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Structure et fonction
des ectopeptidases
du systeme immunitaire

Les ectopeptidases sont des peptidases ubiquitaires, locali-
sées a la surface des cellules, leur site actif plongé dans le
milieu extracellulaire. Parmi les antigénes de différencia-
tion (molécules CD) des cellules du systeme immunitaire,
figurent de nombreuses ectopeptidases de structure ana-
logue, avec un important domaine extracellulaire globulai-
re, un seul domaine transmembranaire et une courte queue
cytoplasmique. Leurs réles sont multiples: peptidases, elles
dégradent les peptides actifs et contrélent ainsi la réponse
cellulaire a de nombreux peptides ou hormones, en par-
ticulier au cours des phénomenes inflammatoires; molé-
cules d’adhérence, elles interagissent avec les molécules
de la matrice extracellulaire, ou avec d’autres cellules, et
induisent un signal conduisant a la prolifération et a la dif-
férenciation. Du fait de la multiplicité de leurs roles bio-
logiques, elles pourraient devenir la cible de nouvelles
classes d’agents thérapeutiques du systéme immunitaire.

epuis le début des années
1990, la recherche concer-
nant la caractérisation et la
fonction des ectopeptidases

outre des peptidases, des phospha-
tases et des nucléotidases. Les ecto-
peptidases sont des enzymes protéoly-
tiques pré-entes a la surface de

dans le systéme immu-
nitaire s’est trés largement déve-
loppée. En 1992, Brigitte Bauvois,
dans une synthése pour médecine/
sciences décrivait les principales fonc-
tions des ectopeptidases [1]. Dans
cette synthése, nous faisons plus parti-
culierement le point sur la structure
et la fonction des principales ecto-
peptidases du systéme immunitaire.
Les ectopeptidases appartiennent a la
famille des ectoenzymes, glycopro-
téines de membrane dont le site cataly-
tique est orienté du coté extracellulai-
re. Cette famille d’enzyme comprend,

nombreuses -llules, dont le role
majeur consiste ~* 'a dégradation de

urs peptidics . au milieu extra-
cetlulaire. Leurs substrats sont pour
I’essentiel des peptides solubles. Les
membres principaux de cette famille
sont représentés sur le Tableau I. Les
ectopeptidases peuvent étre subdivi-
sées en deux grandes classes, les
endopeptidases capables de cliver des
liaisons peptidiques a l'intérieur
d’une chaine polypeptidique et les
exopeptidases qui libérent un acide
aminé ou un dipeptide a partir du

groupement amino-terminal ou car- —
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boxy-terminal. Elles sont ainsi
dénommeées respectivement amino-
peptidases, dipeptidylpeptidases, car-
boxypeptidases et dipeptidylcarboxy-
peptidases.

Les ectopeptidases sont des protéines
de surface possédant un seul domai-
ne extracellulaire, composé d’une
région globulaire glycosylée conte-
nant le site actif de I'enzyme et d’'une
région proche de la membrane, géné-
ralement tres sensible aux protéases,
appelée peptide de jonction. En fonc-
tion de la structure de leur site actif
et de leur mécanisme d’activation,
elles peuvent étre subdivisées en trois
sous-classes : les peptidases a sérine, a
cystéine, et les métallopeptidases
(T ableau I). Elles sont insérées dans la
membrane plasmique par différents
types d’ancrage. La plupart sont des
protéines intégrales de membrane, le
domaine extracellulaire pouvant étre
orienté indifféremment en N-termi-
nal (type I) ou C-terminal (type II) a
I'exception de quelques peptidases
insérées dans la membrane par un
groupement glycosyl-phosphatidyli-
nositol.

Ces peptidases sont présentes dans de
nombreux tissus et organes. Leur dis-
tribution n’en est pas pour autant ubi-
quitaire puisqu’elles possedent chacu-
ne leur propre spécificité cellulairc ou
tissulaire. En outre, I'expression de
leur géne peut ¢tre modulée au cours
du développement, de la réorganisa-
tion tissulaire, de l'inflammation ou
de la transformation tumorale.

La fonction essentielle de ces
enzymes réside dans I'inactivation de
facteurs peptidiques. Elles intervien-
nent notamment dans la digestion
intestinale, I’élimination rénale ou la
terminaison de signaux induits par
différents peptides a la surface cellu-
laire. Les ectopeptidases sont impli-
quées dans la dégradation de nom-
breuses molécules. Parmi celles-ci,
citons des peptides intestinaux, des
hormones plasmatiques, des neuro-
hormones, des facteurs de croissance
et des cytokines. Deux notions géné-
rales ressortent des nombreuses étu-
des consacrées aux peptidases. Pre-
mi¢rement, un nombre limité de
peptidases apparait suffisant pour
dégrader I'ensemble des peptides
bioactifs présents dans les différents
tissus de I'organisme. Deuxiéme-
ment, une ectopeptidase donnée est
capable de reconnaitre une séquence

de clivage présente dans différents
substrats. Finalement, malgré une
spécificité de substrat assez large in
vitro, il est important de souligner
qu’elles possédent une spécificité
relativement stricte in vivo, détermi-
née a la fois par leur distribution tis-
sulaire et par celle de leur(s) sub-
strat(s) potentiel(s).

