose, les

« eat-me signals », alors que le dérouiement du processus d'apoptose est à peine

initié, et que la cellule est quasiment intacte. De cette façon, rien de la cellule morte

potentiellement pro-inflammatoire et immunogène ne peut se répandre dans le

milieu extraceltulaire. En second lieu, les cellules apoptotiques elles-mêmes

transmettent des signaux immunomodulateurs aux phagocytes qui les ingèrent'19S1

1931 et peuvent parfois même sécréter des cytokines anti-inflamatoire comme I'IL-10

et le TGF-P . Ces signaux de communications bidirectionnelles sont encore mal

définis. Diverses molécules participant à la reconnaissance et/ou la phagocytose

des cellules mortes ont été impliquées dans ce processus d'élimination

« siiendeuse ». Cependant, les PS semblent jouer un rôle central dans ce

processus.

De nombreux travaux ont démontré la nécessité des PS dans la reconnaissance et

l'élimination des cellules apoptotiques par divers phagocytes . Dernièrement le
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récepteur des PS spécialement impliqué dans l'élimination des cellules mourantes a

été identifié119 . Enfin, dans un travail récent, Fadok et al. montrent que la seule

presence des PS à la surface externe de la membrane plasmique suffit à

engendrer l'élimination des cellules apoptotiques . L'ajout artificiel de PS dans la

membrane plasmique exteme de cellules qui n'ont reçu aucun signal apoptotique

suffit à susciter leur phagocytose. Cette observation est cependant surprenante. En

effet, s'il est généralement admis que les PS jouent un rôle primordial dans

t'élimination des cellules mourantes, de nombreuses autres molécules, sur le

phagocyte et sur la proie sont impliquées dans ce processus d'élimination1189'301'. De

plus, les modifications membranaires engendrées lors de la mort cellulaire

programmée, et dont l'ecto-exposition des PS ne représente qu'un aspect,

permettent en fait l'apparition de nouveaux sites de reconnaissance (comme des

sucres] pour les phagocytes(1sgl s°21. De ce fait, une étude récente de Hirt et al.

montre que dans des conditions particulières de mort cellulaire, les cellules sont

phagocytées en absence d'ecto-exposotion des ps11831. Ceci implique que l'absence

de PS peut être compensée par d'autres signaux de reconnaissance présents sur

tes cellules en apoptose. A ce propos, un nouveau récepteur impliqué dans la

phagocyfcose de cellules en apoptose, MER, à été identifié recemment la°3'. Des

mutations de MER chez la Souris ont pour conséquences l'apparition de maladies

auto immunes, indiquant que ce système de reconnaissance indépendant des PS

revêt une importance physiologique non négligeable.

u

3.3.2. CD47 et la phagocytose

Nous montrons que rengagement de CD47 par la TSP induit l'ecto-exposition des

PS sur les lymphocytes B de LLC [article l, fig.2a]. De plus, les cellules tuées par
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('engagement de CD47 sont efficacement phagocytées par des iDCs [artircle II,

fig.lC].

Il a été clairement établi que lorsqu'une cellule apoptotique est éliminée, la TSP

permet de « ponter » la cellule mourante au phagocyte. La TSP se lie d'une part aux

intégrines av|33 et à la molécule CD36 sur le phagocyte, et d'autre part, à la cellule

mourante au travers d'un ou des ligand[s] qui reste(nt] à être identifié(s] . Comme

nous l'avons abordé dans t'introduction, la TSP est trimérique, et chaque monomère

contient deux motifs peptidiques qui lient spécifiquement la molécule CD47. Dans

l'absolu, la TSF peut donc fixer six molécules de CD47. De ce fait, nous proposons

que CD47 puisse être une des contre-stmcture qui lie la TSP sur la cellule

apoptotique lors de la rencontre phagocyte/cellule apoptotique. Ainsi, on peut

imaginer que rengagement du CD47 permettrait la mise en place d'une boude

amplificatrice de l'exposition des PS sur la cellule mourante. Cependant, cette liaison

hypothétique ne doit pas présenter un caractère primordial pour ta reconnaissance

et l'ingestion des cellules en apoptose par les iDCs et les macrophages' ). En

effet, le traitement de cellules B de LLC apoptotiques par des anticorps B6H12

solubles n'inhibent pas leur phagocytose par des iDCs [article III, fig.BB].

