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Défaut
d’exocytose des
granules lytiques

Plusieurs causes,
un méme effet

> Une réponse immune exagérée, incontrolée et le

plus souvent fatale, connue sous le nom de syn-
Gaél Ménasché, Mickaél Ménager,

Francoise Le Deist, Alain Fischer,
Geneviéve de Saint Basile

drome hémophagocytaire (SH), est associée a un
défaut de la fonction cytotoxique des lymphocytes
T et natural killer (NK). Les anomalies molécu-
laires responsables, qui sont multiples, mettent
en cause dans la plupart des cas un effecteur
indispensable au fonctionnement de la machinerie
lytique des lymphocytes. L'étude des lymphocytes
cytotoxiques déficients en I’'un ou I'autre de ces
effecteurs apporte des éléments nouveaux quant
a I’agencement des étapes clés de la sécrétion
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que. D’autres effecteurs de la cytotoxicité ou du
controle de I’homéostasie lymphocytaire a I'ori-
gine de SH doivent encore €tre caractérisés. Quant
aux mécanismes précis de 'intervention de cette
voie cytotoxique dans le maintien de I"homéos-
tasie lymphocytaire (terminaison d’une réponse
immune), ils demeurent a élucider. <

La fonction cytotoxique des lymphocytes,
un acteur de ’homéostasie lymphocytaire

Le systeme immunitaire est soumis principalement a
deux types de sollicitations. Celle des antigenes du soi,
d’une part, qui sont exprimés de fagon permanente dans
I'organisme, et pour lesquels le systéme immunitaire
doit en permanence prévenir I"émergence de réponses
auto-immunes. Un défaut de ce contrdle est a I’ori-
gine de maladies auto-immunes. Celle des antigenes
« étrangers », d’autre part, notamment des pathogénes
(virus, bactéries, parasites) qui vont activer, en régle
de fagon aigué et transitoire, le systéme immunitaire.
Un certain nombre de mécanismes sont mis en jeu a
I’issue de la réaction immunitaire pour ramener d un
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téme immunitaire. Chez
I’homme, un de ces mécanismes de controle dépend de
la fonction cytotoxique des lymphocytes, dont le défaut
conduit a un « syndrome hémophagocytaire » (SH) [1].
Au cours du SH, on observe une réponse immune exagérée
et mal controlée, caractérisée par une prolifération et
une activation trés importante des lymphocytes T (surtout
CD8) et des macrophages (Figure 1). Ces lymphocytes T
activés sécrétent des quantités trés importantes d’INFy
qui entrafnent une activation macrophagique, comme en
témoignent les images d’hémophagocytose caractéristi-
ques (Figure 2) et la sécrétion importante de cytokines
pro-inflammatoires (IFNYy, IL6, TNFor) [2]. Lymphocytes
et macrophages activés infiltrent progressivement les
différents organes, entrainant une nécrose tissulaire
massive, une atteinte multiviscérale et le déces des
patients en 'absence de traitement immunosuppresseur.
Seule I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
permet de prévenir les récidives [3]. Limportance de la
fonction cytotoxique des lymphocytes dans ce processus
a été démontrée par I'existence d’une forme héréditaire
de SH, la lymphohistiocytose familiale de type 2 (FHL2),
qui résulte d’un défaut en perforine [4], un composant
essentiel du granule lytique des cellules cytotoxiques qui
induit, en synergie avec les granzymes A et B, la mort des
cellules cibles par apoptose.
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Comment relier fonction cytotoxique
et homéostasie lymphocytaire ?