Les ectopeptidases
du systeme
immunitaire

Des études récentes ont permis la
mise en évidence d'un certain nom-
bre d’ectopeptidases a la surface des
cellules du systéme immunitaire. Elles
sont issues pour la plupart de I'identi-
fication ou du clonage d’antigeénes de
différenciation. Ainsi, CD10, CDI13,
CD26 et BP1/6C3 correspondent-il
respectivement a I’endopeptidase
24.11 [2], 'aminopeptidase neutre
(3], la dipeptidylpeptidase IV [4] et
I'aminopeptidase acide [5]. La tres
bonne connaissance structurale et
fonctionnelle de ces enzymes dans les
autres tissus a suscité un vif intérét
pour leur caractérisation dans les cel-
lules du syst¢eme immunitaire. Il s’est
avéré que ces peptidases étaient spéci-
fiquement exprimées a la surface de
lignées hématopoiétiques. distinctes,
alors qu’elles sont souvent coexpri-
mées dans de nombreux tissus (bor-
dure en brosse intestinale, rénale,
systeme nerveux central). Il est parti-
culierement intéressant de remarquer
que la plupart de ces ectopeptidases,
a I'instar de nombreuses protéines
transmembranaires, possedent égale-
ment des formes solubles, libérées
dans les milieux circulants selon un
processus protéolytique. Ces formes
solubles sont retrouvées notamment
dans le plasma, mais également dans
les liquides cérébro-spinal, amnio-
tique, séminal ainsi que dans l'urine.
C'est, par exemple, le cas de CDI0,
CD13, CD26 et de I'enzyme de
conversion de I'angiotensine (ACE).
Il apparait, de plus, que les niveaux de
certaines enzymes solubles peuvent
étre modifiés dans certaines condi-
tions pathologiques. La régulation de
ce relargage protéolytique a été parti-
culierement étudiée dans le cas de
I'ACE [6], une enzyme qui joue un
role central dans le contréle de la
pression artérielle, mais I'identifica-
tion précise de la (ou des) protéase (s)

m/s n°5, vol. 11, mai 95


http://endopeptida.se

Tableau f
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES PRINCIPALES ECTOPEPTIDASES
Famille Enzyme EC Autres noms PM Structure |Localisation | Insertion Classe
(K) membranaire
APA 3.4.11.7 | Aspartate aminopeptidase, |250-270 | 2x 120 [ Mb et sol | N-term |Métallo
BP1/6C3
é ] APB 3.4.11.6 Aminopeptidase Ml 70 mono |Mb et sol nd Thiol
a
=g APM 3.4.11.2 | Aminopeptidase N, CD13 280 2 x 150 Mb N-term |Métallo
g APP 3.4.11.9 - 280 | 3x90 | Mb GPl  [Métallo
]
§ ;,-_ 8 Dipeptidase | 3.4.13.1 Déshydropeptidase 110-120 | 2 x 59 Mb GPI Métallo
o = 8
& | 82 DPP IV 3.4.14.5 Postprolyldipeptidyl- 230-260 | 2x 130 |Mb etsol | N-term | Sérine
i1 peptidase, CD26
z8 CPH 3.4.17.10 = 5256 | mono Mb C-Term |Métallo
83
88 CPM = - 54-62 mono Mb GPl  |Métallo
o
A 3.4.22.19 - 68-72 mono |Mb et sol nd Thiol
@ 24.15 3.4.24.15 Pz peptidase 67-70 mono |Mb et sol nd Métallo
] 24.16 3.4.24.16| Neurotensin-degrading 75 mono |Mb et sol nd Métallo
2 neutral peptidase
g 24.11 3.4.24.11 NEP, enkephalinase, 90-100 | mono [Mbetsol | N-Term |Métallo
) CALLA, CD10
15 ACE 3.4.15.1 Kininase I, 160-180 mono |(Mbetsol| C-Term |Métallo
Dipeptidylcarboxypeptidase
2 - Méprine, PABA peptidase 436 4 x 80 Mb nd Métallo

Mb: membrane ; sol : cytosol ; nd : non déterminé.

impliquée(s) dans la libération de la
forme soluble n'a pas encore été réa-
lisée.

Les travaux réalisés ces quatre der-
niéres années ont montré que les
ectopeptidases étaient impliquées
dans des processus aussi variés que la
régulation de la lymphopoiése B,
I'activation et la différenciation des
lymphocytes T et la réponse inflam-
matoire a différents peptides (pour
revue, voir [7, 8]). Nous nous limite-
rons dans cette synthése a la descrip-
tion détailléc des quatre peptidases
les mieux caractérisées, a savoir
CD10, CD13, CD26 et BP1/6C3 et a
mentionner trés briévement les
autres peptidases recensées dans les
cellules immunitaires.

d’abord décrite comme une endo-
peptidase neutre (NEP) de la bordu-
re en brosse rénale, puis comme une
enképhalinase exprimée dans le
cerveau de rongeur, elle fut ultérieu-
rement répertoriée sous le nom d’endo-
peptidase 24.11. Indépendamment,
le clonage moléculaire de CD10, un
marqueur spécifique des leucémies
de I'enfant également répertorié sous
la dénomination de CALLA (common
acute lymphoblastic lewkemia antigen),
démontra qu’il s’agissait en fait de
I'endopeptidase 24.11 [2]. L’'Enzyme
Commission, dans un souci de clarifi-
cation, a tout récemment proposé le
nom de néprilysine pour cette enzy-
me.

