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Roles de PPAR et
de p21WAFI/CIPL 4qng
la différenciation
monocyte/
macrophage

Les monocytes
circulants proliferent-ils ?

>Les macrophages sont des cellules impliquées
dans la réponse immunitaire et inflammatoire. La
dérégulation de leurs propriétés physiologiques
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Cette cellule clé du systéeme immunitaire intervient dans  des activités kinases
Pinitiation et la régulation de la réponse inflammatoire  des CDK (cyclin dependent kinase) impliquées dans
mais aussi et surtout dans la reconnaissance des élé- la progression du cycle cellulaire. Cette activité est
ments a éliminer, leur phagocytose et la présentation des  importante au cours de I’hématopoiése et donc de
antigenes aux autres cellules du systeme immunitaire. la constitution du réservoir de monocytes circulants
Son réle antimicrobien, antiparasitaire ou antitumoral matures. €lle reste aussi importante au cours de la
provient aussi de sa capacité a sécréter une multitude différenciation cellulaire puisque p21WAFV/UP eyt
de médiateurs (cytokines, prostanoides) ou de molécules  représenter un marqueur fort de I’arrét complet de la
cytotoxiques telles que les IRO (intermédiaires réactifs prolifération et contribuer a la modulation des voies
de I'oxygéne) ou le NO (oxyde nitrique). Il est maintenant ~ de signalisation conduisant & une expression diffé-
établi que la genése et la progression de nombreuses rentielle de genes, grace en particulier au facteur de
maladies sont directement liées a I'inflammation et aux transcription PPARY (peroxisome proliferator-acti-
fonctions du macrophage. C’est le cas de I’athérosclérose  vated receptor gamma). Enfin p21"AF/CPL permet le
et de certains cancers comme le cancer du foie. La consé-  contrdle de I’apoptose par son implication directe dans
quence de ce qui précede est que I'inflammation doit étre  I’enchainement des phases du cycle cellulaire et son
normalement contrélée car elle constitue un processus role dans certaines cascades de transduction, notam-
normal de défense de I’hdte. La protéine p21"AF/CP1  ment via les caspases. ensemble de ces paramétres
pourrait participer a ce contrdle en agissant lors de trois  fait de p21"*F/“"! yun acteur important de la physiolo-
évenements : le contr6le du cycle cellulaire, la différen-  gie du macrophage, pouvant contribuer au contrdle de
ciation du monocyte en macrophage et I'apoptose. Iinflammation.
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De la cellule souche au macrophage

Les cellules mononucléées phagocytaires sont des cellules du systeme
immunitaire impliquées dans la défense de I’organisme. Elles sont
engendrées a partir de cellules souches hématopoiétiques multipo-
tentes situées dans la moelle osseuse. Les cellules souches se diffé-
rencient sous I'action de facteurs de croissance vers les différents
types de cellules sanguines de I"organisme. Au cours de ce processus,
les cellules perdent peu a peu leur capacité de division, acquiérent
des fonctions de plus en plus spécialisées et donnent notamment
naissance aux monocytes circulants sanguins. Ces derniers jouent le
role de sentinelles du corps humain et participent a I"homéostasie
générale. Lorsqu’il est recruté sur un site tissulaire, le monocyte
passe de la circulation générale vers le tissu et se différencie en
macrophage résident. €n fonction de sa localisation et donc de son
microenvironnement, il adoptera une morphologie particuliére et des
fonctionnalités adaptées.

Le role de p21"WAF/CP1 dans |a régulation de la différenciation des cel-
lules souches hématopoiétiques et du compartiment myéloide a déja
été montré [1, 2]. En effet, les souris p21"4F1/!P1~/~ se caractérisent par
un épuisement rapide du compartiment des cellules souches hémato-
poiétiques dont la prolifération est accélérée, ce qui aboutit a leur
engagement massif vers le processus de différenciation. p21WAF/CIPL
jouerait donc un role majeur dans I’inhibition du cycle cellulaire des
cellules souches hématopoiétiques et en conséquence, la production
de cellules progénitrices.

