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RESUME

Les mécanismes contrdlant les défenses de |'organisme sont
complexes et partiellement inconnus. La dérégulation d’un de
ces mécanismes caractérise le syndrome hémophagocytaire
(SH). Les SH sont caractérisés par une lymphoprolifération
polyclonale des lymphocytes T CD8 non régulée, souvent
fatale pour le patient. Les formes héréditaires de ce syndrome
ainsi que les formes acquises peuvent étre induites par des
virus ou d’autres agents infectieux. Des mutations affectant
les génes codants pour la perforine (PRF1, FHL2), Munc13-4
(UNCI13D, FHL3), et syntaxin 11 (STX11, FHL4) ont été associ-
ées a des formes de Lymphohistiocytose Familiale (LHF), alors
que des mutations dans RAB27A et LYST caractérisent le syn-
drome de Griscelli type 2 et le syndrome de Chediak-Higashi,
respectivement. Dans pratiqguement toutes les pathologies
génétiquement caractérisées qui évoluent vers I"apparition
d’un SH, un effecteur de la voie cytotoxique des lymphocytes
T dépendante des granules est mis en cause. Pour permettre
la rémission de cette inflammation non contrélée, le traite-
ment des SH consiste en la neutralisation de |'agent infectieux
associé & un fraitement immunosuppresseur. Seule une trans-
plantation de cellules souches hématopoiétiques allogénique
permet de guérir durablement les cas héréditaires de SH.

*Auteur correspondant: Geneviéve de Saint Basile

U768, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM),
Hopital Necker Enfants Malades

149 rue de Sévres, 75015, Paris, France

Tel: 33 1 44 49 50 80

Fax: 33 1 42 73 06 40

Courriel: genevieve.de-saint-basile@inserm.fr

Fax: 33 491 38 46 76

SUMMAR

Both the innate and adaptive immune responses use tightly
regulated control systems, the complexity of which begins to
emerge. The deregulation of one of these mechanisms char-
acterizes the hemophagocytic syndrome (SH), which manifests
as an uncontrolled expansion of polyclonal T lymphocytes
and macrophage activation. SH are potentially fatal immune
disorders characterized by hypercytokinemia and cell infiltra-
tion of organs leading to the clinical and laboratory features
of SH. Viral infections and other triggers can induce both
inherited and acquired forms of HLH. Disease-causing muta-
tions in the genes encoding perforin (PRF1, FHL2), Munc13-4
(UNC13D, FHL3), and syntaxin 11 (STXT1, FHL4) have been
previously identified in Familial Hemophagocytic Lympho-
histiocytosis (FHL), whereas mutation in RAB27A and LYST
account for Griscelli syndome type 2 and Chediak-Higashi
syndrome, respectively. All these genes encode proteins
involved in the cytotoxic activity of lymphocytes. The inability
of activated cytotoxic cells to clear antigen-presenting targets
results in sustained immune stimulation, likely accounting for
the unremitting polyclonal CD8 T-cell activation and hyper-
immune reaction which characterizes FHL. Treatment of HLH
consists of elimination of the trigger and immunosuppressive
treatment in order to induce remission from the uncontrolled
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inflammation. Allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation is indicated in the inherited forms of HLH.

PHYSIOPATHOLOGIE DU SYNDROME HEMOPHAGOCYTAIRE OU
SYNDROME D'ACTIVATION MACROPHAGIQUE

En réponse & une infection, I'immunité innée et adaptative
s’activent et agissent de concert pour lutter contre cefte infec-
tion, I"éliminer et générer des cellules mémoires. Les infec-
tions virales induisent une expansion massive polyclonale des
lymphocytes cytotoxiques capables de tuer les cellules cibles
infectées par le virus et produisent de grandes quantités de
cytokines comme l'interféron gamma (IFN-g). LIFN-g con-
tribue au contréle de la réplication virale et est nécessaire &
I"activation macrophagique secondaire. La fin de la réponse
immune est caractérisée par une phase de contraction des
cellules effectrices avec le maintien d’un trés petit nombre
de cellules T mémoires (Menasche et al., 2005). Dans le
cas d’un syndrome hemophagocytaire (SH), on observe une
dérégulation de I’homéostasie lymphocytaire qui se traduit
par une activation lymphocytaire et macrophagique incon-
trolée potentiellement fatale. Cette dérégulation est associée
& des anomalies moléculaires touchant des effecteurs indis-
pensables au fonctionnement de la machinerie cytotoxique
des lymphocytes. Plusieurs mutants naturels ont ainsi pu étre
identifiés et ont permis |'identification des différentes étapes
clés de la voie de sécrétion des granules cytotoxiques, comme
I"activation cellulaire, le transport, la polarisation des gran-
ules cytotoxiques, leur arrimage et leur fusion au niveau de la
membrane plasmique, et le déversement de leur contenu au
niveau de la synapse immunologique conduisant & la mort de
la cellule cible (Lieberman, 2003; Stinchcombe et al., 2006).

I_’expression d’un syndrome hémophagocytaire (SH)
également appelé syndrome d’activation macrophag-
ique (SAM) n’est pas différente au cours des syndromes dit
primitifs comme la lymphohistiocytose familiale (LHF), le syn-
drome de Chediak-Higashi (CHS) ou le syndrome de Griscelli
(GS). De méme, ce syndrome hémophagocytaire présente
des caractéristiques similaires, qu’il soit observé en associa-
tion avec une infection virale, une maladie autoimmune ou
maligne (syndromes acquis). Lapparition d’un syndrome
hémophagocytaire d’origine héréditaire semble fréquem-
ment déclenchée par une infection, en particulier par un virus
du groupe herpés ou par un microorganisme & développe-
ment intracellulaire. Dans sa forme la plus typique (Henter et
Elinder, 1991), (tableau 1), le syndrome hémophagocytaire
se caractérise cliniquement par une figvre prolongée et une
hépatosplénomégalie. Des signes neurologiques peuvent
venir compliquer et, parfois méme, dominer le tableau cli-
nique. Ces signes sont plus ou moins sévéres, allant d’une
simple irritabilité, une hypo- ou une hypertonie, & une ataxie,
une hémiplégie ou méme un coma. Sur le plan biologique,

Manifestations Cl

fievre élevée pancytopénie

hépatosplenomegalie fibrinopénie

troubles neurologiques hypertriglyceridémie

hyponatrémie

hémophagocytose

ableau 1 Signes cliniques et biologiques du syndrome Hémophagocytaire

on retrouve une pancytopénie, le plus souvent une anémie
et une thrombopénie, et des troubles de la fonction hépa-
tiqgue avec élévation des transaminases, hyperbilirubinémie,
hypofibrinogénémie, hypertriglycéridémie et hyponatrémie. |l
existe également une augmentation importante des cytokines
pro-inflammatoires dans le plasma: le tumor necrosis factor-
a (TNFa) et I'INF-g, en particulier. Ces signes sont le reflet
d’une réponse immune exagérée et mal contrélée (Figure 1).