L'étude chez la souris présentant un déficit en perforine permet d’ap-
procher les mécanismes physiopathologiques a I'origine du SH. Les
souris dont le géne de la perforine a été invalidé (modéle de lympho-
histiocytose de type 2) ne développent pas spontanément de patho-
logie immunitaire, méme lorsqu’elles sont maintenues en élevage non
protégé. Cependant, lorsque ces souris sont infectées par certains
virus comme le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV), elles
développent tous les signes caractéristiques du syndrome hémophago-
cytaire, et meurent trois semaines aprés I'infection, avec une infiltra-
tion tissulaire massive des différents organes par des lymphocytes T et
des macrophages activés [5, 6]. Dans les mémes conditions, les souris
sauvages controlent I'infection. Une étude fine des mécanismes en
cause [6] met en évidence le role essentiel de la population lymphocy-
taire T CD8 et de la sécrétion trés importante d’INFy dans la genése de
ce processus. €n effet, seule la déplétion en lymphocytes CD8 permet
a ces souris déficientes en perforine de survivre apres infection. La
déplétion en lymphocytes T CD4 ou en cellules natural killer n’a pas
d’effet. De méme, parmi les différentes cytokines dont la sécrétion est
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Figure 1. Modélisation de la réponse immune a un virus en situation normale
et au cours du syndrome hémophagocytaire résultant d’un défaut d’activité
cytotoxique des lymphocytes. €n réponse a une infection virale, les lymphocy-
tes spécifiques d’antigeéne subissent une expansion massive, et utilisent leur
fonction cytotoxique et la sécrétion de cytokines telles que I'IFN'Y pour éliminer
efficacement les cellules infectées. Conjointement a la baisse de la quantité
d’antigéne disponible, la plupart des cellules T effectrices meurent, et il ne
persiste que quelques cellules mémoires. Au contraire, un défaut d’activité
cytotoxique dépendante des granules lytiques entraine une expansion tres
importante de la population lymphocytaire effectrice, qui sécrete alors une
trés grande quantité d’INFy. L'INFy active secondairement les macrophages qui
produisent des quantités importantes de cytokines pro-inflammatoires. Lym-
phocytes et macrophages activés envahissent différents organes, conduisant a

une nécrose massive des tissus et des organes.
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augmentée au cours du syndrome hémophagocytaire
(TNFoL, INFy, IL-6, INFOL, IL-18), seule la neutralisation
de I'INFy permet une survie de ces souris.

Les mécanismes précis permettant a cette voie cyto-
toxique de contrdler la réponse immune restent cepen-
dant mal compris. |l est tres probable qu’un des méca-
nismes utilisés est la lyse des cellules présentatrices
d’antigéne (APC) par les cellules T cytotoxiques (CTL)
activées, son défaut favorisant la persistance de I'ac-
tivation lymphocytaire. Plusieurs notions indiquent
cependant que ce mécanisme n’est pas suffisant pour
expliquer la dérégulation immunitaire trés importante
observée dans ce contexte, suggérant que d’autres
mécanismes sont en jeu [6-8]. Un rdle de la voie cyto-
toxique dans I’apoptose des lymphocytes cytotoxiques
n'a pas été pour I'instant clairement démontré. Une
activité cytotoxique exercée en trans permettrait une
fonction fratricide. Cette hypothése s’appuie sur I'ob-
servation faite in vitro de la capacité des lymphocytes
cytotoxiques a capturer des complexe MHC-peptide au
moment du contact avec I’APC, les rendant transitoire-
ment cibles pour d’autres CTL [9-11]. Il est également
possible que cette fonction cytotoxique soit utilisée par
des cellules T régulatrices, dont le défaut fonctionnel
participerait a cette dérégulation homéostatique [12].

CHS, Rab27a et Muncl3-4
désignent des étapes clés
de I’exocytose des granules cytotoxiques

Le défaut de controle de I’homéostasie lymphocy-
taire que représente le SH est observé dans plusieurs
pathologies héréditaires, en association ou non avec

une hypopigmentation. C’est le cas en particulier du
syndrome de Chediak-Higashi (CHS), du syndrome

Figure 2. Image d’hémophagocytose. Macrophage activé ayant
phagocyté in vivo des globules rouges, des plaquettes et un

polynucléaire, processus dénommé « hémophagocytose ».



de Griscelli (GS) ou, encore, des différentes formes
génétiques de lymphohistiocytose familiale (FHL). La
caractérisation des causes moléculaires responsables
de ces pathologies a permis d’identifier de nouveaux
effecteurs impliqués dans le fonctionnement de la
machinerie lytique des lymphocytes T et NK (Figure 3).