CD10 est une protéine monomérique
de 90-100 kDa fortement glycosylée

sent la partie extracellulaire, alors
que les 25 acides aminés N-terminaux
forment une courte extension cyto-
plasmique. Suivant les espéces, il exis-
te 5 a 6 sites de glycosylation. La varia-
tion de poids moléculaire observée
dans certains tissus a été assignée a
des différences de glycosylation. La
comparaison des séquences en acides
aminés des enzymes humaine, de rat,
de lapin et de souris a indiqué que
NEP était une protéine extrémement
conservée avec plus de 90% d’analo-
gie entre ces quatre especes. Ce degré
trés élevé de conservation indique
que la structure tridimensionnelle de
I’enzyme est trés importante pour
I’activité enzymatique. La protéine
contient 12 résidus cystéine consti-
tuant des ponts disulfures internes

CD10 / NEP [9]. La séquence de I'enzyme prédit nécessaires a I'élaboration de la struc-
(EC 3.4.24.11) / une protéine intégrale de membrane ture tertiaire de la protéine ainsi qu'a
Neéprilysine de type II, possédant un seul domai- son activité enzymatique. La partie

Cette enzyme a été répertoriée sous
différentes dénominations. Tout
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ne transmembranaire de 24 acides
aminés (figure 1). Les 700 acides ami-
nés situés du co6té C-terminal compo-

extracellulaire porte la signature
caractéristique des protéases a zinc:

la séquence His-Glu-(Ile, Leu, Met)- m———
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Figure 1. Représentation schématique
principales ectopeptidases présentes

des structures primaires des quatre
dans le systeme immunitaire. Les

acides aminés sont désignés par le code a une lettre. Les résidus impliqués
dans la liaison avec I'atome de zinc ou dans la catalyse sont marqués par une
étoile (*). La région hachurée correspond a la partie transmembranaire et la
boite rouge représente le site actif. Les résidus cystéine sont notés (S-H) et
les trés nombreux sites potentiels de glycosylation sont représentés par des

losanges.

X-His retrouvée, entre autres, dans
I'aminopeptidase N, I'aminopeptida-
se A, la stromélysine ou la collagéna-
se. Par des expériences de mutation
ponctuelle, il a été démontré que
deux histidines, His 583 et His 587,
étaient impliquées dans la coordina-
tion de 'atome de zinc, alors que la
glutamine en position 584 est impli-
quée dans la catalyse enzymatique
[9]. La NEP clive ses substrats a
I'extrémité N-terminale d’acides ami-
nés hydrophobes.

Longtemps considéré comme un
marqueur spécifique des leucémies
lymphoblastiques aigués (ALL) de
I’enfant, CALLA/CDI10 a été identi-
fié, par la suite, sur les progéniteurs

lymphoides dans la moelle osseuse et
le thymus. Il est apparu que la majo-
rité des ALL chez I'enfant avait un
phénotype de cellule pré-B et que la
présence de CD10 a la surface de ces
cellules reflétait, en fait, I'expression
du marqueur durant les étapes nor-
males de la différenciation lymphoi-
de. Dans le sang, le géne codant pour
CDI10 est fortement exprimé sur les
neutrophiles différenciés. Des quanti-
tés faibles mais détectables de CD10
ont toutefois été détectées sur des
sous-populations lymphocytaires, y
compris sur des lymphocytes B mirs
et des lymphocytes T circulants.

La régulation de I’expression du
geéne codant pour CDI0 a été essen-
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tiellement étudiée lors de l'oncoge-
nése des cellules B [8, 10]. Dans la
moelle osseuse humaine, des expé-
riences de cytométrie de flux ont per-
mis d’isoler deux sous-populations de
cellules CD10*; I'une correspondait a
des cellules B immatures, probable-
ment au stade ou se produit le réar-
rangement des génes des immuno-
globulines (Ig), 1'autre exprimait
moins le géne CDI10 et avait un phé-
notype plus mir. L’expression de
CDI10 diminue donc progressivement
lors des étapes ultérieures de la diffé-
renciation avec I’acquisition de mar-
queurs tels que les IgM de surface. Il
convient de signaler qu’un important
niveau d’expression de CDI0 est égale-
ment retrouvé dans les cellules stro-
males qui interagissent avec les pré-
curseurs des cellules B. Nous avons
récemment démontré la présence de
CD10 dans les thymocytes humains,
notamment dans les sous-populations
les plus immatures [11]. Ainsi, 60 %
des cellules possédant le phénotype
CD3-/ CD4-/CD8- sont aussi CDI 0*,
les 40 % restantes étant négatives
pour ce marqueur. CD10 est égale-
ment présent a la surface des sous-
populations CD3-/CD4*/CD8".

Pour évaluer la fonction de CD10/
NEP dans les différents systémes bio-
logiques étudiés, la majorité des
auteurs a testé l'effet d’inhibiteurs
spécifiques de I'enzyme (Tableau II)
sur un certain nombre de réponses a
la fois in vivo et in vitro. Le blocage de
I'activité enzymatique par ces inhibi-
teurs, qui permet d’augmenter la
concentration locale de(s) substrat(s)
potentiels(s), a démontré que la fonc-
tion de CD10 était de contréler la
réponse cellulaire a de nombreux fac-
teurs peptidiques ou hormonaux. Il
est apparu que l'enzyme était impli-
quée dans la régulation de fonctions
aussi variées que le contréle de la
douleur, de la tension artérielle (m/s
n°8, vol. 8, p. 868), de I'homéostasie,
de la réponse inflammatoire et de la
maturation des lymphocytes B (pour
revue, voir [9]).