Activite cytotoxigme normale Defaut d’activité cytotxigue

m Physiopathologie du syndrome hémophagocytaire associé a un défaut d’activité
cytotoxique. Il est probable que la reconnaissance de la cellule présentatrice par le
lymphocyte spécifique ne differe pas entre les individus avec (A) une activité cytotoxique
normale et (B) déficiente. (C+D) L'activation du lymphocyte spécifique entraine un relargage
de cytokines et un recrutement d’autres lymphocytes. (E) Seuls les lymphocytes avec une
activité cytotoxique normale sont capables d’induire I'apoptose de la cellule infectée ou
présentatrice d’antigéne. (G) La fin de la réponse immune est définie par une phase de
contraction des cellules effectrices et le maintien de quelques cellules T mémoires. (F)
Il est probable que la persistance de cellules présentatrices d’antigene maintienne une
activation des lymphocytes effecteurs de la réponse immune dans le cas d’'un défaut
d’activité cytotoxique. (H) Cette hyper-activation conduit a un syndrome hémophagocytaire.
Image d’hémophagocytose : un macrophage ayant phagocyté des globules rouges, des
plaquettes et un granulocyte dans un prélévement de moelle osseuse (agrandissement : x
1000, coloration: May-Gruenwald-Giemsa).
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On retrouve en effet, sur le plan immunologique, une prolif-
ération polyclonale de lymphocytes T activés, essentiellement
de phénotype CD8+, qui infiltrent les organes lymphoides
secondaires puis progressivement d’autres organes y compris
le systtme nerveux central. Ces lymphocytes T expriment des
marqueurs d’activation (CD25, et molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il). Des mac-
rophages activés secrétant en grande quantité des cytokines
proinflammatoires participent également & cet infiltrat et
sont capables d’hémophagocytose (Figure TH), notamment
dans la moelle osseuse. Une rémission spontanée est rare-
ment observée, en particulier dans les formes héréditaires.
Au contraire, 'infiltration cellulaire conduit & une nécrose
tissulaire massive, une atteinte multi-viscérale et au décés
du patient en I'absence de traitement. 'emploi conjugué de
la corticothérapie, et de la Cyclosporine A (CsA) permet en
général 'obtention d’une rémission du syndrome dans sa
forme acquise. Cependant chez les patients atteints de formes
héréditaires, ce traitement peut s’avérer inefficace et néces-
site |’adjonction d’une chimiothérapie par le VP-16 ou d'un
traitement immunosuppresseur par des immunoglobulines
anti-thymocytaire (ATG).

‘injection infrathécale de méthotrexate permet de mieux

traiter |'éventuelle atteinte cérébrale. Cependant, ces
traitements contraignants s’avérent parfois inefficaces et con-
trolent difficilement les rechutes. Seule 'allogreffe de cel-
lules souches hématopoiétiques permet de guérir durable-
ment le déficit immunitaire héréditaire sous-jacent (Fischer
et al., 1986; Henter et Elinder, 1991; Jabado et al., 1997;
Pachlopnik Schmid et al., 2009b) .

PLUSIEURS CAUSES MOLECULAIRES A L'ORIGINE DU SH OBSERVE
DANS LA LYMPHOHISTIOCYTOSE FAMILIALE:

La lymphohistiocytose familiale se caractérise par I'apparition
d’un syndrome hémophagocytaire isolé, transmis selon un
mode autosomique récessif (Farquhar et Claireaux, 1952).
La fréquence de la maladie est estimée & un cas sur 50 000
naissances. Dans cette affection, le syndrome hémophago-
cytaire survient dans la majorité des cas aprés un intervalle
libre suivant la naissance de quelques mois ou plus rarement
quelques années. Parfois cependant, le début des manifesta-
tions survient quelques heures seulement aprés la naissance.
Il existe une étroite corrélation entre la précocité et la grav-
ité de la maladie (Voskoboinik et al., 2006). Il n'existe pas
de signes biologiques de la maladie avant I'apparition du
syndrome hémophagocytaire, & |'exception d'un défaut de
I"activité cytotoxique des lymphocytes T et des cellules Natural
Killer (NK)(Henter et Elinder, 1991) retrouvé chez la plupart
des patients.

Les études de liaison génétique qui ont été menées au cours
de ces derniéres années ont révélé une grande hétérogénéité
génétique pour cette maladie (Tableau2) (pour revue,

consulter |'article de (de Saint Basile et Fischer, 2001).

n premier locus de la maladie nommé FHL de type 1

(FHL1) est situé sur le chromosome 9921-g22.3, locus
dont I"association semble restreinte & un groupe de familles
pakistanaises. Le géne associé & ce locus reste inconnu.

U n deuxiéme locus nommé FHL de type 2 (FHL2) a été
identifié sur le chromosome 10 en 10g921-g22. Le
géne de la perforine (PRF1), constitué de 3 exons avec les
exons 2 et 3 codant pour une protéine de 555 acides aminés,
localisé dans cetfte région génétique, a été montré étre la
cause moléculaire de la FHL2 (Stepp et al., 1999) (Figure 2).
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m Causes moléculaires des syndromes hémophagocytaires associés a un défaut
d’activité cytotoxique des lymphocytes. Défauts moléculaires responsables de syndromes
hémophagocytaires héréditaires impliqués dans les différentes étapes de I'exocytose des
granules cytotoxiques vers la cellule cible. RE : reticulum endoplasmic.