Un de ces effecteurs indispensables a la fonction cyto-
toxique est la protéine CHS, dont les anomalies provo-
quent le syndrome de Chediak-Higashi, ou son modele
murin, la souris beige. Un défaut en CHS est associé a
la présence de granules cytotoxiques géants, capables
d’étre transportés vers la synapse immunologique (SI)
au contact de la cellule cible, mais incapables de libé-
rer leur contenu lytique [13]. Bien que I'identification
de cette protéine remonte a une dizaine d’années, sa
fonction précise reste inconnue. Sa trés grande taille
(> 400 kDa) explique en partie la difficulté de son
étude. La présence de grosses granulations de nature
lysosomale résultant d’un défaut en CHS suggere la
participation de cette protéine dans les mécanismes de

fusion ou de fission membranaire entre différents com-

partiments vésiculaires intracellulaires. Une expression

de CHS est détectable dans de nombreux autres tissus :

mélanocytes, fibroblastes, cellules tubulaires rénales,

mais également cellules de Schwann et neurones. Son défaut rend
compte de I"hypopigmentation qui caractérise ce syndrome, et peut-
étre également d’autres défauts fonctionnels, en particulier neurolo-
giques, qui semblent apparaitre au cours du temps [14].

Un deuxieme effecteur clé de la machinerie lytique est la GTPase
Rab27a, un membre de la famille des protéines Rab impliquée dans
le transport vésiculaire. Son défaut est responsable du syndrome de
Griscelli de type 2. Nous avons pu montrer que les lymphocytes cyto-
toxiques déficients en Rab27a étaient incapables de libérer le contenu
de leurs granules lytiques, en raison, probablement, d’un défaut dans
le transport terminal ou I'arrimage de ces granules a la membrane
plasmique du lymphocyte, au niveau du contact cellulaire avec la cel-
lule cible [15]. Comme celle de la protéine CHS, I’expression de Rab27a
n’est pas restreinte aux lymphocytes. Au niveau des mélanocytes de
la peau, Rab27a dirige le transport des mélanosomes contenant le
pigment en périphérie de la cellule, et son déficit rend compte de I’hy-
popigmentation qui caractérise le syndrome de Griscelli
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[16]. Dans un certain nombre de tissus, comme dans le
w systéme nerveux, la fonction de Rab27a semble pouvoir
étre compensée par celle d’une isoforme trés proche,
Rab27b. Cela permet d’expliquer que I'expression de la
pathologie soit essentiellement immunitaire et méla-
nocytaire.

De plus, I'observation de certains patients présentant
I"anomalie pigmentaire caractéristique du syndrome
de Griscelli, sans pour autant développer un syndrome
hémophagocytaire, nous a permis de mettre en évi-
dence la responsabilité d’effecteurs de la protéine
Rab?27a, dans ces formes phénotypiquement différentes
du syndrome de Griscelli (types 1 et 3). Des anomalies
de la mélanophiline [17], I’effecteur de Rab27a dans
le mélanocyte, ou de son partenaire la myosine Va
[18], observées chez les patients ayant un syndrome de

Figure 3. Distribution des granules cytotoxiques dans des CTL contréles, et
dans des CTL de patients présentants différents défauts génétiques liés a une
anomalie de la fonction cytotoxique. A. Distribution des granules cytotoxiques
(spheres vertes) sur le réseau de microtubules (lignes) dans des cellules T
cytotoxiques (CTL) non conjuguées (a gauche). Aprés reconnaissance d’une
cellule présentatrice d’antigéne par une CTL et formation d’un conjugué entre
les deux cellules (au milieu), les granules cytotoxiques se déplacent le long
des microtubules vers le centre organisateur de microtubules (MTOC, en bleu),
et polarisent avec lui vers le point de contact cellulaire ou se forme la synapse
immunologique (SI). La sécrétion du contenu des granules induit I"apoptose de
la cellule cible (& droite). B. Représentation des différents défauts cytotoxi-
ques dans les CTL de patients présentant une mutation de Rab27a, de CHS/LYST,
de Muncl3-4 ou de la syntaxine 11, et conjugués avec une cellule cible. 'exis-
tence d’un défaut cytotoxique associé a une anomalie de la syntaxine 11 doit

encore étre démontrée.
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Griscelli de type 3 et 1, respectivement, affectent I’in-
teraction de ces protéines entre elles. Elles conduisent
a un méme défaut de transport des mélanosomes en
périphérie des mélanocytes vers les kératinocytes adja-
cents, et donc & une hypopigmentation de la peau.