Parallèlement, ces même anticorps ne bloquent pas la reconnaissance de

neutrophiles et de lymphocytes apoptotiques par des macrophages . On peut

également envisager que la TSP se fixe aussi (et en même temps ?] au CD47 du

phagocyte, renforçant ainsi le lien phagocyte/cellule mourante. Il à été montré que

lors de la phagocytose de cellules apoptotiques, le phagocyte doit également

presenter une perte d'asymétrie membranaire et conséquemment exposer ses

PS '. L'engagement du CD47 du phagocyte par la TSF pourrait contribuer à cette

perte d'asymétrie phospholipidique.

Enfin, très récemment il a été montre que CD47 participe à la régulation de la

phagocytose des érythrocytes via la particule opsonisante iC3b du complément'2 .
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Or, le récepteur au complément CR3, qui reconnaît préférentieltement iC3b, joue

également un rôle important dans l'élimination des cellules en apoptose par les

macrophages '. Il serait donc possible que CD47 soit aussi impliqué dans ce

dernier processus.

u

3.4. Implications dans l'induction et la régulation
de la réponse immunitaire

En l'absence de toutes données expérimentales, la participation de CD47 dans la

regulation des phénomènes de reconnaissance et d'ingestion des cellules

apoptotiques est pour le moment du domaine de l'hypothèse et reste à être

examinée. Néanmoins, certaines obsen/ations suggèrent que cette hypothèse est

peut-être plausible. Ainsi, le récepteur aux PS et la molécule CD36 rentrent dans le

processus anti-inflammatoire mis en place tors de l'ingestion de cellules en

apoptose. Notamment, rengagement de ces récepteurs par leur ligand induit la

production de TGF-J3 [une cytokine immunosuppressive et anti-inflammatoire] et ta

suppression conséquente de la production de cytokines pro-inflammatoires [tels le

TNF-a]l19s' 1a3~1g7). Nous allons voir dans ce chapitre que CD47 est aussi impliqué

dans la regulation de processus anti-inflammatoires. Ceuxoi pourraient

éventuellement intervenir tors du contact phagocyte/cetlule apoptotique.

Nous montrons que rengagement de CD47 par des anticorps solubles inhibe la

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-12, TNFoc et 6M-CSF par des

cellules dendntiques immatures [iDC] stimulées par SAC [Staphylococcus aureus

Cowan I strain] [arïsc\e 111, fig. 2]. Cette suppression dépend de rengagement exclusif

de CD47 puisque le peptide 4N1 K module également ta production de I'IL-12 et du

TNF<x. De plus, CD47 prévient la maturation phénotypique et fonctionnelle des iDCs

[article III, fig. 5,6 et 8].
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Les cellules dentritiques immatures sont, avec les macrophages, parmi les
phagocytes professionnels les plus efficaces dans l'élimination des cellules
apoptotiques. De plus, les iDCs sont d'excellentes APCs en devenir. On comprend
donc qu'en absence de danger [ce qui est l'état le plus fréquent !] il faille mettre en
place de puissants mécanismes de modulation de la réponse antigénique lors de la
rencontre d'une cellule phagocytaire et d'une cellule sénéscente. Nous avons
abordé dans le chapitre précédent les quelques mécanismes décrits pouvant

intervenir dans ce processus. Sur la cellule phagocytaire, rengagement de CD36
[par la TSF ?] et du récepteur aux PS [par les PS nouvellement exposés sur la
cellule phagocytée] induit la production de TGF-P, une puissante cytokine anti-
proliférative et anti-inflammatoire. De plus, le TGF-P est activé par la TSPlsogl. Dans
notre modèle, la modulation de la production de cytokines ne dépendait pas d'une
production accrue de TGF-J3, mais plutôt d'une inhibition directe (article III, fig. 2].
Nous proposons donc que rengagement de CD47 par la TSP lors de l'élimination

des cellules apoptotiques puisse représenter un mécanisme complémentaire
d'immunomodulation à ceux mis en jeu par CD36 et le récepteur aux PS, d'une part,
par la suppression directe de la sécrétion de cytokines inflammatoires, et d'autre

part, en inhibitant le pouvoir de présentation antigénique des cellules dendritiques.
Parallèlement, dans une autre étude, nous avons examiné les effets de CD47 sur

son autre ligand, le récepteur SIRP-a dans les cellules dendritiques. La liaison de