La perforine est contenue dans le méme compartiment intra-
cellulaire que les granzymes, les granules cytotoxiques des
cellules tueuses. Perforine et granzymes sont des effecteurs
d’un méme mécanisme de mort qui est utilisé par la cellule
cytotoxique, dés qu’elle identifie une cellule constituant une
menace pour |'organisme, qu’elle soit étrangére, infectée ou
tumorale. Au contact entre la cellule cytotoxique (lymphocyte
cytotoxique ou cellule NK) et sa cellule cible, le contenu des
granules cytotoxiques est déversé dans un espace inter-
membranaire formé transitoirement entre les deux cellules.
La perforine s’ancre dans la membrane de la cellule cible
en fixant le calcium, se polymérise puis semble étre endo-
cytée en méme temps que les granzymes dans la cellule cible,
déclenchant I"apoptose de la cellule cible. Ce mécanisme
de cytotoxicité qui utilise la sécrétion des granules lytiques
joue un réle important dans I'immunité antivirale (Edwards
et al., 1999). Des mutations dans le géne de la perforine
sont retrouvées chez environ 30% des sujets présentant une
LHF, et environ une cinquantaine de mutations différentes ont
maintenant été identifiées dans le géne. Les mutations non-
sens, comme les mutations faux sens, conduisent, dans la trés
grande majorité des cas, & une expression indétectable de
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Etape d'intervention Syndrome Protéine
dans la cytotoxicité des

lymphocytes

Activation cellulaire XLP 1 SH2DIA  SAP
Regulation de I'apoptose  XLP 2 XIAP XIAP
Polarisation des granules ~ HSP 2 AP3B1 AP3B1
cytotoxiques

Arrimage des granules au GS 2 Rab27a  Rab27a
niveau de la membrane

plasmique

Amorcage de la fusion des  FHL 3 UNC13D Muncl3-4
granules cytotoxiques

Exocytose CHS LYST LYST
Fusion avec la membrane  FHL 4 Syntaxin  Syntaxin
plasmique 11 11
Induction de la mort FHL 2 PRF Perforin

cellulaire

ableau 2 Pathologies associées a un syndrome hémophagocytaire
*AR: transmission autosomique récessive, X-L: transmission liée au chromosome X.

la perforine dans des granules cytotoxiques, et & un défaut
sévére de |'activité cytotoxique dépendante de |'excrétion des
granules. Si I'expression du syndrome hémophagocytaire ne
différe pas entre les sujets présentant une mutation non-sens
et les sujets présentant une mutation faux sens, le début de
la maladie est souvent plus précoce (avant 2 mois) chez les
premiers. 'effet de certaines mutations du géne de la per-
forine, comme la substitution Ala91Val tout d’abord consid-
érée comme un polymorphisme du géne compte tenu de
sa fréquence dans la population générale, reste un sujet de
débat (Clementi et al., 2005; Voskoboinik et al., 2005). Cette
mutation semble affecter la stabilité de la protéine et donc
son activité cytotoxique d’environ 50%, et en association avec
une mutation délétére sur 'autre alléle, pourrait prédisposer
I'individu au développement d’une forme tardive de LHF2 ou
de lymphomes. Limplication du géne de la perforine dans la
LHF2 a permis de metire en évidence le réle déterminant de
cefte voie de cytotoxicité dans le maintien de I’homéostasie
du systéme immunitaire chez I"homme.

U n troisiéme locus de la LHF (FHL3) a pu étre identifié
sur le chromosome 17 en 17925 chez les patients
présentant un défaut d’activité cytotoxique sans anomalie
de la perforine. Dans cette région, le géne UNC13D codant
pour un membre de la famille Munc13, Munc13-4, a été
identifié comme responsable de cette troisiéme forme de LHF
(Feldmann et al., 2003). Le ggne UNC13D contient 32 exons
et code pour un transcrit de 4,5 kb traduit en une protéine
de 123 kDa. Les protéines Munc 13, chez I'homme, constitu-
ent une famille de 4 molécules partageant des homologies
avec les protéines Unc13 de C. Elegans qui jouent un réle
central dans I'exocytose des vésicules neuronales (Brose et al.,

www.rmgh.org

Activité
cytotoxique

Fonction Transmission*

Protéine adaptatrice XL +/-
Inhibiteur d’apoptose XL 4
Tri des protéines AR -
Transport et arrimage des AR -
granules

Amorcage des granules AR -

Tri des protéines /Fusion/ AR -
Fission membranaire

Fusion? AR +/ -
Formation de pores dans AR -

les cellules cibles

2000). La plus part des mutations de Munc13-4 identifiées &
ce jour, prédisent une protéine tronquée prématurément. Ces
mutations sont associées & un défaut sévére de |’ activité cyto-
toxique des lymphocytes, comparable & celui observé avec un
défaut en perforine (Figure 2). Quelques mutations faux sens
ont également été décrites, souvent associées & des formes
un peu plus tardives, et & une activité cytotoxique a la limite
de la normale ((Santoro et al., 2006) et Geneviéve de Saint
Basile communication personnelle). Il n’existe pas de dif-
férence phénotypique entre les patients présentant un défaut
en perforine ef ceux présentant un défaut en Munc13-4. Pour-
tant, contrairement & I"expression de la perforine, I’expression
de Munc13-4 n'est pas restreinte aux cellules cytotoxiques.
Munc13-4 est exprimé dans toutes les cellules hématopoié-
tiques, ainsi que dans d’autres tissus comme le poumon ou
le placenta. Létude de la fonction de Munc13-4 dans les
lymphocytes a permis de démontrer que cette protéine avait
un réle déterminant & une étape terminale d’amorcage de
la sécrétion des granules cytotoxiques appelé “priming”. Ces
protéines sont nécessaires pour rendre compétents les gran-
ules arrimés & la membrane plasmique pour fusionner avec
cette derniére (Betz et al., 1997; Varoqueaux et al., 2002).
Cette étape d’amorcage de la fusion membranaire permet la
formation d’un complexe tripartite de protéines SNARE (Sol-
uble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachement protein
REceptors) ancrées d’une part aux vésicules et d'autres part
& la membrane plasmique (Chen et Scheller, 2001). Cette
étape permet ainsi le rapprochement des membranes plas-
miques et vésiculaires, puis la fusion des bicouches lipidiques
et le déversement du contenu des granules vers la cellule
cible (Figure 2). Le réle joué par Munc 13-4 dans I'activité

