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Chapitre I −−−− L'accumulation de céramides C16 et C24 par la voie de novo contribue 

à l'apoptose spontanée des neutrophiles 

 

Une fois libérés dans la circulation, les neutrophiles entament spontanément un processus de mort par 

apoptose. En effet, après avoir passé quelques heures dans la circulation, apparaissent à leur surface les stigmates 

morphologiques de l'apoptose précoce tels que l'externalisation de la PS. Les neutrophiles vieillissants sont ainsi 

reconnus et phagocytés par les macrophages spléniques. Ce phénomène permet une élimination "sans traces" des 

neutrophiles et évite toute libération spontanée du contenu cytotoxique, et par conséquent pro-inflammatoire, dans la 

circulation. A l'heure actuelle, bien que plusieurs hypothèses aient été formulées, personne n'a encore pu démontrer 

précisément les mécanismes moléculaires impliqués dans l'apoptose spontanée des neutrophiles. Les céramides sont des 

sphingolipides reconnues pour leur rôle de messagers secondaires dans de nombreux processus biologiques tels que la 

différentiation cellulaire, la sénescence et l'apoptose. En particulier, dans les neutrophiles, il a été montré que les 

céramides facilitaient l'activation de la caspase-8 suite à la stimulation des cellules par FasL et à la formation du 

complexe multi-protéique DISC (Scheel-Toellner et al., 2004a ; 2004b). Dans cette étude nous démontrons le rôle 

important joué par les céramides de type C16 et C24 dans l'apoptose spontanée des neutrophiles fraîchement isolés de la 

circulation sanguine et placés en culture. 

 

Le taux intracellulaire des différents types de céramides a été mesuré par spectrométrie de masse, grâce à une 

technique développée à l'Université de Liège par Fillet et collaborateurs (2002). Le taux d'apoptose a été mesuré par la 

technique usuelle du double marquage à l’annexine-V-FITC et à l’iodure de propidium ; les cellules ont été analysées par 

cytométrie de flux (FACSAria). Afin d'éviter une lyse cellulaire lors de l'analyse, nous avons opté pour une technique in 

situ pour mesurer l'activité des caspases-8, -9, -3. A un temps donné, les neutrophiles ont été traités avec des  peptides 

substrats, inhibiteurs irréversibles et spécifiques des différents types de caspases, couplés à des molécules fluorogènes. 

Apres une heure d'incubation avec ces peptides, les cellules ayant conservé leur intégrité étaient analysées par cytométrie 

de flux. Le suivi au cours du temps des taux intracellulaires des différents types de céramides a montré que les céramides 

de type C16 et C24 s'accumulaient spontanément dans les neutrophiles placés en culture. Cette accumulation précédait 

l’externalisation de la PS ainsi que l’activation des caspases-8, -9 et -3.  

 

En traitant les granulocytes avec des inhibiteurs spécifiques des différentes voies de biosynthèse des céramides, 

nous avons montré que les céramides C16 et C24 étaient générées dans les neutrophiles par la voie de novo à partir de la 

condensation de l'acide aminé sérine et d'un groupement acyle, dérivé d'un acide gras, couplé au coenzyme A. Par contre, 

nous avons montré que l'autre voie majeure de biosynthèse des céramides, appelée voie de recyclage de la SM, n'était pas 

impliquée dans l'accumulation des céramides C16 et C24. Toujours grâce à l’utilisation de ces molécules 

pharmacologiques, nous avons montré que l’augmentation ou la diminution des taux endogènes de C16 et C24 augmentait 

et diminuait, respectivement, les taux d’apoptose et d’activation des caspases-8, -9 et -3 dans les neutrophiles. Ces 

résultats ont été confirmés en ajoutant, au milieu de culture, des céramides C16 et/ou C24 exogènes. En effet, ce traitement 

augmentait significativement le taux d’apoptose des neutrophiles. Enfin, nous avons traité des neutrophiles avec du GM-

CSF et avons montré que cette cytokine anti-apoptotique bloquait l’accumulation des céramides C16 et C24 dans les 
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neutrophiles. Au contraire, lorsque des neutrophiles étaient traités avec FasL, une molécule pro-apoptotique, les taux 

endogènes des céramides C16 et C24 n’étaient pas modifiés.  
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