Le macrophage et la réponse immunitaire

Le macrophage participe a la réponse immune innée par la recon-
naissance, la phagocytose et la destruction des particules étrangeres
et des cellules sénescentes et cancéreuses. Il orchestre également
la réponse immune adaptative en présentant, via le CMH (complexe
majeur d’histocompatibilité), les antigénes dégradés aux autres cel-
lules du systéme immunitaire comme les lymphocytes T [3]. Il s’établit
alors un dialogue étroit, de cellule a cellule, qui permet et oriente la
réponse immunitaire. Cette conversation immunitaire se fait grdce
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Figure 1. Réle de p21"*FV“P! dans la régu-

lation de la progression du cycle cellulaire.
p21WAFL/CIPL

cycline-CDK, intervient a toutes les phases

, inhibiteur réversible des complexes

du cycle cellulaire en régulant les activités
cycline-CDK. P21"AF/CPL réoyle ainsi indirecte-
ment I'activité des substrats des cycline-CDK
tels que la protéine Rb. La phosphorylation de
Rb par les complexes cycline-CDK séquentiel-
lement activés au cours de la transition G1/S
induit la libération et I’activation d’€2F qui va
contribuer a "expression des génes nécessai-

res a la phase S.

a des médiateurs solubles sécrétés par les cellules du
systeme immunitaire et du tissu environnant. Parmi
les facteurs régulant les fonctions du macrophage, les
cytokines produites par les lymphocytes T jouent un
role de premier plan. Ainsi les cytokines de type Thl
(en particulier Iinterféron y) activeraient les fonctions
cytotoxiques du macrophage en favorisant I'inflamma-
tion. Inversement, les cytokines de type Th2, qui anta-
gonisent I’effet des cytokines de type Thl (inhibition de
la production des IRO et induction des prostaglandines
[4,5]), pourraient diminuer ces fonctions et contribuer
a la résolution de P'inflammation [41].

Ainsi, de nombreuses molécules (dont les cytoki-
nes et les prostaglandines) régulent les fonctions du
macrophage. Leur action se traduit par la mobilisation
de toute une cascade de transduction permettant
I’expression de nouveaux effecteurs protéiques.
p21WAFVUPL . yne protéine centrale
dans le contréle du cycle cellulaire
et de la différenciation

Inhibiteur des CDK, p21"A"/IPl est induite au cours de la
différenciation terminale ainsi qu’au cours du proces-
sus de sénescence, et ceci dans tous les tissus étudiés.
Ainsi, I'induction de la différenciation de lignées cel-
lulaires monocytaires (par la vitamine D3, I’acide réti-
noique, etc.) induit un arrét de la prolifération associé
d une augmentation de Iexpression de p21"AFVOPL yiq
I’activation transcriptionnelle de son géne [6, 7].

Le cycle cellulaire est divisé en différentes phases qui
s’enchainent de maniere synchrone grdce a la produc-
tion ordonnée de complexes cyclines/CDK dont I’activa-
tion et la dégradation sont finement régulées. A ce jour,
les génes de sept CDK (de CDK1, encore appelée cdc? &
CDK7) et huit différents types de cyclines (de A a H) ont
été clonés. U'activité des diverses CDK est modulée par



phosphorylation et déphosphorylation de résidus thréonine et tyrosine,
ainsi que par "accolement d’une cycline & une CDK. P21WAF/CP1 fen plo-
quant le site de fixation et d’hydrolyse de I’ATP, va inhiber et réguler
Pactivité des CDK (Figure 1). C’est par ce mécanisme que p21WAF/CIPL
empéche la phosphorylation de la protéine rétinoblastoma (Rb) par
CDK4 (associé & la cycline D) et CDK2 (associé a la cycline €) et donc
la libération du facteur de transcription €2F. La transcription des génes
impliqués dans la transition de la phase G1 vers S ne peut se faire et
les cellules sont alors bloquées en phase G1. €n raison de son activité
inhibitrice des CDK, p21"WAF/CPL fqit partie de la famille des protéines
inhibitrices des CDK, encore appelée CKI (cyclin kinase inhibitor).
P21"AFL/CIPL o5t également capable de s’associer de facon stable & PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), facteur auxiliaire des ADN poly-
mérases delta et epsilon (Figure 2). Cette interaction va avoir un effet
direct sur la réplication puisque ces ADN polymérases sont nécessaires
alaréplication et a la réparation de PADN [8]. De plus, il a été montré
initialement que I"expression de p21"*f/¢”! dans des cellules tumora-
les inhibe leur croissance et peut entrainer la régression de tumeurs
préexistantes [9]. Uexpression de p21"AF/CPL est en partie dépendante
de la fonction du suppresseur de tumeur p53 et pourrait largement
contribuer aux fonctions anti-oncogéniques de p53 [10, 11, 39].