A Nehme et al., Rev Med Genet Hum, 1:34-44
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cytotoxique dépendante de la voie de sécrétion des gran-
ules cytotoxiques a été¢ démontré par la restauration de cette
activité lytique défectueuse dans les cellules de patients aprés
surexpression de la forme sauvage de Munc13-4 (Feldmann
et al., 2003). Munc13-4 agit lors d'une étape tardive de
I"exocytose des granules cytotoxiques puisque son absence
dans les cellules de patients n'affecte ni la polarisation des
granules cytotoxiques, ni leur arrimage & la membrane plas-
mique au niveau de la Synapse Immunologique (S). Par con-
séquent, Munc 13-4 tout comme Munc 13-1 & la synapse
neurologique, semble requis pour I'amorcage de la fusion et
I"exocytose des granules cytotoxiques arrimés & la membrane
plasmique au niveau de la Sl (Feldman et al 2003). Mun13-4
joue également un réle plus précocement dans la cellule
cytotoxique, dans la formation d’un petit contingent de vési-
cules endosomales, dites «d’éxocytose », qui apportent aux
granules lytiques avec lesquels elles polarisent puis fusion-
nent, les effecteurs de leur exocytose au niveau de la SI. Cette
maturation tardive des granules cytotoxiques, aprés que la
cellules cytotoxiques a reconnu l'antigéne présenté par la
cellule présentatrice, permet probablement de réguler avec
précision la quantité de granules cytotoxiques qui secréteront
leur contenu au niveau de la SI (Menager et al., 2007). Ce
mécanisme pourrait rendre compte de la fonction cytotoxique
itérative de ces cellules souvent dénommées « serial killer ».
Une anomalie de Munc13-4 est retrouvée chez environ 1/3
des patients présentant une LHF3.

lus récemment, un quatriéme locus a pu étre identifié sur

le chromosome 6 : FHL4 en 6g24, associé & des muta-
tions du géne STX11, codant la syntaxine 11 (zur Stadt et al.,
2005). Le géne STX11 estformé de 2 exons, seul le deuxiéme
codant une protéine de 287 kDa (zur Stadt et al., 2005). Les
différentes mutations dans la syntaxine 11 ont principalement
été identifiées dans des familles d’origine Turque. Toutes ces
mutations conduisent & une absence de la protéine, ou & une
protéine tronquée précocement. La syntaxine 11 est une pro-
téine de la famille des SNAREs. La formation des complexes
SNARE régule la fusion membranaire entre différents com-
partiments cellulaires et avec la membrane plasmique (Figure
2). La sytanxine 11 apparait comme un bon candidat pour
réguler le processus d’exocytose des granules cytotoxiques au
niveau des synapses immunologiques. Son réle précis reste
cependant inconnu, et des études concernant son expression,
sa localisation ou son implication dans les mécanismes de
cytotoxicité ne sont pas toujours concordantes. La syntaxine
11 est bien exprimée dans le tissus hématopoiétiques, en
particulier dans les cellules myéloides (Prekeris et al., 2000)
les lymphocytes NK et TCD8+, alors qu’elle est peu détect-
able dans la population lymphoide T CD4+ (Bryceson et
al., 2007; zur Stadt et al., 2005). Un défaut de syntaxine
11 est associé & un défaut d’activité cytotoxique détectable
au niveau des cellules Natural Killer et qui se corrige en

présence d’interleukine 2 (IL-2). Le défaut cytotoxique des
lymphocytes T déficients en syntaxine 11 n’est pas mis claire-
ment en évidence. Or d’aprés les études réalisées chez les
souris déficientes en perforine, ce sont les cellules T CD8+
présentant un défaut cytotoxique qui apparaissent critiques
dans le déclenchement du syndrome hemophagocytaire et
non les cellules NK. I est possible que, dans le cas d’un
défaut en syntaxine 11, un défaut T existe, mais que les tests
in vitro d’étude de I'activité cytotoxique T aprés leur culture
en présence d’IL2 ne soient pas représentatifs des événe-
ments in vivo contrélés par la syntaxine 11. Une deuxiéme
hypothése serait que la syntaxine 11 ne jouerait pas un réle
uniquement au niveau de la voie de sécrétion des granules
cytotoxiques, mais agirait également par son expression et sa
fonction au niveau d’autres types cellulaires comme la cellule
présentatrice d’antigéne pour déclencher une lymphoprolif-
eration. Une étude récente réalisée sur les monocytes de
patients déficients en syntaxine 11, suggére que la syntaxine
11 pourrait contréler négativement la phagocytose des cel-
lules cibles apoptotiques et des globules rouges opsonisés,
son défaut pouvant alors participer & une éventuelle activité
exagérée des macrophages (Zhang et al., 2008). existence
d’autres mécanismes, non encore identifiés, dans les cellules
cytotoxiques pourraient également influer sur le déclenche-
ment d'un syndrome hemophagocytaire.

nviron 1/4 des cas de LHF reste non expliqué sur le plan

moléculaire. L'étude de I'activité cytotoxique des lym-
phocytes de ces patients montre que, chez certains patients,
il existe une activité cytotoxique normale des lymphocytes
alors que, chez d’autres, cette activité est partiellement ou
totalement effondrée. Il est donc probable qu’a nouveau,
différentes causes moléculaires, qui restent & caractériser,
rendent compte de cette différence fonctionnelle. D'autres
effecteurs de la cytotoxicité devraient étre impliqués dans
certaines de ces formes.