Dans le systéme hématopoiétique, la
fonction de CD10/NEP a été essen-
tiellement étudiée sur les neutro-
philes humains (les seules cellules du
sang exprimant des quantités élevées
de I'enzyme) et sur les hémocytes
d’invertébrés. Au niveau des neutro-
philes, deux substrats de la NEP,
F-Met-Leu-Phe et la substance P ont

Tableau Il
SUBSTRATS ET INHIBITEURS DES PRINCIPALES PEPTIDASES
EXPRIMEES DANS LE SYSTEME IMMUNITAIRE
Enzyme Substrats Inhibiteurs
CD10/NEP Peptides opiacés, fMLP, substance |Phosphoramidon,
P, bombésine, ANF, endothéline, [thiorphan
CCK8, ocytocine, bradykinine rétrothiorphan, RB-104,
angiotensines | et Il, neurotensine, (SCH32615
THF y2, thymopentine, splénine,
CGRP, IL1?
CD13/APN Enképhalines, tuftsine, fMLP Amastatine, bestatine,
actinonine
BP1/6C3/APA | Angiotensines | et Il, CCK8, IL7 ? Bestatine, amastatine
CD26/DPPIV | Substance P, GHRH, GLP, GIP, Diprotine A et B, DFP
neuropeptide Y, peptide YY X-Boro-Pro dipeptides
ACE Substance P, angiotensine |, Captopril
bradykinine, gastrine,
enképhalines, neurotensine

fMLP: formyl-Met-Leu-Phe; ANF: facteur natriurétique auriculaire; CCK8: cholécystokinine 1-8;
THFy2: facteur thymique humoral y2; CGRP: calcitonin gene related peptide, IL: interleukine,
GHRH: growth hormone releasing hormone,; G/P: gastric inhibitory peptide; GLP: glucagon like

peptide.
m/sn°5, vol. 11, mai 95

été identifiés comme médiateurs de
I'inflammation [12]. F-Met-Leu-Phe
est le facteur chimioattractant princi-
pal produit par les bactéries Gram-
négatives. Ce peptide est rapidement
dégradé par la NEP a la surface des
neutrophiles. Dans la mesure ou des
quantités importantes de facteur chi-
mioattractant produites sur les sites
d’inflammation peuvent induire une
désensibilisation, il a été proposé que
le réle de NEP était de régler la
concentration locale de peptide et
donc de favoriser la chimioattraction.
La substance P est un médiateur puis-
sant de I'inflammation dans les voies
respiratoires et son relargage local
induit la perméabilité vasculaire et la
migration des neutrophiles sur les
sites d’inflammation. La NEP présen-
te a la surface des neutrophiles modu-
le négativement les effets du peptide
sur les modifications morphologiques
et I'adhérence, cette action étant
contrebalancée par un inhibiteur spé-
cifique de NEP, le phosphoramidon
(7]. Plusieurs études ont rapporté que
des peptides opiacés induisaient des
modifications morphologiques et
migratoires et 1’adhérence d’hémo-
cytes d’invertébrés, démontrant que
les enképhalines se comportaient
comme des médiateurs de I'inflam-
mation. Il s’est avéré que ces cellules
produisaient une enzyme indistin-
guable de CDI10 [7]. L’inhibition de
I'activité de I'enzyme se traduit par un
décalage de plusieurs ordres de gran-
deur des concentrations d’enképhali-
ne nécessaires a la médiation de la
réponse inflammatoire.

La mise en évidence de CD10/NEP a
la surface des précurseurs des lym-
phocytes B et de sous-populations
immatures de thymocytes humains
pose le probléme du réle potentiel de
CDIO dans la régulation du dévelop-
pement lymphoide (Tableau III).
Dans deux systémes expérimentaux
distincts, I'un in vitro [13] et 'autre
in vivo, utilisant un modéle de souris
congéniques [14], il a été montré que
I'inhibition de CD10 potentialisait la
maturation des progéniteurs pré-
coces des lymphocytes B; les auteurs
proposaient alors que CD10 régle le
développement des cellules B en
inactivant un peptide qui stimule la
prolifération et la différenciation de
ces cellules. Nous avons récemment
démontré que des thymocytes

humains dégradent la thymopentine —
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[11], un facteur thymique connu pour
induire la maturation de thymocytes
immatures. Il a été également décrit
qu’une autre hormone thymique, le
facteur thymique y2 (THF-y2), impli-
qué dans la potentialisation de cer-
taines fonctions du lymphocyte T
telles que la synthése d’interleukine 2
(IL2), était clivé in wvitro par la NEP
[15]. Par ailleurs, des expériences
d’induction de tumeurs chez des sou-
ris immunodéficientes SCID (severe
combined immunode ficiency), utilisant
des lignées leucémiques humaines de
phénotype pré-B CD10-, ont démon-
tré que l'expression de CDI10 aug-
mentait spécifiquement dans les cel-
lules leucémiques au contact de
certains tissus, notamment dans le
thymus, suggérant que I’enzyme est
induite in vivoau niveau de microen-
vironnements spécifiques, tout par-
ticulierement au contact du stroma
thymique [8]. L’ensemble de ces
résultats suggere fortement que
CDI10 pourrait jouer un réle crucial
dans la régulation de la croissance et
de la différenciation des précurseurs
lymphocytaires normaux et dans la
prolifération de certaines cellules
leucémiques.

Il a été également proposé que CD10
pourrait moduler d’autres réponses
immunitaires. Nos travaux ont mon-
tré que les lymphocytes T de la lignée
leucémique Jurkat produisaient une
molécule CD10 fonctionnelle impli-
quée dans la régulation des réponses
tardives associées a l'activation des
lymphocytes T et notamment a la pro-
duction d’IL2 [16]. Une hypothése
séduisante pour expliquer ces résul-
tats serait que CDI0 participe a la
dégradation d’'un peptide jouant un
role immunosuppresseur ou a la
maturation d’un propeptide en un
peptide immunostimulateur. Ce ou
ces peptides n’a ou n’ont pas été a
I'heure actuelle caractérisé (s).