CD47 au SIRP-a des cellules dendritiques inhibe leur réponse à I'IL-12, leur
production de cytokines (IL-6, IL-10, IL-12 et TNF-a], tout comme leur maturation
phénotypique et fonctionnelle1160'. Là encore de puissants mécanismes
immunomodulateurs sont mis en place. L'ensemble de ces résultats suggèrent que
les paires de molécules TSP/CD47 et CD47/SIRP-a interviennent dans le rétro-

contrôle négatif de la réponse inflammatoire.
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Les cellules dentritiques immatures sont, avec les macrophages, parmi les

phagocytes professionnels les plus efficaces dans l'élimination des cellules

apoptotiques. De plus, les iDCs sont d'excellentes APCs en devenir. On comprend

donc qu'en absence de danger [ce qui est l'état le plus fréquent !] il faille mettre en

place de puissante mécanismes de modulation de la réponse antigénique lors de la

rencontre d'une cellule phagocytaire et d'une cellule sénéscente. Nous avons

abordé dans le chapitre précédent les quelques mécanismes décrits pouvant

intervenir dans ce processus. Sur la cellule phagocytaire, rengagement de CD3B

[par la TSP ?] et du récepteur aux PS [par les PS nouvellement exposés sur la

cellule phagocytée] induit la production de TGF-J3, une puissante cytokine anti-

proliférative et anti-inflammatoire. De plus, le TGF-P est activé par la TSF '. Dans

notre modèle, la modulation de la production de cytokines ne dépendait pas d'une

production accrue de TGF-J3, mais plutôt d'une inhibition directe (article III, fig. 2].

Nous proposons donc que rengagement de CD47 par la TSF lors de l'élimination

des cellules apoptotiques puisse représenter un mécanisme complémentaire

d'immunomodulation à ceux mis en jeu par CD36 et le récepteur aux PS, d'une part,

par la suppression directe de la sécrétion de cytokines inflammatoires, et d'autre

part, en inhibitant le pouvoir de présentation antigénique des cellules dendritiques.

Parallèlement, dans une autre étude, nous avons examiné les effets de CD47 sur

son autre ligand, le récepteur SIRP-a dans les cellules dendritiques. La liaison de

CD47 au SIRP-a des cellules dendritiques inhibe leur réponse à I'IL-12, leur

production de cytokines (IL-6, IL-10, IL-12 et TNF-a], tout comme leur maturation

phénotypique et fonctionnelle °'. Là encore de puissants mécanismes

immunomodulateurs sont mis en place. L'ensemble de ces résultats suggèrent que

les paires de molécules TSP/CD47 et CD47/SIRP-a interviennent dans le rétro-

contrôle négatif de la réponse inflammatoire.
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CD47 est impliqué dans plusieurs autres mécanismes immunomodulateurs. Il a été

montré que rengagement de CD47 sur des monocytes (par des Ac., ta TSP ou le

peptide 4N1 K] inhibe sélectivement leur sécrétion d'IL-12, et ce indépendamment

de la production de TGF-p'210'. Parallèlement, rengagement de CD47 sur des

lymphocytes T naïfs stimulés en présence d'IL-12 inhibe leur production d'IL-2 et leur

développement conséquent en effecteurs de type Thl. Le développement Th2 n'est

pas affecté par rengagement de CD47'3'1'11. En l'absence de cytokines exogènes, la

stimulation de lymphocytes T naifs en présence d'Ac. dirigés contre CD47 induit

leur anergie . Enfin, deux études montrent que CD47 donne un signal de non-

agression aux phagocytes professionnels, probablement via SIRP<x. En effet, en

absence d'expression de CD47 à leur surface, des érythrocytes'16'" [et voir

Introduction], des lymphocytes T et des cellules de la moelle osseuse'2 issus de

souris CD47 knockout sont rapidement éliminés par phagocytose lorsque ces

cellules sont transférées dans des souris syngéniques et/ou atlogéniques

sauvages.

L'ensemble de ces résultats montrent que CD47 agit comme immunomodulateur

dans différents modèles de réponse immunitaire innée et acquise. De plus, SIRP-a

semble fonctionner sur le même principe et former avec CD47 un couple

moléculaire à signalisation négative bidirectionnelle. Dans te système immunitaire,

('expression de SIRP-a est restreinte au compartiment myéloïde alors que CD47

est omniprésent, rengagement de SIRP<x par CD47 donne un signal négatif aux

macrophages et aux iDCs'160' 'le1), alors que CD47 inhibe le développement des

lymphocytes T na'ifs en effecteurs Th1/ThO(s11'a1s'. Récemment, la caractérisation

des molécules CD200-CD200R a permis de mettre en évidence un système

comparable de frein immunitaire sur les macrophages . CD2QQR n'est exprimé

que sur la lignée myéloïde [tout comme SIRP-a] alors que son ligand est plus

largement présent [comme CD47]. L'engagement de CD200R sur les
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macrophages par CD200 permettrait le maintien d'un état de non-activation de

ceux-ci. Chez tes souris CD200R knockout, les réactions inflammatoires sont

exacerbées et l'apparition d'arthrite induite par le collagène est rendue possible.