ARITION D'UN SH DANS LE SYNDROME DE GRISCELLI
LTE D'UN DEFAUT DE TRANSPORT DES GRANULES CYTOTOX
|QUES PAR ANOMALIE DE LA PROTEINE Rab27a

Le syndrome de Griscelli est une pathologie rare, transmise
selon un mode autosomique récessif. Les patients atteints de
ce syndrome présentent une hypopigmentation de la peau
et des cheveux trés caractéristique, avec macroscopiquement
des reflets gris argentés des cheveux et microscopiquement
la présence d’agrégats de pigment dans la gaine du cheveu.
Chez la plupart de ces patients, cette hypo-pigmentation
caractéristique est associée & |"apparition d’un syndrome
hémophagocytaire, également appelé « phase accélérée
de la maladie », qui résulte d’un défaut cytotoxique des
lymphocytes et des cellules NK (Griscelli et al., 1978). Le
syndrome de Griscelli a ét¢ localisé sur le chromosome 15
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ﬁﬁm Expression phénotypique et défauts moléculaires associés aux trois formes du syndrome de Griscelli (GS).
Les mutations des génes codants pour les protéines Myo5a, Rab27a ou la Mélanophiline sont responsables des défauts
pigmentaires dont souffrent les patients atteints du syndrome de Griscelli. La formation d’un complexe hétérotrimerique
permet le transport des melanosomes le long des fibres d’actine. Lexpression phénotypique des différentes formes
génétiques suppose que le transport des organelles au niveau des melanocytes, des neurones, et des cellules T cytotoxiques

utilisent divers effecteurs associés a Rab27a et Myo5a. Certains effecteurs restent a identifier.

(15g21-g22). Le géne RAB27A, localisé dans cette région et
codant pour un membre des petites protéines GTPase, a été
montré responsable de cette forme immunitaire de la pathol-
ogie (Menasche et al., 2000). Le g&ne RAB27A, comporte 7
exons et code pour une protéine de 221 acides aminés ayant
un poids moléculaire de 25 kDa (Tolmachova et al., 1999).
Cette protéine est largement distribuée, bien qu’absente au
niveau du cerveau. Comme pour le défaut en Munc 13-4,
I"activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ et des cellules
NK est défectueuse malgré la présence des protéines lytiques
(Menasche et al., 2000) La plupart des mutations identifiées
sont des délétions intragéniques ou des mutations non-sens
qui prédisent une protéine absente ou tronquée de sa partie
C-terminale, nécessaire & sa fonction. La protéine Rab27a
appartient & la famille des protéines Rab impliquées dans le
transport vésiculaire intracellulaire, ici sur la voie de sécrétion
régulée des granules cytotoxiques. Rab27a agit en amont de
Munc13-4, et semble indispensable au transport terminal
des granules cytotoxiques jusqu’a leur lieu de sécrétion au
niveau de la membrane plasmique du lymphocyte (Figure
2). Les études de microscopie électronique réalisées dans
des lymphocytes T déficients pour Rab27a, montrent en effet
que ces cellules peuvent former des conjugués avec les cel-
lules cibles et peuvent polariser leur machinerie de sécrétion.

Cependant, les granules cytotoxiques polarisés sont incapa-
bles de s’arrimer au niveau de la membrane plasmique de
la synapse immunologique (SI) (Menasche et al., 2000). Pour
permettre I'arrimage des granules cytotoxiques matures au
niveau de la SI, Rab27a interagit avec plusieurs effecteurs,
entre autres des protéines appartenant & la famille des pro-
téines « synaptotagmin-like » (Menasche et al., 2008). Un
défaut de la protéine Rab27a définit le syndrome de Griscelli
de type 2.

Dans de rares cas, I'hypo-pigmentation caractéristique du
syndrome de Griscelli peut également étre observée en asso-
ciation & des troubles neurologiques précoces et sévéres,
avec ataxie et retard psychomoteur majeur en dehors de tout
contexte de syndrome hémophagocytaire. Cette autre forme
du syndrome de Griscelli (de type 1) résulte d’une mutation
du géne codant pour la myosine 5a (MYO5A), également
localisé en 15g21-22 (Pastural et al., 1997) (Figure 3). La
myosine 5a est un moteur moléculaire capable de déplacer
des vésicules et leur contenu le long des filaments d’actine
vers leur lieu de déchargement. Comme la protéine Rab27aq,
la myosine 5a participe aux phases terminales du transport
des mélanosomes dans les mélanocytes. Par contre, elle
n’est pas nécessaire & la sécrétion du contenu des granules
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cytotoxiques (Menasche et al., 2000).

Récemmenf, ceftte méme hypo-pigmenation a pu étre
rapportée, mais observée de facon isolée, chez des
patient présentant une anomalie du géne codant pour la
mélanophiline (MLPH), protéine exclusivement exprimée dans
le mélanocyte, définissant le syndrome de Griscelli de type 3
(Menasche et al., 2003) (Figure 3). Les études fonctionnelles,
réalisées en particulier dans les trois modéles murins

du syndrome de Griscelli, ont mis en évidence la nécessité
de la formation d’un complexe tri-partite Rab27a-mélano-
philine-myosineVa, nécessaire au transport des mélanosomes
le long des filaments d’actine, en périphérie des mélanocytes,
permettant le transfert du pigment aux kératinocytes adja-
cents. Un défaut de I'une ou I'autre de ces protéines conduit
au méme phénotype pigmentaire. Par contre, Rab27a est
lo seule de ces trois protéines, dont la fonction est néces-
saire au transport des granules lytiques et donc & la fonc-
tion cytotoxique des lymphocytes T et des cellules NK. Parmi
les patients présentant un syndrome de Griscelli, seuls les
patients ayant une anomalie de Rab27a développent un syn-
drome hémophagocytaire, confirmant le lien direct existant
entre fonction cytotoxique et expression d’un syndrome
hémophagocytaire.

UN DEFAUT DU TRAFIC INTRACELLULAIRE DES PROTEINES LYT
|QUES A L'ORIGINE DU SH OBSERVE DANS LE SYNDROME DE

Le syndrome de Chediak-Higashi est une affection rare,
héritée selon un mode autosomique récessif, qui associe un
albinisme oculo-cutané partiel et un défaut de I’activité cyto-
toxique des lymphocytes T et des cellules natural killer. La prin-
cipale complication du CHS est |'appariation d’un syndrome
hémophagocytaire, souvent au cours de la premiére décen-
nie. Le diagnostic du CHS est facilité par I'étude de I'aspect
microscopique des cheveux qui met en évidence la présence
d’agrégats de pigment. Le signe pathognomonique de la
maladie est la présence de granulations intracytoplasmiques
géantes dans la plupart des cellules de I'organisme (Stinch-
combe et al., 2000). Ces granules proviennent de la fusion
de granules normalement présents dans ces types cellulaires.
Des mutations du géne CHS/LYST codant pour la protéine
CHS/LYST (Lysosomal trafficking regulator) sont responsables
du syndrome de Chediak-Higashi (Nagle et al., 1996). Le
géne couvre 13,5kb et code une séquence peptidique de
3801 acides aminés. Phénotypiquement trés proche du syn-
drome de Griscelli de type 2, ces deux syndromes peuvent
cependant étre distingués sans ambiguité par I'aspect dif-
férent des amas de pigment dans la gaine du cheveu, beau-
coup plus fins dans le cas du CHS, et par la présence des
granulations géantes intracytoplasmiques observée unique-
ment dans le CHS, impliquant en particulier les granules