CD13/APN
(EC 3.4.11.2)

CD13 a été initialement identifié
comme une glycoprotéine de 150 kDa
spécifiquement synthétisée par les cel-
lules de la lignée myélomonocytaire
et les granulocytes [17]. 11 est égale-
ment présent a la surface de certaines
lignées leucémiques, essentiellement
des leucémies myéloides aigués [17].
Les lymphocytes circulants présentent

des activités analogues a celles de
I’APN. Le nombre de lymphocytes
produisant CD13 augmente aprés sti-
mulation par la concanavaline A [18].
Enfin, il a été montré que 50 % des
lymphocytes isolés du fluide synovial
de patients arthritiques expriment le
géne CD13 (Tableau III).

Le clonage de ’ADNc de CD13 a per-
mis de I'identifier a 'aminopeptidase
neutre [3], une métalloaminopepti-
dase préalablement caractérisée au
niveau de la bordure en brosse intes-
tinale et rénale. CD13 est produit
sous la forme d’un homodimeére.
L’analyse de ’ADNc prédit une pro-
téine intégrale de membrane de type
II, comprenant 967 acides aminés et
11 sites potentiels de glycosylation
(fugure 1). Ces résultats sont en accord
avec les études biochimiques décri-
vant que la molécule non glycosylée a
un poids moléculaire de 110 kDa, la
liaison d’oligosaccharides, exclusive-
ment sur des résidus asparagine, ren-
dant compte du poids moléculaire
final. Le domaine extracellulaire
contient la séquence consensus carac-
téristique des métallopeptidases a
zinc (His-Glu-Leu-Ala-His).

CD13 a servi de prototype pour
I'étude des mécanismes de régulation
des peptidases de surface, dépen-
dants des tissus et des lignées. Les tra-
vaux de Shapiro [19] ont permis
d’identifier les séquences promo-
trices responsables de I’expression
spécifique dans les cellules épithé-
liales et myéloides. Celles-ci sont loca-
lisées dans des transcrits distincts, ne
différant que dans la région 5’ non
traduite.

CD13 présente une activité amino-
peptidase neutre. Néanmoins, cette
enzyme est également capable, avec
une moins bonne affinité, de cliver
des résidus basiques ou acides. Il exis-
te d’excellents inhibiteurs de I’APN,
notamment I’amastatine, la bestatine
et I'actinonine (7Tableau II). Sa fonc-
tion principale est de participer a
I’hydrolyse terminale de petits pep-
tides, notamment dans l’'intestin. En
collaboration avec la NEP, elle parti-
cipe a la régulation de la concentra-
tion des enképhalines dans le cer-
veau.

Dans les cellules hématopoiétiques,
CD13 intervient dans la régulation de
la réponse inflammatoire en hydro-
lysant le peptide chimioattractant
F-Met-Leu-Phe a la surface des neu-
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Tableau Ill
DISTRIBUTION ET FONCTIONS DES PRINCIPALES ECTOPEPTIDASES
DU SYSTEME IMMUNITAIRE
Enzyme Distribution Fonctions
CD10/NEP Neutrophiles Régulation négative de la réponse
Progéniteurs B inflammatoire du neutrophile
Thymocytes Régulation négative de la
(immatures) lymphopoiése B dépendante des
Cellules stromales cellules stromales
Leucémies Régulation positive de la
lymphoblastiques production d’IL2 des cellules T de
aigués la lignée Jurkat
Certains lymphomes
de Burkitt et nodulaires
Certains myélomes
CD13/APN Progéniteurs Régulation négative de la réponse
myéloides inflammatoire du neutrophile
Monocytes Régulation de la présentation
Granulocytes antigénique dans les monocytes
Leucémies myéloides
BP1/6C3/APA |Progéniteurs B Régulation négative de la
prolifération dépendante de I'IL7
CD26/DPP Thymocytes mars Molécule accessoire d’activation
IV/THAM (humains) ou du lymphocyte T mr et
immatures (murins) immature
Lymphocytes T Role dans I'adhérence a la matrice
mémoires extracellulaire
Lymphocytes B Corécepteur du VIH?
de la rate
Lymphomes B
et certaines
leucémies
lymphoblastiques B
ACE Lymphocytes T Participation au processus de
Lignées pré-B présentation antigénique dans les
Monocytes lymphocytes T cytotoxiques.

NEP: neutral endopeptidase,; APN: aminopeptidase neutre; APA: aminopeptidase acide,; DPPIV :
dipeptidy! peptidase IV; THAM:thymocyte activation molecule; ACE: angiotensin converting en-

zyme.

trophiles. Son role a la surface des
cellules de la lignée myélomonocytai-
re est encore peu exploré. Il a été
décrit que des anticorps monoclo-
naux dirigés contre CD13 inhibaient
la formation de rosettes induite par
les neutrophiles et le complément,
suggérant un role de cette enzyme
dans I'adhérence cellulaire ou la
transduction de signaux [20]. Par
ailleurs, des études ayant mis en évi-
dence la coproduction de CD13 avec
les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (MHC) de classe
II ont suggéré un role de I’enzyme
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dans le processus de maturation anti-
génique [21].

Deux études récentes ont identifié
CD13 comme le récepteur de deux
coronavirus, des virus a ARN respon-
sables de maladies respiratoires et de
gastroentérites chez I’homme et le
porc (m/s n°7, vol. 8, p. 729). L’infec-
tion de cellules sensibles par deux
souches distinctes, TGEV (transmis-
sible gastroenteritis virus) spécifique du
porc et HCV-229E (human coronavi-
rus) spécifique de I’homme, peut étre
bloquée par une pré-incubation avec
des anticorps monoclonaux dirigés

contre CD13 [22, 23]. Toutefois, il
apparait que le site de liaison du virus
est distinct du site actif et que I'activi-
té enzymatique n’intervient pas dans
la pénétration du virus [24].