Enfin, il est intéressant de noter que les intégrines av/p3 [qui sont physiquement et

fonctionnellement associées à CD47 dans te récepteur à la vitronectine] et gp49B1

(qui est exclusivement exprimé sur les mastocytes, les macrophages et tes cellules

NK], forment également un couple de molécules immunomodulatrices qui agit sur

l'activation des mastocytes '.

CD47/SIRP-a représentent donc des membres d'une famille grandissante de

couples moléculaires qui permettent le maintien d'un état d'activation réprimée,

nécessaire à l'équilibre fonctionnel du système immunitaire .

4. Conclusion générale

4.1. Thérapeutique dans la LLC

u

Au cours de ce travail de recherche, les B de LLC d'une cohorte de plus de

cinquante patients ont été testés quant à leur sensibilité à la mort induite via CD47.

Bien que d'intensité variable, la mort; cellulaire est toujours observée [article l, fig 2b

et V. Mateo et al., resultats non publiés]. Parmi les patients testés, certains étaient

résistants à l'HC in vitro. De plus, au cours de cette étude, les B de LLC d'un des

patients de notre cohorte [patient "B"] a présenté une soudaine résistance in vitro à

l'hydrocotisone [HC]. Cependant, ces mêmes cellules sont restées sensibles à ta

mort induite par CD47. Le même jour, les B de LLC du patient "C" pris comme

témoin positif, répondent parfaitement à l'HC et à CD47 [Fig. 7]. CD47 semble donc

être un candidat potentiel pour te traitement des patients qui développent des

resistances aux agents cytotoxiques. Une étude récente rapporte d'ailleurs que les
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Patient B. 16/02/2000
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Figure 7: Conversion du patient "B". Les B de LLC du patient "B" maintiennent
leur sensibilité à CD47, alors que ces cellules sont devenues résistantes à
l'hydrocortisone [HC] in vitro entre 1999 et 2000.
Les B de LLC sont cultivées 18h à 37 °C dans le milieu synthétique HB10 seul,
ou en présence d'HC [5.1 02hvi] ou d'Ac. anti-CD47 préalablement immobilisés.
La mort cellulaire est mesurée par un double marquage Annexin-V-FITC/PI et
les cellules analysée par cytométrie de flux. Les % d'induction sont calculés
comme décrit dans l'article II.
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tumeurs qui ont développé un phénotype MDR [multi-drug résistant] et qui sont

donc résistantes à la cytotoxicité de nombreuses drogues, présentent des

resistance à la mort cellulaire apoptotique « classique » [dépendante de l'activation

des caspases] mais restent sensibles à la mort indépendante des caspases .

D'autre part, nous avons montre que les B de LLC sont les cellules les plus

sensibles à CD47 [64% de mort induite], compar'ées par exemple aux lymphocytes

B [36 %] et T [49 %] normaux, alors que les cellules souches de la lignée

hématopoïétique CD34+ sont totalement résistantes, tout comme les iDCs [article II,

fig.2]. Tous ces éléments nous permettent de conjecturer sur t'élaboration d'un

traitement pour cette maladie pratiquement incurable. En effet, la plupart des

thérapeutiques anti LLC ne parviennent pas à guérir les malades qui finissent

souvent par devenir résistants aux agents cytotoxiques employés. CD47 possède le

rare avantage d'induire la mort cellulaire chez tous les patients testés.

Des essais cliniques d'immunothérapies dans la LLC ont été entrepris avec un

succès variable, notamment avec le Rituximab [anti-CD20] et Campath-1

[anti-CD52]. Envisager une immunothérapie anti-CD47 pose le problème essentiel

de l'omniprésence de cette molécule. La molécule CD52 est elle aussi largement

exprimée [néanmoins dans des proportions moindres], et d'ailleurs le traitement

avec Campath-1 élimine sans discrimination toutes les cellules mononuclées du

sang. Néanmoins, le nombre de B de LLC est tellement supérieur à celui des

cellules normales dans le sang, que lors d'un tel traitement, proportionnellement

peu de lymphocytes normaux risquent d'etre éliminés. Cependant, on peut aussi

envisager de générer des anticorps bi-spécifiques anti-CD47-CD20, par exemple, et

ne cibler ainsi que les lymphocytes B. L'avantage par rapport au Rituximab serait de

générer un signal de mort supplémentaire. Enfin, l'étude et ta compréhension des

mécanismes sous jacents à la voie de signalisation mortelle de CD47 nous

apporteront peut-être le moyen d'induire une telle mort autrement qu'avec des
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4.2. Synthèses