lytiques et les mélanosomes. Les sujets qui atteignent I"dge
adulte, avec ou sans complications liées aux conséquences
du syndrome hémophagocytaire, présentent souvent des
troubles neurologiques, & titre de retard mental, de déclin
intellectuel progressif et/ou de neuropathie périphérique. Il
reste & déterminer si ces manifestations neurologiques sont
primitives ou la conséquence d’une infiltration cérébrale
liée & un épisode de syndrome hémophagocytaire passé
inapercu. Des troubles neurologiques progressifs avec une
ataxie et des signes de neuropathie périphérique ont été rap-
portés récemment chez plusieurs patients atteint de syndrome
de Chediak-Higashi, vingt ans aprés avoir recu une greffe de
moélle osseuse (Tardieu et al., 2005) suggérant un réle direct
de la protéine CHS/LYST au niveau du systéme nerveux. Les
mécanismes moléculaires qui sous-tendent le défaut observé
ne sont toujours pas bien compris, en dépit de nombreuses
études. CHS/LYST pourrait participer & |'adressage de pro-
téines lysosomales et aux échanges de membranes entre
compartiments intracellulaires. Par ce biais, un défaut de
CHS/LYST entrainerait un défaut d’adressage de certaines
protéines lysosomales vers une voie de transport « alterna-
tive », et un élargissement des compartiments lysosomaux, qui
seraient incapables d’assurer normalement leur activité de
sécrétion. Dans les cellules cytotoxiques, les énormes gran-
ules cytotoxiques observés semblent capables de se déplacer
sur le réseau de microtubules et donc de polariser vers la
synapse immunologique, mais ils ne peuvent pas libérer leur
contenu (Barrat et al., 1999; Stinchcombe et al., 2000). Ainsi,
chez les patients, le défaut de libération de la mélanine de ces
structures mélanosomales géantes est & I'origine du défaut de
pigmentation, et le défaut d’adressage des protéines lytiques
des lymphocytes T et des cellules NK, qui sont stockées dans
des granules géants, souvent uniques dans chaque cellule,
explique le défaut d’activité cytotoxique observé dans cette
pathologie. Comme dans le cas de la lymphohistiocytose
familiale et du syndrome de Griscelli, le défaut de CHS/
LYST entraine un défaut fonctionnel de cette méme voie de
cytotoxicité qui dépend des granules cytotoxiques (Figure 2).
Mais contrairement aux autres SH, un défaut fonctionnel au
niveau du systéme nerveux semble également apparaitre au

cours du tfemps.
ON DES GRANULES CYTOTOXIQUES EST
DROME DE HERMANSKY-PUDLAK DE TYPE II

Un groupe de maladies génétiques, le syndrome de Her-
mansky-Pudlak (HPS), associe un albinisme partiel (hypopig-
mentation de la peau, des cheveux et des yeux) avec des
troubles de la coagulation et une susceptibilité aux infec-
tions bactériennes. Ces signes cliniques sont associés &
une absence de granules denses dans les plaquettes, & une
réduction du nombre des mélanocytes, et & une neutropénie
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constitutive (Huizing et Gahl, 2002) Des mutations touchant
7 génes chez I’homme, et 16 chez la souris, ont été décrites
dans le cadre de HPS. Tous ces génes codent pour des pro-
téines nécessaires pour le tri et I'adressage des protéines au
niveau des voies d’exocytose/endocytose et plus particuliére-
ment pour le tri des protéines vers les lysosomes (Badolato et
Parolini, 2007). Un cas rare de HPS type Il a été associé & un
défaut d’activité cytotoxique. HPS2 est causé par une muta-
tion du géne codant la sous-unité b de la protéine adaptatrice
lysosomale AP3 (Adaptor-related Protein complex 3). Dans
les lymphocytes T, I'absence de cette molécule entraine une
mauvaise localisation des protéines lysosomales et un pro-
bléme de polarisation des granules cytotoxiques, qui pourrait
&tre & |'origine du défaut d’activité cytotoxique observé, a été
décrit chez un patient, méme quand le centre organisateur
de microtubules (MTOC) se trouve normalement polarisé au
niveau de la synapse immunologique (Clark et al., 2003;
Enders et al., 2006). Ainsi, le complexe AP3 pourrait étre
nécessaire & |'adressage d'une protéine non encore identifiée
et requise pour le mouvement des granules cytotoxiques vers
les extrémités négatives des microtubules, et donc vers la Sl
(Stinchcombe et Griffiths, 2007) Bien que le défaut d’AP3b
soit associé & un défaut de cytotoxicité lymphocytaire, les
patients HPS2 ne développent pas en principe de SH, un
phénomeéne qui reste encore non compris. Un seul cas de
SH a été rapporté chez un sujet qui présentait une mutation
homozygote de AP3b associée & une mutation hétérozygote
de Rab27a (Enders et al., 2006). Est-ce que cette mutation
de Rab27a a pu avoir chez ce patient un effet additionnel sur
le défaut AP3b permettant alors I"apparition d’un SH reste
une question posée.