BP-1/6C3 /APA
(EC 3.4.11.7)

L’antigéne reconnu par deux anti-
corps monoclonaux distincts, BP1 et
6C3, apparaissait initialement comme
un antigene de différenciation murin,
spécifique de la lignée lymphocytaire
B. En effet, a I'instar de CDI0, cet
antigéne ne semblait présent que sur
les lymphocytes B immatures et cer-
taines cellules épithéliales du cortex
thymique. En dehors des cellules
hématopoiétiques, I’APA est large-
ment distribuée, notamment dans les
cellules épithéliales du tubule proxi-
mal rénal et de I'intestin.

Cette molécule est présente dans les
lymphocytes B sous la forme d’un
homodimére de 140 kDa. Le clonage
de son ADNc prédit une glycoprotéi-
ne de membrane de type II de
989 acides aminés, contenant dans sa
partie extracellulaire le site consen-
sus caractéristique de liaison du zinc
[25] (figure 1). 11 est intéressant de
signaler que BP-1/6C3 a une analo-
gie de 36 % avec CD13/APN.
L’ensemble des études concernant
I'activité enzymatique du marqueur
BP-1/6C3 (spécificité de substrats et
d’inhibiteurs) a démontré qu’il s’agis-
sait de ’APA ou aminopeptidase
acide, une peptidase présentant une
spécificité de clivage pour des pep-
tides possédant un résidu aspartate
ou glutamate en position N-termina-
le. Celle-ci, comme la plupart des
ectopeptidases, a été impliquée dans
la dégradation finale de peptides
dans I'intestin gréle. Elle exerce éga-
lement un rdle important dans la
dégradation de I’angiotensine II en
libérant ’aspartate en position N-ter-
minale, ce qui a pour double effet de
réduire considérablement son activité
biologique et de la rendre fortement
sensible a la dégradation par I'APN
(T ableau II).

Dans le syst¢tme immunitaire, plu-
sieurs études ont proposé un réle de
I’APA dans la régulation du dévelop-
pement précoce du lymphocyte B
murin. Il a é&té démontré, en particu-
lier, que I'interleukine 7, un facteur

de croissance capable de stimuler la m—
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prolifération des précurseurs des cel-
lules B induit une tres forte augmen-
tation de I’expression de la molécule
dans les précurseurs de la moelle
osseuse [26]. En outre, dans ces cel-
lules, I'anticorps BP-1 inhibe I'effet
prolifératif induit par I'interleukine
7. Bien que l'interleukine 7 et son
récepteur possédent un résidu aspar-
tate en position N-terminale, compte
tenu de la spécificité de cette enzyme
pour les peptides de petite taille, il est
improbable que I’APA puisse partici-
per a leur dégradation.

Le clonage récent de ’APA humaine
[27] a démontré qu’elle présentait
78 % d’analogie avec BP-1/6C3. Elle
correspond a un antigeéne de diffé-
renciation rénal, gpl60, une glyco-
protéine exprimée a la surface des
cellules épithéliales du glomérule et
du tubule proximal du néphron. Des
études ultérieures permettront de
déterminer si ’APA est également
impliquée dans la régulation de la
lymphopoiése B chez ’homme.

CD26 /DPP IV
(EC 3.4.14.5)

CD26 est, sans conteste, la peptidase
dont la fonction a été la plus étudiée
au niveau des cellules du systéme
immunitaire (pour revue, voir [28]).
Initialement caractérisée chez I’hom-
me comme un antigéne de différen-
ciation des lymphocytes T, I'’enzyme a
été également identifiée sur certaines
lignées B et myéloides. CD26 est pro-
duit préférentiellement par les thymo-
cytes médullaires [29] et par certaines
sous-populations de lymphocytes T
muars du sang [4]. L’homologue
murin de CD26, THAM (thymocyte
activation molecule) est également un
marqueur des cellules T, préférentiel-
lement présent sur les thymocytes
immatures [30]. Sa distribution tissu-
laire dans les cellules non hémato-
poiétiques est similaire a celle de
I’APN et de 'APA (Tableau III).

CD26 est produit dans le systéme
immunitaire sous la forme d’un
homodimeére de 220 kDa alors qu’il
apparait comme un hétérotrimére
dans les fibroblastes humains et un
homotrimeére dans le placenta. Le
clonage des ADNc codant pour
I’enzyme humaine [31] et murine
[32] a confirmé son identité a la
dipeptidyl peptidase IV [4]. Comme
les trois enzymes décrites précédem-

ment, c’est une glycoprotéine de
membrane de type II, composée de
766 acides aminés, mais, contraire-
ment a elles, il s’agit d’une peptidase
a sérine appartenant a une sous-famil-
le particuliére (figure 1). CD26 est une
dipeptidase qui clive préférentielle-
ment les séquences X-Pro et X-Ala a
I'extrémité N-terminale de peptides.
Ses principaux substrats sont la sub-
stance P et la GHRH (growth hormone
releasing hormone) (Tableau II). La
contribution de CD26 a I’hydrolyse
de peptides au niveau de I'épithélium
intestinal et des tubules proximaux
du rein a pu étre appréciée de facon
précise grace a une lignée de rats
Fisher 344 déficients pour I’activité
DPP IV. Dans le systéme immunitaire,
CD26 a été impliqué dans la dégra-
dation et I'inactivation du TNFa
(33].

