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> Les cellules cytotoxiques jouent un rôle
primordial dans l’élimination des cel-
lules tumorales ou infectées par un virus.
En quelques minutes, un lymphocyte T
cytotoxique qui reconnaît, par son
récepteur spécifique, l’antigène viral
que lui présente une cellule infectée,
réorganise son cytosquelette et dirige le
centre organisateur de microtubules
(MTOC), l’appareil de Golgi et les gra-
nules cytotoxiques vers cette cellule
cible. Les granules cytotoxiques, qui
contiennent la perforine et des pro-
téases spécialisées dans la lyse cellu-
laire - les granzymes - fusionnent avec la
membrane plasmique du lymphocyte au
niveau de la zone de contact appelée
«synapse immunologique» et libèrent
leur contenu dans un espace formé tran-
sitoirement entre les deux cellules
(Figure1). Ces protéines lytiques subis-
sent alors un processus d’endocytose par
la cellule cible et les granzymes sont
transportés vers le noyau où ils provo-
quent l’apoptose de la cellule. Cette
propriété, extrêmement efficace, permet
à une cellule cytotoxique de tuer succes-
sivement, en quelques minutes, plusieurs
cellules cibles [1].
Or cette voie effectrice de la cytotoxi-
cité contrôle également l’homéostasie
lymphocytaire chez l’homme [2, 3], et
son dysfonctionnement entraîne un «syn-
drome hémophagocytaire» souvent fatal,
caractérisé par une prolifération de lym-
phocytes T de phénotype CD8+, et une
activation macrophagique. Ces cellules
activées infiltrent les différents organes,
y sécrètent de grandes quantités de cyto-

kines pro-inflammatoires,
et entraînent leur des-
truction. Des images d’hémophagocytose
(macrophages activés ayant phagocytés
des cellules hématopoïétiques) sont
observées.
Ainsi, l’apparition d’un syndrome hémo-
phagocytaire résulte d’une anomalie du

gène Rab27a codant pour une petite pro-
téine G qui est indispensable à l’exocy-
tose des granules cytotoxiques chez les
patients atteints du syndrome de

Griscelli du type 2 [4].
Une anomalie du gène
CHS/LYST, qui induit une
augmentation de la taille
et un défaut d’excrétion
des granules cyto-
toxiques, peut provoquer
également un syndrome

hémophagocytaire chez les patients pré-
sentant un syndrome de Chédiak-Higashi
[5, 6]. Rab27a et CHS/LYST sont égale-
ment nécessaires au transfert au niveau
de l’épiderme, du pigment des mélano-
cytes vers les kératinocytes adjacents,
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Figure 1. Schéma illustrant l’étape de la voie d’excrétion des granules cytotoxiques, ciblée par
Munc13-4. Un lymphocyte T CD8 cytotoxique qui reconnaît par son récepteur T (TCR) l’antigène
présenté par la molécule HLA (HLA/Ag) d’une cellule cible, forme transitoirement une synapse
immunologique avec cette cellule. Après ce contact cellulaire, les granules cytotoxiques qui
contiennent la perforine et les granzymes se dirigent le long des microtubules vers la cellule
présentatrice d’antigène. Ils atteignent la membrane plasmique du lymphocyte et s’y arriment
après une dernière étape de transport qui requiert Rab27a. Munc13-4 est ensuite nécessaire
pour conférer aux granules cytotoxiques la capacité de fusionner avec la membrane plasmique,
permettant ainsi la libération de leur contenu dans la fente synaptique. Ce contenu sera
endocyté par la cellule cible et entraînera sa lyse. Un défaut en perforine conduit à la
lymphohistiocytose de type 2 (FHL2), un défaut en Rab27a, au syndrome de Griscelli de type 2
(GS2) et un défaut en Munc13-4 à la lymphohistiocytose de type 3 (FHL3). MTOC: centre
organisateur des microtubules.