VATION DES LYMPHOCYTES EST A L'ORIGINE DU

Le syndrome de Purtilo, également appelé syndrome lym-
phoprolifératif li¢ & I'X, est une immunodéficience primaire
rare de fransmission liée au chromosome X, principalement
caractérisée par une sensibilité et une réponse inappropriée &
I"infection par le virus Epstein-Barr (EBV). Dans 60% des cas,
les patients souffrent d’'une mononucléose infectieuse sévére
qui est fréquemment associée & un syndrome hémophago-
cytaire similaire & celui observé dans les formes héréditaires
causées par des défauts des fonctions cytotoxiques des lym-
phocytes CD8+ et des cellules NK (Latour et Veillette, 2004;
Nichols et al., 2005). Les patients ont un risque accru de
développer des lymphomes, et présentent souvent une hypo-
gammaglobulinémie qui peut-&tre présente avant méme le
syndrome hémophagocytaire.

ien que I'EBV semble étre le facteur déclenchant du syn-
drome hémophagocytaire dans pratiquement tous les
cas, d’autres agents infectieux pourraient étre & 'origine des

manifestations du syndrome de Purtilo. Ce syndrome est lié
& une mutation du géne SH2D 1A codant pour une protéine
de signalisation SAP (SLAM-associeted protein) de 17kDa
majoritairement exprimée par les lymphocytes T, NK, et les
NKT (Natural killer Lymphocytes). SAP est une protéine adap-
tatrice qui régule les fonctions des récepteurs de la famille
SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) comme
2B4 et NTB-A par sa capacité & promouvoir le recrutement
et I'activation de protéines tyrosine kinase telle que FynT, et
donc de participer & la signalisation intracellulaire de cellules
immunitaires (Chen et al., 2004) Au niveau des lymphocytes T
CD8+ et des cellules NK, I'engagement de 2B4 sur ces cel-
lules active la cytotoxicité granules-dépendante. 'absence de
SAP, dans ces cellules, conduit & une inhibition de la cytotox-
icité via le récepteur 2B4 qui normalement stimule I'activité
lytique de ces cellules envers les cellules infectées par I'EBV
et notamment les cellules B (Moretta et al., 2001; Parolini
et al., 2000).

lus récemment, une autre forme de XLP, également asso-

ciée & I'EBV a été moléculairement caractérisée chez
des patients ayant une mutation dans le géne XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis), qui, comme son nom lindique,
appartient & la famille des protéines inhibitrices de I’apoptose
(Rigaud et al., 2006). Cette forme de XLP déclenche un syn-
drome hémophagocytaire, mais aucun défaut cytotoxique
des cellules NK dépendante de 2B4 n’est détecté. Par contre,
les observations montrent que les patients avec un défaut
SAP ou XIAP partagent, outre leur susceptibilité & I'EBY, une
absence de cellules NKT (Nichols et al., 2005). Ainsi, SAP et
XIAP seraient requis pour le développement des cellules NKT
et ces cellules joueraient un réle particuliérement important
dans la réponse immunitaire dirigée contre |'EBV et peut-étre
aussi au niveau du contréle de I"homéostasie lymphocytaire
aprés infection & I'EBV (Fischer et al., 2007).

RO ENTIEL DE L'A OTOXIQUE D PHO
DA ONTROLE DE LA REPO

Uexistence de ces différentes anomalies moléculaires com-
binant défaut d’activité cytotoxique et apparition d’un syn-
drome hémophagocytaire atfteste du lien direct entre cyto-
toxicité et contréle de I"homéostasie lymphocytaire bien que
la relation entre les deux ne soit pas totalement comprise &
I"heure actuelle. Par quels mécanismes cette voie cytotoxique
contréle-t-elle I'homéostasie lymphocytaire 2 Les différentes
données, déduites en particulier de I’étude du modéle murin
perf-/- ou sap-/- met en évidence le réle de cette cytotoxicité
dans le rétrocontréle de la réponse immune au cours d'une
infection virale (Crotty et al., 2006; Jabado et al., 1997;
Matloubian et al., 1999). Ces études montrent |'importance
de l'activité cytotoxique dépendante des granules Iytiques
sur le contrdle de la prolifération lymphocytaire avec un réle
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m Démarche diagnostique devant un cas pédiatrique suspect de syndrome hémohagocytaire primitif. Une étude microscopique des cheveux du patient permet d’orienter vers
un syndrome de Chediak-Higashi (CHS) ou de Griscelli (GS). La présence de granulations intracytoplasmiques géantes permet de confirmer le diagnostic de CHS alors qu’une mutation du
geéne Rab27a confirme le diagnostic de GS associé a un SH. En I'absence d'anomalie pigmentaire des cheveux, le diagnostic de lymphohistiocytose familiale (LHF) sera orienté par I'étude
de I'expression de la perforine dans les lymphocytes du patient, la ségrégation des marqueurs polymorphiques liés aux différents loci dans les familles consanguines, le séquengage ciblé
des différents genes connus comme responsables de cette affection (perforine, Munc13-4 et syntaxin 11), et I'étude de la dégranulation du contenu des granules cytotoxiques. Un défaut
de dégranulation in vitro des cellules T et NK caractérise une anomalie de Munc 13-4, alors que seul un défaut de dégranulation des cellules NK est mis en évidence avec une anomalies de
STX11 en utilisant les tests standards. Cette dégranulation est déficiente dans les cellules T et NK dans le cas d’une mutation du géne Munc13-4, et déficiente uniquement dans les cellules
NK dans le cas d'une mutation de la STX11 avec les tests in vitro actuellement utilisés,. L'expression d’un SH faisant suite a une infection par I'EBV chez un jeune gargon orientera en priorité

vers un syndrome de Purtilo mais n’élimine pas le diagnostic de LHF.

essentiel des lymphocytes TCD8+ et de la sécrétion impor-
tante d’IFN-y dans la genése du syndrome hémophago-
cytaire & travers un défaut de lyse des cellules présentatrices
d’antigéne (Jordan et al., 2004). Ainsi la persistance dans
I'organisme des cellules présentatrices stimule de facon
exagérée les lymphocytes CD8+ qui secrétent de grande
quantité d’IFN-y, induisant une activation macrophagique
massive et la synthése importante de cytokines pro-inflamma-
toires (TNFa, IL6...). Le réle central des lymphocytes T CD8 et
de la production de I'lFN-y dans la pathogenése des SH a été
démontré par la capacité de prévenir I'occurrence des SH par
I’administration d’anticorps anti-CD8 (Crotty et al., 2006;
Jordan et al., 2004) ou d’anticorps anti-IFNy (Badovinac et
al., 2003; Jordan et al., 2004).