La participation de CD26 dans la ré-
gulation de I’activation et de la proli-
fération des lymphocytes T a été dé-
montrée par I'utilisation d’anticorps
monoclonaux et d’inhibiteurs (voir
[28], pour revue). Des études dé-
taillées ont montré que des inhibi-
teurs de I’enzyme bloquaient la proli-
fération de lymphocytes T circulants
induite par I'antigéne ainsi que I'acti-
vation des lymphocytes B dépendante
des lymphocytes T. En outre, les anti-
corps monoclonaux dirigés contre
cette molécule possédent la faculté de
stimuler la prolifération de lympho-
cytes T et de thymocytes induite par
différents stimuli. Des expériences de
transfection ont confirmé que CD26
fonctionne a la fois comme une ecto-
peptidase et un récepteur capable de
transduire des signaux d’activation
(31] (figure 2). En effet, les anticorps
monoclonaux dirigés contre CD26 in-
duisent la phosphorylation sur tyrosi-
ne de nombreuses protéines et en par-
ticulier la chaine { du complexe
CD3/TCR et augmentent I'activité de
la tyrosine kinase p56**, deux événe-
ments précoces essentiels a l'activa-
tion des lymphocytes T. L’association
de CD26 et de CD45, une phosphoty-
rosine phosphatase spécifiquement
exprimée dans les cellules du systéme
immunitaire, a été également rappor-
tée, évoquant la possibilité que le com-
plexe ectopeptidase-tyrosine phos-
phatase soit impliqué dans la
modulation des activités tyrosine ki-
nases déclenchées par les anticorps
anti-CD26. Par ailleurs, des études trés
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récentes ont permis de démontrer
une association physique de CD26
avec I’adénosine désaminase (ADA)
[34], une enzyme dont I’absence d’ex-
pression est liée a un grave déficit im-
munitaire, le syndrome d’immunodé-
ficience combiné séveére (SCID). Ces
observations posent le probléme du
role précis de I'activité protéolytique
dans la médiation des différentes
fonctions exercées par CD26. A ce su-
jet, des expériences de transfection
utilisant une protéine mutée dépour-
vue d’activité semblent indiquer que
I’activité enzymatique joue un roéle
dans la transmission des signaux d’ac-
tivation [35]. Dans le méme ordre
d’idée, une molécule CD26 soluble
est capable d’augmenter la réponse
proliférative T induite par un antige-
ne alors qu’une molécule CD26 inacti-
ve est sans effet [36]. Enfin, la DPPIV
se comporte également comme une
molécule d’adhérence [1, 28] (figu-
re 2). Des études ont montré que CD26
liaitla fibronectine et le collagéne. En
accord avec ces observations, il a été
démontré que le collagéne induisait
I’activation de lymphocytes T humains
CD4". Il semble que le collagéne soit
reconnu par deux domaines distincts
de I’enzyme, le domaine catalytique et
un domaine d’adhérence. Récem-
ment, CD26 a été également impliqué
dans les phénomeénes d’adhérence
cellule-cellule, intervenant notam-
mentdansles interactions cellules en-
dothéliales-cellules tumorales [37].

Des travaux récents ont proposé un
réle pour CD26 dans l'infection par
le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH). D’une part, il appa-
rait que la production de I’enzyme est
fortement diminuée chez les sujets
infectés [38]. D’autre part, CD26
vient d’étre identifié comme un coré-
cepteur du VIH [39]. Le modéle pro-
posé par ces auteurs (m/s n°1, vol. 10,
p.- 117), bien que critiqué [40],
implique la participation d’un cofac-
teur, nommément CD26, qui aurait
pour role de favoriser la pénétration
du virus aprés sa liaison au CD4.
Deux arguments soutiennent cette
hypothése: (1) la transfection de
I'’ADNc de CD26 permet d’augmen-
ter de facon significative I'infectivité
de cellules préalablement transfec-
tées par CD4 ; (2) des inhibiteurs de
la dipeptidyl peptidase IV, tels que
Ileu-Pro-lleu (IPI), bloquent I’entrée
du virus dans les transfectants coex-
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Figure 2. Fonctions potentielles des
ectopeptidases: exemple de CD26.
A. CD26 est une dipeptidase qui clive
préférentiellement les séquences X-
Pro et X-Ala a I'extrémité aminoter-
minale des peptides. Dans le systé-
me immunitaire, CD26 a été impliqué
dans la dégradation et I'inactivation
du TNFo. B. CD26 se comporte aussi
comme une molécule d’adhérence,
se liant a la fibronectine et au colla-
geéne par un domaine distinct de celui
impliqué dans I’activité peptidase.
Cette liaison induit l’activation des
lymphocytes CD4*. CD26 semble
aussi impliqué dans des phéno-
menes d’adhérence cellule-cellule
entre cellules endothéliales et cel-
lules tumorales. C. L’association de
CD26 et de la tyrosine phosphatase
CD45, spécifiquement exprimée dans
les cellules du systéme immunitaire,
évoque la possibilité que le com-
plexe ectopeptidase-tyrosine pho-
shatase module des activités tyrosine
kinases déclenchées par les anticorps
anti-CD26. Enfin, des études récentes
ont montré une association physique
avec I'adénosine désaminase (ADA),
une enzyme dont I’absence d’expres-
sion est liee a un grave déficit immu-
nitaire combiné (SCID).
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primant CD4 et CD26. Toutefois, il
convient de signaler que les doses
d’inhibiteur efficaces pour bloquer
I’entrée du virus sont trés supérieures
a celles nécessaires au blocage de
I'activité de la dipeptidyl peptidase
IV. A ce sujet, et a I'instar de CD13,
des résultats récents indiquent que
'activité peptidasique de CD26 n’est
pas directement impliquée dans le
mécanisme de pénétration virale
(C.Callebaut et A.G. Hovanessian,
résultats non publiés). Enfin, d’autres
travaux indiquent que CD26 est
capable de lier la protéine Tat du
VIH [41], une protéine essentielle a
la transactivation des génes viraux
mais qui a été également impliquée
directement dans le dysfonctionne-
ment de la réponse a I'antigéne des
lymphocytes T de sujets infectés. De
maniére tout a fait intéressante,
I’AcM anti-CD26 Tal est capable de
bloquer I’effet immunosuppresseur
de Tat [42], suggérant que CD26
pourrait représenter le récepteur
capable de relayer les effets de Tat.