Lidentification d’une des causes moléculaires a I'origine
de la lymphobhistiocytose familiale de type 3 (FHL3) nous a
permis de caractériser un troisieme effecteur de cette voie
d’exocytose des granules lytiques, la protéine Muncl3-4
[19]. La fonction de Muncl3-4 est indispensable aux granu-
les lytiques arrimés au niveau de la synapse immunologique
pour leur permettre de fusionner avec la membrane plasmi-
que, et ainsi libérer leur contenu lytique. Muncl3-4 joue un
role de facteur d’'amorgage de la fusion membranaire, une
fonction trés proche de celle décrite au niveau de la synapse
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neurologique pour d’autres membres de la famille Muncl3,
qui semblent indispensables a I’exocytose des vésicules
synaptiques contenant les neurotransmetteurs [20].
Récemment, une autre forme héréditaire du SH, la lym-
phohistiocytose familiale de type 4 (FHL4), a été associée a un défaut
moléculaire de la syntaxine 11 [21]. Cette protéine appartient a la famille
des SNARE (soluble N-ethyl-maleimide-sensitive factor attachment pro-

- Amorgage Fusion des
- fmage membranes
Transport 3 e
polarisé
\ i L]
N~ l & 4 @.
Rab27a
Granul
cy@ue
=~ Arrimage Amorgage
/ —_— et fusion
Transport Rab27a des membranes

polarisé
(A
CTL T
Effecteur
de Rab27a

Cellule
cible

n

= ? W)
Munc13-4]

Figure 4. Modélisation du réle des protéines Rab et Muncl3 dans [’exocytose régu-
lée au niveau de la synapse neurologique (SN) et de la synapse immunologique
(s1). A. A la synapse neurologique, Rab3 est recrutée au niveau de la membrane
de la vésicule présynaptique et participe a son transport jusqu’a la zone active
de la synapse. Rab3 interagit alors avec son effecteur, RIM1 (Rab3-interacting
molecule 1), prépositioné avec Muncl3-1 au niveau de la membrane plasmique,
permettant ainsi I'arrimage des vésicules a la membrane présynaptique. La fusion
est déclenchée par I’action concertée de SNARE (soluble N-ethyl-maleimide-sen-
sitive factor attachment protein receptors) et de Muncl3-1. Les protéines SNARE,
présentes sur chacun des partenaires de fusion, forment des ponts protéiques
qui rapprochent les membranes en cours de fusion, une réaction déclenchée par
Muncl3-1. Apres la fusion membranaire, les SNARE retrouvent leur état initial,
avec I'aide d’autres effecteurs, pour constituer le cycle des SNARE. De méme,
Rab3 se détache de la membrane vésiculaire pour effectuer un nouveau cycle
(cycle des Rab). B. Au niveau de la synapse immunologique, Rab27a semble
recrutée au niveau de la vésicule cytotoxique et, en interagissant avec un (des)
effecteur(s) non encore identifié(s), permettrait le transport et I’arrimage de
vésicules a la SI. Cest par I'intermédiaire de ce transport vésiculaire que Munc13-
4 atteint la SI nouvellement formée au point de contact entre CTL et cellule cible.
Muncl3-4 est impliqué dans I’étape d’amorcage de la fusion des vésicules, étape
qui suit 'arrimage et précede la fusion a proprement parler des vésicules avec la
membrane plasmique. Les membres de la famille SNARE impliqués a cette étape