4.2.1. Signalisation de la mort cellulaire induite par CD47.

L'antigène CD47 induit une nouvelle forme de mort cellulaire lorsque celui-ci est

engagé par les anticorps monoctonaux dirigés contre deux épitopes éloignés de

CD47 [B6H12 et 2D3], la TSP ou le peptide 4N1 K immobilisés. Cet engagement

conduit à un remaniement du cytosquelette nécessaire au signal mortel,

probablement via une signalisation passant par une voie dépendante de

Cdc42/WASP [voir fig. 8]. Cette mort cellulaire efficace se traduit par un

rétrécissement de la cellule, l'exposition des PS vers le feuillet externe de la

membrane plasmique, une chute du potentiel membranaire mitochondrial [Aipm] et

un gonflement de la mitochondrie. Tous ces événements sont inhibés lorsque la

polymérisation de l'actine n'est pas possible. Il s'avère cependant que les

phénomènes de rétrécissement cellulaire et d'ecto-exposition des PS soient

dissociables des événements mitochondriaux, puisque l'antimycine A n'inhibe que les

premiers. De plus, l'action inhibfcrice de l'antimycine A semble indépendante des

effets bioénergétiques qu'elle induit et partage avec l'oligomycine, et pourrait donc

cibler une protéine de la famille Bcl-2 à domaine BH3 unique associée au

cytosquelette, telles Bim, Bmf ou restant à identifier. La régulation du volume

cellulaire et l'exposition des PS engendrées par rengagement de CD47 dépendent

aussi partiellement d'un efflux potassique et l'hypothétique activité scramblase

responsable de l'exposition des PS est indépendante de la PK&ô. Enfin, la libération

de protéines mitochondriales est fort probable, puisque les mitochondries sont

exagérément gonflées. Cependant aucune activité caspase ou endonucléase n'est
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détectée lors de ta mort induite via CD47.Si te cytochrome e et AIF sont présents

dans le cytoplasme, leur activité n'est pas décelable. Sait des facteurs

supplémentaires sont nécessaires à leur activité, soit ils sont inhibés par des

molécules cytosoliques tels Hsp27 ou hlsp70.

4.2.2. Immunomodulation via CD47

L'engagement de CD47 par la TSP sur des cellules dentritiques immatures inhibe la

production de cytokines pro-infammatoires et la maturation des DCs. Parallèlement,

rengagement de SIRP-a par CD47 produit des effets comparables. Lors de la

rencontre d'une iDC et d'une cellule en apoptose, nous proposons que la TSP, qui

forme un pont moléculaire en se liant au CD36 et aux intégrines avp3 du

phagocyte, se lie à la cellule apoptotique via CD47. En même temps, le CD47

exprimé sur les cellules phagocytées engage le SIRP-a du phagocyte [voir fig. 9].

Ainsi, une communication bidirectionnelle est établie au travers de CD47. qui d'un

côté supprime ta maturation des cellules dentritiques par deux voies de

signalisation parallèles [rengagement de SIRP-a et de CD47], et de l'autre, amplifie le

système de reconnaissance via les récepteurs aux PS en exacerbant l'exposfcion

des PS sur la cellule mourante. De plus, ceci contribue également à amplifier ta

signalisation anti-inflammatoire puisque rengagement des récepteurs aux PS induit

la sécrétion de TGFp.

Enfin, CD47 induit une mort cellulaire efficace puisque les cellules tuées par son

agrégation sont éliminées par des phagocytes professionnels tels les iDCs. Il

pourrait donc jouer un rôle dans le contrôle de l'homéostasie des cellules de la

lignée hématopoïétique, tels les lymphocytes B et T.

u
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Figure 9: Possibles implications de CD47 et de ses ligands lors de la rencontre d'un phagocyte
professionnel et d'une cellule mourante. La forme trimérique de la thrombospondine-1 [TSP]
lui permet de lier en théorie six molécules de CD47 (deux par monomères]. La liaison de la
TSP à CD36 et CD47 du phagocyte donne un signal inhibiteur de la maturation et de la
production de cytokines pro-inflammatoires. La liaison de CD47 à SIRP-a engendre des effets
immunomodulateurs comparables.
La TSP induit ou exacerbe l'exposition des PS en se liant au CD47 de la cellule mourante. La
stimulation du récepteur aux phosphatidylsérines engendre la production de TGF-|3, cytokine
anti-inflammatoire. L'expression membranaire de CD47 pourrait être augmentée lors de la
mort cellulaire, produisant une boucle amplificatrice immunorégulatrice.
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