Les autres peptidases
exprimées

dans le systeme
immunitaire

Outre les quatre ectopeptidases détail-
lées dans cette synthése, plusieurs
autres activités peptidasiques ont été
mises en évidence dans les cellules du
syst¢me immunitaire. Ainsi, 'ACE
(angiotensin converting enzyme) (EC
3.4.15.1) est-elle exprimée sur les
lignées leucémiques de phénotype
pré-B, les lignées myélomonocytaires
et les lymphocytes T [43] (Tableau
Ill). Cette métallopeptidase posseéde
la propriété d’étre synthétisée chez
les mammiféres sous la forme de
deux isoenzymes, I'une dans les cel-
lules somatiques et comprenant deux
sites catalytiques fonctionnels forte-
ment homologues, I'autre détectée
exclusivement dans les cellules ger-
minales et ne contenant qu'un seul
site catalytique. Ses substrats poten-
tiels dans les cellules hématopoié-
tiques sont la substance P, I'angioten-
sine I et le N-Ac-Ser-Asp-Lys-Pro, un
peptide immunorégulateur sécrété
par la moelle osseuse (Tableau II).
Néanmoins, a I’heure actuelle, aucu-
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ne fonction particuliére dans les cel-
lules du systéme immunitaire ne lui a
été attribuée, a I'exception notoire
d’un roéle dans les processus de pré-
sentation antigénique dans les lym-
phocytes T cytotoxiques [44].

Enfin, il convient de signaler que les
cellules hématopoiétiques produisent
la y-glutamyl transpeptidase, une ecto-
peptidase capable de catalyser des
réactions de transpeptidation [45].

I Conclusions

La mise en évidence récente du réle
exercé par un certain nombre de
peptidases membranaires dans la
régulation de processus aussi variés
que I'activation, la prolifération et la
différenciation des cellules immuni-
taires (progéniteurs, cellules mires
ou leucémiques) est d’un intérét
majeur en biologie et en médecine.
Cet intérét est renforcé par la décou-
verte que des ectopeptidases sont
impliquées comme régulateurs de la
croissance de carcinomes pulmo-
naires ou de lignées leucémiques
humaines, mais également comme
récepteurs de virus pathogénes chez
I’homme et I'animal.

Les geénes codant pour plusieurs de
ces peptidases (CDI10, ACE, CD26,
BP1/6C3) ont été identifiés et I'impor-
tance fonctionnelle de ces enzymes
devrait bientot étre confirmée grace a
I'obtention de souris déficientes pour
la production d’'une (ou plusieurs)
de ces molécules.

Il est certain que dans un proche
avenir et compte tenu de la disponi-
bilité d’inhibiteurs trés spécifiques
(Tableau 1I), les ectopeptidases devien-
dront une cible privilégiée pour le
développement de nouveaux médica-
ments. Il est particuliérement inté-
ressant de noter a ce sujet que des
inhibiteurs de peptidases sont déja
utilisés dans certaines maladies. Des
inhibiteurs mixtes de NEP et de
I’APN ou de NEP et de ’ACE repré-
sentent ainsi de nouvelles classes
d’agents analgésiques et antihyper-
tenseurs actuellement au stade de
I'essai clinique [9] B
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Summary

Structure and function of ectopep-
tidases in the immune system

Cell surface peptidases are widely
distributed ectoenzymes, present
in tissues such as brain, kidney,
small intestine and liver. It has
recently become obvious that cells
of the immune system express
many of the ectopeptidases descri-
bed so far. Several well-known dif-
ferentiation antigens are indeed
identical to lymphoid-cell surface
ectopeptidases. For instance, CD10
is in fact identical to endopeptida-
se 24.11 and CD13 has been pro-
ved to be aminopeptidase N. Acidic
aminopeptidase is. analogous to
both BP-1 antigen, a marker of pre-
B cells and 6C3 antigen, a marker
of thymic cortical epithelial cells.
Moreover, dipeptidylpeptidase IV,
a serine dipeptidase, is identical to
CD26, a T lymphocyte differentia-
tion antigen. All these peptidases
are type II integral membrane pro-
teins sharing many analogous fea-
tures: a large globular extracellular
domain, a unique transmembrane
region and a short intracytoplasmic
sequence. Three of them namely,
CD10, CD13 and BP-1/6C3 belong
to the zinc metallopeptidase fami-
ly, CD26 being a member of the
serine peptidase sub-class. Their
role in non hematopoietic cells has
been extensively studied and is
associated with the degradation of
bioactive peptides at the surface of
the cells where they are expressed.
Recent advances in the structure
and function of these peptidases in
the immune system have led to the
conclusion that they might partici-
pate in processes as various as
inflammatory responses, B cell lym-
phopoiesis, T cell differentiation
and activation and virus infection.
Owing to their implication in many
biological processes, it is tempting
to propose that in the very near
future ectopeptidases of the immu-
ne system will become important
targets for drugs and therapies.
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