74282 135-158  06/02/04  11:33  Page 144



expliquant l’albinisme partiel qui
accompagne ces maladies
(➜). L’apparition d’un
syndrome hémophagocy-
taire est la seule expres-
sion phénotypique d’une
troisième affection héréditaire de trans-
mission autosomique récessive, connue
sous le nom de lymphohistiocytose fami-
liale (LHF), dans laquelle nous avons
montré précédemment que 30% des
patients (groupe FHL2) présentent des
mutations du gène de la perforine [7, 8].

Implication d’un nouvel effecteur,
hMunc13-4, dans
la lymphohistiocytose familiale
L’analyse exhaustive de l’activité cyto-
toxique des lymphocytes de tous les
patients présentant une LHF, et chez les-
quels une anomalie du gène de la perfo-
rine avait été exclue, nous a permis
d’identifier un sous-groupe de patients
(FHL3), présentant un défaut d’activité
cytotoxique sévère des lymphocytes T et
des cellules de l’immunité innée (natural
killer), indépendant de la perforine. Une
forte liaison génétique entre la ségréga-
tion de la maladie dans ces familles et
une région génétique en 17q25 a été mise
en évidence. La recherche de gènes can-
didats nouvellement identifiés dans les
bases de données du génome humain a
permis de repérer dans cette région la
présence de l’orthologue humain du gène
Munc13-4 du rat. Six anomalies diffé-
rentes de ce gène ont été identifiées chez
ces patients, qui toutes entraînent une
altération de la protéine hMunc13-4,
principalement des délétions de la partie
carboxy-terminale de la protéine. La
restauration de l’activité cytotoxique
des lymphocytes de patients dans les-
quels l’expression d’une forme fonction-
nelle de hMunc13-4 avait été induite
prouvait la relation de cause à effet
entre l’altération de la protéine et le
phénotype clinique [9].

Expression et fonction de hMunc13-4
Aucune fonction de Munc13-4 n’avait été
identifiée chez le rat. La similitude d’ar-

chitecture des domaines de Munc13-4 et
de ceux des protéines de la famille
Munc13/Unc13 explique que Munc13-4 a
été inclus dans cette famille [10]. Les
protéines Munc13 sont exclusivement ou
très majoritairement exprimées dans le
cerveau, et un rôle important de ces pro-
téines dans la sécrétion du contenu des
vésicules synaptiques neuronales a été
postulé [11, 12]. Or hMunc13-4 n’est pas
exprimé dans le cerveau mais de façon
prédominante dans les cellules hémato-
poïétiques ainsi que dans d’autres tis-
sus, comme l’épithélium pulmonaire et le
placenta.
Nos études nous ont permis de démon-
trer que le mécanisme d’excrétion des
granules cytotoxiques au niveau de la
synapse immunologique est comparable
à celui des vésicules synaptiques au
niveau de la synapse neurologique.
HMunc13-4 est un effecteur indispen-
sable à la sécrétion «contrôlée» des
protéines lytiques stockées dans des
granules préformés, mais elle n’inter-
vient pas dans la voie de sécrétion
«constitutive» des cytokines (dont l’in-
terféron γ) utilisée par les lymphocytes.
HMunc13-4 agit à une étape tardive de
la voie de sécrétion, puisque son
absence dans les lymphocytes de
patients n’affecte ni la polarisation du
MTOC, de l’appareil de Golgi ou des gra-
nules cytotoxiques, ni l’arrimage des
granules lytiques à la membrane plas-
mique au niveau de la synapse immuno-
logique. HMunc13-4 agit donc en aval de
Rab27a qui est nécessaire à cette der-
nière étape du transport des granules
polarisés vers la membrane plasmique
(Figure 1). En utilisant une forme fluo-
rescente de hMunc13-4 nous avons mon-
tré que cette protéine polarise avec les
granules cytotoxiques et se localise au
niveau de la synapse immunologique, et
qu’en son absence, aucune image de
fusion ou d’excrétion des granules cyto-
toxiques au niveau de la synapse immu-
nologique n’est observée. HMunc13-4
confère aux vésicules un état de «com-
pétence» indispensable pour amorcer
l’étape de fusion membranaire qui pré-