au niveau de la Sl doivent encore étre identifiés.
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tein receptors), qui régulent la fusion membranaire entre les
différents compartiments intracellulaires. Contrairement a tous
les autres défauts moléculaires identifiés responsables d’un
SH héréditaire, la syntaxine 11 pourrait ne pas étre impliquée
directement dans I'activité cytotoxique des lymphocytes T. Cette
protéine semble d’ailleurs plus volontiers exprimée dans les cel-
lules myéloides que lymphoides. Son expression dans les cellules
présentatrices d’antigéne pourrait lui permettre de participer
indirectement a la fonction cytotoxique, par le biais du contact
entre cellule présentatrice d’antigene et cellule T cytotoxique. Il
est également possible que la syntaxine 11 régule I’lhoméostasie
lymphocytaire par un mécanisme autre, révélé par cette patho-
logie immunitaire héréditaire, qu’il reste a caractériser.

Des mécanismes d’exocytose communs
a la synapse immunologique
et a la synapse neurologique

U'analogie entre les mécanismes qui régulent I'exocytose des
vésicules d la synapse immunologique (SI) et ceux utilisés au
niveau de la synapse neurologique (SN) mérite d’étre soulignée
(Figure 44). Il faut remarquer que les contraintes fonctionnelles
de ces deux types de synapses sont proches. Il s’agit dans les
deux cas de rendre disponible rapidement, de fagon transitoire,
en un lieu précis et uniquement en ce lieu (au contact d’une
«cible fonctionnelle»), le contenu actif de quelques vésicules
parmi un large pool de vésicules en attente. Dans les deux situa-
tions, la sécrétion est régulée par un signal d’activation et doit
pouvoir étre répétée par une méme cellule avec la méme effi-
cacité. Ce sont des protéines Rab, en particulier Rab3 au niveau
de la SN et Rab27 au niveau de la SI qui, recrutées au niveau de
la membrane vésiculaire, assurent le transport des vésicules a la
synapse. A la SN, Rab3 interagit avec des partenaires spécifiques
(comme RIM1, Rab3-interacting molecule 1) et des facteurs
d’arrimage déja présents au niveau de la zone active de la mem-
brane présynaptique [22], assurant une localisation trés précise
des vésicules synaptiques au site de sécrétion. Les vésicules
arrimées sont ensuite rendues compétentes pour la fusion au
cours d’une étape d’amorcage dépendante d’'un membre de la
famille Muncl3. Muncl3-1 au niveau de la SN favorise I'ouver-
ture conformationnelle de la syntaxine 1 et la formation en
trans d’un complexe tripartite entre les protéines SNARE ancrées
sur les vésicules (v-SNARE), et celles présentes au niveau de la
membrane présynaptique (t-SNARE) [23, 24] (Figure 44). La
formation de ce complexe permet le rapprochement des deux
membranes, puis la fusion, dépendante du calcium, des bicou-
ches lipidiques. €n agissant sur le quantum de vésicules prétes
a excréter leur contenu en réponse a I'influx calcique, Muncl3-1
participe également a la plasticité neuronale [20].

I’étude du mécanisme conduisant a I’exocytose des granules
cytotoxiques au niveau de la Sl laisse entrevoir une séquence
d’événements similaire: la stimulation des lymphocytes cyto-



toxiques, par reconnaissance de I'antigene que leur présente
la cellule cible, induit la polarisation du centre organisateur
des microtubules (MTOC), de I'appareil de Golgi et des granules
cytotoxiques vers la zone de contact membranaire entre cellule
cytotoxique et cellule présentatrice d’antigéne [10]. Clest au
cours de cette activation que Rab27a serait recrutée sur les
granules cytotoxiques polarisés (Figure 4B). Le transport et I'ar-
rimage des granules cytotoxiques a la Sl fait intervenir un effec-
teur de Rab27a encore inconnu. De méme, par analogie avec les
mécanismes décrits au niveau de la SN, Muncl3-4 devrait agir
au niveau de la SI, en aval de Rab27a, pour préparer la phase de
fusion membranaire du granule avec la membrane plasmique, en
interagissant avec un membre de la famille des SNARE. Linte-
raction entre Muncl3-4 et Rab27a récemment mise en évidence
[25] pourrait également étre impliquée dans cette étape. Enfin,
une caractéristique essentielle de la SI est sa nature transitoire,
et surtout sa localisation éminemment labile qui dépend du lieu
de contact avec la cellule cible, une différence notable avec
la SN. C’est peut-étre pour s’adapter a cette variabilité que
Muncl3-4 n’est pas prélocalisée au niveau de la membrane plas-
mique, comme I'est Muncl3-1, mais est transportée par le biais
du trafic vésiculaire vers le site de sécrétion formé de novo.