On notera cependant que p21"*F/UPL est exprimée dans les cellules
en phase de prolifération et que son action ne doit pas étre pergue
comme strictement inhibitrice. Sa phosphorylation, en particulier,
pourrait contribuer a une modification de fonction I'impliquant dans
les processus normaux de prolifération cellulaire (activateur des
CDK). Ainsi, "analyse de son rdle potentiel de suppresseur de tumeur
offre des résultats contradictoires. ’absence de p21"AF/0PL gecélére
le développement de certaines tumeurs comme les tumeurs hypophy-
saires, mammaires ou intestinales [12-15]. A 'opposé, dans certains
modeéles murins, ’absence de p21"*F/¢P1 n’qccélére pas Iapparition de
tumeurs [16], voire la retarde [17, 18]. De plus, les résultats concer-
nant la susceptibilité des souris p21~~ aux stress génotoxiques sont
contradictoires [19-21].

intervient
dans trois voies de signalisation

pz 1WAF1/CIP1

Les mécanismes de régulation et le role de p21WAF/CIPL
dans les monocytes humains sont encore mal connus.
En effet, p21WAF/UPL poyrrait intervenir a trois niveaux,
dans le contrdle du cycle cellulaire et de la différencia-
tion du monocyte en macrophage, mais aussi dans la
protection contre I’apoptose.

Contrdle du cycle cellulaire

Il est classiquement admis que le monocyte, différencié
ou non, ne se divise pas. Cependant, le seul fait que
nous ayons constaté une régulation de p21"A"/¢"! dans
des cultures primaires de monocytes humains circulants
stimulés par des cytokines (interleukine-13) ou autres
(prostaglandine J2) ne nous permet pas d’écarter une
régulation du cycle cellulaire dans ces cellules [22].
p21WAF1/CIP1

arréts du cycle cellulaire. €n particulier,

est en effet fortement impliquée dans les
p21WAFl/C\P1
induit un arrét du cycle en phase G0/Gl de cellules
exposées a des signaux de différenciation et en phase
Gl et G2 en réponse a des lésions de ’ADN [23]. La
régulation de Iexpression de p21"AF/CP poyrrait avoir
un effet direct sur la production de monocytes matures
a partir de cellules souches hématopoiétiques. p21"4F/
Pl jouerait d’ailleurs un rdle dans la prolifération in
vitro de macrophages issus de moelle osseuse puisque
son induction par I'INFy provoque un arrét du cycle cel-
lulaire et protége les macrophages de I’apoptose [24].
D’autres équipes avaient déja montré que les macro-
phages résidents pouvaient se diviser. Dés 1974,
I’équipe de Golde [25] détecte des macrophages alvéo-
laires pulmonaires en phase S. €n 1999, Schlatt et al.
[26] décrivent des figures de mitose
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Figure 2. Structure primaire de p21WAFI/CIP1,
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Arrét de la réplication de ’ADN
Arrét de la réparation de ’ADN

cycline-CDK dans sa partie amino-terminale et
avec PCNA dans sa partie carboxy-terminale.
p21WAF/CPL hossede également une séquence
de localisation nucléaire et plusieurs sites de

phosphorylation (P).

483



484

Irradiation
Dommages a I’ADN

Inhibiteurs synthese nucléotides

Figure 3. Sites de régula-
tion du promoteur du géne

de p21WAFI/CIPL 1 e promo-

Nocodazole teur de p21"AF/CP1 contient
Neu, CBP/p300 .
’ de nombreuses séquences
Ras, Zta, c-Rel i ) a R
3 ey Mo VIH Tat,VHC core o de relgulutlon. Au-delulde
SERN D gmﬁgj—v sa séquence promotrice
.....:.S.T.N:....'...............ﬁSTATé'..'E.......EfF... ...ﬁ basale (-150/+16), il existe
p 2 /’\?L_S*? Iy - plusieurs sites de régula-
‘ ;o v":‘&:f - T tion dont deux séquences
~ o ~ BRCAL ~ .. N
= = n "\ de liaison a p53 (- 2200 et
' ' SAP-2w L
Vs BF . ; RO - 1330), trois séquences de
calcitriol TGF-B HBP1 liaison & STAT (signal trans-
Calcium  Thrombopoiétine ducer and activator of trans-
PMA Butyrate

Dexaméthasone
Glucocorticoides

Acide okadaique

cription, -4230, - 2560 et
- 690), deux a C/EBP (CCAAT/

Lovastatine
Trichostatine A

Calcitonine enhancer binding protein)
Cut, Smad, c-Jun, cMyc, IRF, (-1925 et -1260) et deux &
MyoD

la famille RAR/RVD (- 1200
et - 770). Uensemble de ces

sites permet une régulation

NGF, AP2, £2A, MAPK
Cyclosporine, androgeénes,
progestérone

Mélatonine, éthanol,

o potentielle de ce géne par
fumonisine B1

une grande quantité d’in-

ducteurs ou de répresseurs liés au cycle cellulaire et a la différenciation ainsi qu’au stress. VIH Tat : protéine Tat du virus de I'immunodéficience

humaine ; HCV : hepatitis C virus ; IFN : interféron ; PML/RARalpha : protéine de fusion entre la protéine PML (promyelocytic) et RAR (retinoic acid

receptor) ; EGF : epidermal growth factor ; TGF-P : transforming growth factor beta ; NGF : nerve growth factor ; IRF : interferon response factor.