cède l’excrétion du contenu des gra-
nules. Il y a donc une grande similitude
des mécanismes d’excrétion des gra-
nules cytotoxiques au niveau de la
synapse immunologique et des vésicules
synaptiques au niveau de la synapse
neurologique. Dans ces deux situations,
il existe une étape décisive entre l’asso-
ciation des vésicules à la membrane
plasmique et la fusion membranaire,
sous le contrôle des isoformes de Munc13
(Munc13-1,2,3 dans le cerveau, Munc13-
4 dans les lymphocytes). Au niveau de la
synapse neurologique, les isoformes de
Munc13 contrôlent également le nombre
de vésicules qui acquièrent cette com-
pétence parmi celles qui sont pré-locali-
sées au niveau de la membrane [14],
participant ainsi à la plasticité synap-
tique. Dans les lymphocytes, la localisa-
tion des granules cytotoxiques à la
membrane plasmique n’a lieu qu’après la
formation de la synapse immunologique
[1]. Il reste à déterminer si Munc13-4
exerce également un rôle dans la sélec-
tion d’un quantum de granules excrétés
à chaque contact du lymphocyte avec
une cellule cible, conférant aux lympho-
cytes cytotoxiques cette fonction de
«tueur en série».
On peut s’étonner qu’aucune différence
phénotypique n’existe entre les patients
présentant des anomalies génétiques de
hMunc13-4 ou de la perforine, l’expres-
sion de hMunc13-4 n’étant pas restreinte
aux cellules hématopoïétiques, contrai-
rement à la seconde. Il est possible que
les conséquences du défaut d’excrétion
dans les autres tissus ne soient pas suffi-
samment sévères pour s’exprimer, ou
qu’elles y soient masquées par un méca-
nisme redondant d’excrétion «contrôlée»
des vésicules.
Munc13-4 est le quatrième effecteur
(mais peut-être pas le dernier) identifié
dans la voie de sécrétion des granules
cytotoxiques, dont l’anomalie conduit
au dérèglement de la réponse lymphocy-
taire TCD8+ telle qu’on l’observe au cours
du syndrome hémophagocytaire. Ces
travaux illustrent à nouveau la puissance
de l’étude systématique d’un ensemble
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de maladies héréditaires dans la carac-
térisation de grandes voies physiolo-
giques. D’un point de vue médical, la
caractérisation moléculaire de cette
nouvelle forme de LHF permettra de
mieux distinguer, face à un cas familial
unique, les formes héréditaires des
formes acquises de syndrome hémopha-
gocytaire. Le conseil génétique et l’atti-
tude thérapeutique pourront être ainsi
adaptés. ◊
Munc13-4 is essential
for cytolytic granule fusion
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Du rythme
dans le foie en régénération
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> L’hypothèse d’une influence de l’horloge
circadienne sur le cycle cellulaire reste
controversée depuis de nombreuses
années en dépit de nombreuses observa-
tions en faveur d’un tel lien. Ainsi, chez
certaines algues unicellulaires et cyano-
bactéries, les cellules ne peuvent se divi-
ser que pendant une fenêtre de temps au
cours du cycle de 24h [1]. Chez la souris,

la destruction de l’horloge circadienne
centrale située dans les noyaux supra-
chiasmatiques de l’hypothalamus accé-
lère la croissance de tumeurs implantées
et la mutation du gène de l’horloge Per2
augmente la fréquence de tumeurs spon-
tanées ou induites par irradiation [2, 3].
Enfin, chez l’homme, des variations circa-
diennes de l’expression de protéines du

cycle cellulaire ont été décrites dans
l’épithélium intestinal et la peau [4].
L’équipe d’Hitoshi Okamura à l’Université
de Kobe (Japon) vient d’apporter un élé-
ment décisif en faveur de ce lien en
démontrant que, lors de la régénération
hépatique, l’horloge circadienne contrôle
l’expression de gènes du cycle cellulaire
et finalement la mitose  [5].
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