Conclusions et perspectives

La sécrétion des granules lytiques des lymphocytes est une
fonction essentielle du systéme immunitaire, en raison de sa
participation a la défense de I'organisme contre des cellules
tumorales ou infectées, mais également dans la régulation de la
réponse immune. D’autres effecteurs de cette voie cytotoxique
devraient étre a Iorigine de SH non encore caractérisés sur le
plan moléculaire. Inversement, la caractérisation moléculaire
de SH non associés a un défaut cytotoxique devrait révéler
d’autre(s) voie(s) de contrdle de 'homéostasie lymphocytaire.
Les mécanismes régulateurs précis mis en ceuvre restent impar-
faitement compris. Cependant, I'importance de la sécrétion exa-
gérée d’IFNY dans le processus du SH incite a tenter de cibler les
effecteurs de cette molécule dans le traitement des SH. €nfin, la
compréhension des mécanismes physiopathologiques a 'origine
des SH héréditaires devrait aider a mieux appréhender les méca-
nismes pouvant conduirent au développement d’un syndrome
hémophagocytaire acquis, tel qu’il peut étre observé au cours de
certaines infections virales comme I'infection par le virus €ps-
tein-Barr ou, comme cela a trés récemment été proposé, par le
virus influenza responsable de la grippe aviaire [26, 27]. ¢

SUMMARY

Defect in lytic granule exocytosis :

several causes, a same effect

An in vivo disturbance of lymphocyte homeostasis occurs during
the course of the hemophagocytic syndrome (HS). HS is a severe

M/S n° 8-9, vol. 22, aolit-septembre 2006

and often fatal syndrome resulting from potent and uncontrolled activation and
proliferation of T-lymphocytes, mainly polyclonal CD8 lymphocytes, leading to
excessive macrophage activation, high level of proinflammatory cytokine pro-
duction and multiple deleterious effects. The onset of HS characterizes several
inherited disorders in humans. In most of these conditions, the molecular
defect impairs the granule-dependent cytotoxic activity of lymphocytes, thus
highlighting the determinant role of this function in driving back the immune
system to a state of equilibrium following infection. Several lines of evidence
suggest that an increase in the expansion phase rather than a decrease in the
contraction phase of the CD8" T cells population characterizes the HS. Failure
to kill antigen presenting cells through a transaction mechanism of cytotoxic
cells should favor a sustained response, although the mechanism may be
more complex than simple decrease of antigen load. Defect in the granule
dependent cytotoxic function of lymphocytes result from perforin mutation in
familial hemophagocytic lymphohistiocytosis type 2, from Munc13-4 (UNC13D)
mutation in familial hemophagocytic lymphohistiocytosis type 3, from Rab27a
mutation in Griscelli syndrome type 2, and from CHS/LYST mutation in Chediak-
Higashi syndrome. The characterization of the molecular causes leading to
these conditions identified Rab27a and Muncl3-4 as two critical effectors
of the exocytic machinery, required for the terminal transport/docking or
priming of the cytotoxic granules, respectively. Different members of the Rab
and Muncl3 family of proteins are also used in neurotransmitter release at the
neurological synapse, highlighting the similarity of the mechanisms regulating
both secretory pathways. Future investigations regarding HS will continue to
elucidate this exocytic pathway machinery and improve our understanding of
how it finely regulates the immune response, an area that is likely to be useful
for therapeutic intervention. ¢
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