Bien qu’actuellement I’hypothese selon laquelle les
monocytes circulants ou les macrophages résidents
sont dotés de propriétés prolifératives soit assez
controversée, il est cependant bien étayé dans la lit-
térature que p21"WAF/CP1 intervient dans les processus
de différenciation terminale. Cela pourrait étre le cas
dans le modele de différenciation des monocytes en
macrophages ol p21"AF/UP! joyerait un réle dans I’arrét
du cycle cellulaire, de maniére définitive ou transitoire
(maintien d’un état de quiescence réversible).

Protection contre ’apoptose
P2IWAR/CPL o yrrait aussi étre impliquée dans le
contrdle de "apoptose. U'augmentation de son expres-
sion semble protéger contre la mort cellulaire program-
mée. Dans de nombreuses situations, I"activation des
CDK et les différentes étapes du cycle cellulaire sont
nécessaires a une mort cellulaire. P21"AF/CPL joyerait
donc un rdle anti-apoptotique en bloquant 'activité
kinase des CDK et en empéchant la progression du cycle
cellulaire. Dans les cellules d’hépatome SK, p21WAFL/CIPL
se lie a la procaspase 3 et inhibe sa protéolyse, son
activation et donc I'entrée des cellules en apoptose
[28]. Léquipe de Celada [29] & Barcelone a d’ailleurs
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constaté I'induction de p21"AF/CPl dans des cultures primaires de
monocytes humains quel que soit leur stade de différenciation. Cette
équipe a pu démontrer, dans des cultures primaires comme avec des
lignées cellulaires monocytaires, que I'interferon y induit I’expres-
sion de p21"AF/UPL et qrréte le cycle cellulaire des macrophages en
les protégeant de I'apoptose selon un mécanisme encore inconnu.
Cette activité requiert la localisation cytoplasmique de p21WAF/CIPL
et dépend du niveau de différenciation des cellules [30]. Elle impli-
que linteraction de p21"AF/UPL qyec |a procaspase 3 et avec ASKI

(apoptosis signal-regulating kinase 1) [31, 32].

Métabolisme des lipides

Les cytokines de type Th2 sont de puissants inducteurs de la différen-
ciation monocytaire. Nous avons montré récemment que I'IL-13 aug-
mente I"expression de p21"*F/UPL par un mécanisme transcriptionnel
[22] et inhibe la production des IR0 induite par le TPA (12-0-tetra-
decanoylphorbol-13-acetate) dans les monocytes humains [33]. Il est
également établi que cette cytokine déclenche une augmentation du
signal calcium dans la cellule via une phosphorylation sur tyrosine de
la PLCy (phospholipase C) et d’IRS, (insulin receptor substrate 2) [34]
et que ce processus est impliqué dans 'inhibition de I’hyperactivité
oxydative des monocytes. Nous avons également établi que I'IL-13
et I'lL-4 déclenchent tres précocement une mobilisation de 'acide
arachidonique des phospholipides membranaires [22, 33-35]. Le



pool d’acide arachidonique ainsi libéré est métabolisé par la voie des
cyclo-oxygénases et par la voie des lipoxygénases. Dans les monocytes
humains, une heure de traitement par I’IL-13 déclenche une augmen-
tation de 70 % de la production de PGD,, précurseur de 15-déoxy-A
prostaglandine J, [12, 14]. Cette prostaglandine a la propriété d’ac-
tiver les facteurs de transcription appartenant a la famille des PPAR.
€n se fixant sur les facteurs de transcription, les prostaglandines vont
permettre leur activation et une expression modulée des genes cibles.
Les PPAR fonctionnent donc comme des capteurs permettant de régu-
ler ’expression des génes impliqués dans le métabolisme des lipides
et des lipoprotéines et participent au controle de la différenciation
[40]. Actuellement, P'intervention directe de PPARY dans la régulation
de P'inflammation semble assez imprécise. Dés 1998, Jiang et al. [36]
évoquaient I’hypothése selon laquelle PPARy inhibait I’expression
de protéines impliquées dans I'inflammation (comme I’IL-1[3, I’IL-6,
I'IL-8, le TNFou ou la métalloprotéase 9). Plus récemment, Chawla et
al. [37] ont démontré que les agonistes de PPARY ont des effets anti-
inflammatoires indépendants de ce facteur de transcription. Méme si
le r6le précis de PPARy dans I'inflammation reste encore a élucider, il
est indubitable que ce facteur de transcription a une place centrale
dans le métabolisme lipidique et I'activation du macrophage via la
régulation du récepteur scavenger CD36, la capture des LDL (low den-
sity lipoproteins) oxydées et sa capacité intrinseque de se lier a des
acides gras poly-insaturés ou oxydés [38].

Il est particulierement intéressant de noter ici que le promoteur du
géne p2]WAFI/PL hosséde justement des sites putatifs de réponse aux
PPAR et il a d’ailleurs déja été clairement montré que le promoteur de
p21"AFV/UPL est sensible & I’acide rétinoique (RXR-RAR) ainsi qu’a la
vitamine D3 [6, 7] (Figure 3). Ces deux facteurs lipidiques se lient a
des récepteurs nucléaires qui sont de proches voisins des PPAR. U'acide
rétinoique ou la vitamine D3 sont en effet capables d’arréter en phase
Gl le cycle cellulaire de lignées cellulaires de monocytes en induisant
leur différenciation en macrophages.

Conclusion

La modulation de I'expression et de I'activité de p21"AF/CPL par des
cytokines ou des médiateurs lipidiques est maintenant connue mais
insuffisamment. €n effet, bien que le role de p21"F/"L dans la régu-
lation de la prolifération, de I'apoptose et de Iinitiation de la dif-
férenciation cellulaire semble clair, il doit étre précisé dans d’autres
modeéles. Par exemple, comment intervient-il dans I'orientation des
potentialités fonctionnelles du monocyte en macrophage ou en cellule
dendritique ? Quoi qu’il en soit, il est maintenant confirmé que les trois
fonctions cellulaires régulées par p21"WA/CPL (eycle cellulaire, diffé-
renciation et apoptose) sont étroitement interdépendantes et que leur
étude dans un modele cellulaire comme le monocyte peut étre riche
d’informations. Il devient désormais essentiel de découvrir les facteurs
de transcription qui modulent I’expression de p21"AF/CPL qinsi que les
ligands endogeénes conduisant a sa surexpression. La voie des PPARy
semble étre d’un intérét primordial puisque ce facteur de transcription
oriente les fonctionnalités du macrophage. De plus, en raison de ses
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propriétés de liaison a de nombreuses protéines ou de
modulation de I'activité de facteurs de transcription, il
devient aussi essentiel de découvrir d’autres protéines
directement influencées par I’expression de p21"AF/CIPL,
Ce travail est aujourd’hui permis grace a I'utilisation
des puces a@ ADN (microarrays). Une équipe a déja
démontré que la surexpression de p21"AF/UPL induit une
diminution de I'expression de genes impliqués dans la
progression dans le cycle cellulaire. Ceci est corrélé a
une augmentation des genes associés a la sénescence ou
au vieillissement comme ceux mis en jeu dans la maladie
d’Alzheimer ou dans I'athérosclérose. Enfin, il apparait
maintenant intéressant d’examiner si p21"AF/CPL peyt
étre un facteur de contrdle de Iinflammation. Lutilisa-
tion de modéles dans lesquels I"expression de p21WAF/CIPL
est diminuée, comme des souris invalidées pour ce gene,
ainsi que I’étude de marqueurs inflammatoires, en
cytométrie de flux ou en biochimie, nous permettront de

trouver des réponses a ces questions. ¢

SUMMARY

Roles of PPAR and p21"AF1/CIP1

in monocyte/macrophage differentiation:

are circulating monocytes able to proliferate?
Macrophages are involved in the immune and the inflam-
matory response. The deregulation of their physiological
properties is associated with several pathologies such as
atherosclerosis and some cancers. Cytokines action on
this blood lineage modulates p21"*F/CPl expression. It
appears that this protein may play a role in the inflam-
mation regulation through PPAR (peroxysome prolifera-
tor-activated receptors) transcription factors, strongly
linked to lipid metabolism. It could also be involved in
the control of the proliferation of monocytes/macro-
phages, even if these cells are classically described as
devoided of any proliferative capacity. ¢
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