lusieurs mécanismes moléculaires en trans ou en cis

pourraient permettre & cette voie cytotoxique de con-
tréler la réponse immune en situation physiologique (de
Saint Basile et Fischer, 2001): en trans, cetfte voie participe
trés probablement & I"élimination des cellules présentatrices
d’antigénes aprés leur contact avec un lymphocyte cytotox-
ique. Cette voie cytotoxique pourrait également étre impli-
quée dans |"élimination des lymphocytes T au cours de la
réponse immune, par un mécanisme fratricide. En effet, la
capacité qu’ont les lymphocytes T ayant contacté une cellule

cible, & capturer des fragments membranaires de cette cel-
lule les rendant transitoirement sensibles & la lyse fratricide,
a récemment été démontré in vitro (Huang et al., 1999).
On peut également imaginer que cetfte voie cytotoxique
dépendante de la sécrétion des granules lytiques participe
a la fonction effectrice de la sous-population lymphocytaire
régulatrice (Treg). Il est également possible que cette voie
cytotoxique agisse en cis en permettant |'é

élimination des lym-
phocytes activés selon un programme de mort par apoptose
(mécanisme d’AICD (Activated induced cell death)). En tout
état de cause, un effet en trans de 'activité cytotoxique est
compatible avec |'observation clinique du contréle du syn-
drome hémophagocytaire, méme en situation de chimérisme
mixte modéré, aprés greffe de moelle osseuse. Un petit effectif
de cellules cytotoxiques saines issues du donneur peut en effet
tuer successivement plusieurs cellules présentatrices d’antigéne.
Il est possible que des mécanismes additionnels, encore peu
documentés, participent également au phénotype de la mala-
die. Ainsi, en |'absence de fonction cytotoxique dépendante
de la sécrétion des granules lytiques, s"amorcent des boucles
paracrines et autocrines entre cellules lymphoides et myeloides
dont les effets délétéres seraient & |"origine des divers éléments
du tableau clinique et biologique observés au cours du syn-
drome hémophagocytaire (Henter et Elinder, 1991).
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DIAGNOSTIC DES SH PRIMITIFS

Distinguer les formes héréditaires des formes acquises de
SH est un enjeu important, non seulement dans le cadre
d’une meilleure caractérisation de nouvelles voies de régu-
lation du systtme immunitaire, mais aussi dans le cadre du
conseil génétique et d’une meilleure adaptation de I'attitude
thérapeutique (Figure 4). Uapparition d’un SH & un age
précoce doit faire rechercher une cause génétique. L'étude
microscopique des cheveux permet trés simplement, rapide-
ment, et de facon fiable de faire le diagnostic de GS et de
CHS. Les sujets simplement transmetteurs de ces syndromes
ont une pigmentation normale. La présence de granulations
intracytoplasmiques géantes dans toutes les cellules hémat-
opoiétiques est un signe pathognomonique du CHS, et facile
& identifier sur frottis sanguin. Si I'aspect pigmentaire ori-
ente vers un GS, le séquencage du géne RAB27A permet de
confirmer le diagnostic de GS2. En I"absence de SH, il est
important d’éliminer un défaut de RAB27A qui conduirait
a traiter le patient par transfert de cellules souches hémat-
opoiétiques. Dans le cas du CHS, compte tenu de la taille trés
importante du géne CHST/LYST, la recherche de mutation
dans ce géne n’est pas utilisée comme test de routine dans
le cadre du diagnostic et du conseil génétique. Un diagnostic
sans ambiguité de cette affection peut étre fait sur I'aspect
caractéristique de |’hypopigmentation des cheveux et la
présence de granulations infracytoplasmiques géantes sans
avoir recours & |'identification d’une mutation. Pour le conseil
génétique du CHS, I'étude de la ségrégation des marqueurs
polymorphes liés au locus CHS sur le chromosome 1g43.2
dans la famille peut étre utilisée. Lorsque le SH n’est pas
associé & une hypopigmentation, la principale difficulté est
de distinguer les formes primitives (héréditaires), des formes
secondaires de SH. L'existence d’une consanguinité et/ou
d’une histoire familiale avec d’autres membres atteints est
trés suggestive d’une forme primitive. La possibilité d’obtenir
des échantillons biologiques des membres de la famille (par-
ents, fratrie) aide significativement le diagnostic moléculaire
en permettant d'identifier rapidement le locus en cause par
‘étude de la ségrégation des marqueurs polymorphiques.
Cependant, I'absence d'histoire familiale n’exclut pas un
diagnostic de LHF ou de syndrome de Purtilo (XLP) (de Saint
Basile et Fischer, 2001). L'étude de |"expression du géne de
la perforine et de I"activité cytotoxique des lymphocytes est
un élément important du diagnostic. Un défaut cytotoxique
des lymphocytes T est la signature d’une cause génétique
de SH dans 80% des cas. Dans environ 20% des cas de
LHF, un défaut d’activité cytotoxique des lymphocytes T n'est
pas mis en évidence. Dans certains de ces cas, un défaut de
dégranulation des cellules NK peut étre parfois détecté. Si
ce test est fait dans de bonnes conditions (sang frais, étude
de la dégranulation des cellules CD56+), & nouveau, ce
défaut, méme restreint au cellules NK, est un marqueur de

formes héréditaires de LHF. En I"absence d’histoire familiale,
et si aucun défaut de sécrétion des granules cytotoxiques ne
peut étre observé dans les lymphocytes T et NK, ces formes ne
peuvent étre clairement distinguées des formes secondaires
de SH et le diagnostic reste difficile.

CONCLUSION

Une sécrétion importante d’IFN-y par les lymphocytes CD8
semble jouer un réle majeur dans la genése du SH. Cette
observation pourrait permettre d’envisager, dans le futur, des
approches thérapeutiques alternatives des SH, en intervenant
sur cette voie d’activation. En effet, une étude trés récente
menée sur les modéles murins de FHL2 et GS2, montre |’ effet
thérapeutique de la neutralisation de I'lFN-y du SH induit
chez ces souris (Pachlopnik Schmid et al., 2009aq). La carac-
térisation moléculaire des différentes causes héréditaires de
SH, outre son application dans le cadre du diagnostic et
du conseil génétique, met en évidence le réle déterminant
de la fonction cytotoxique dans le déclenchement du SH.
Ce défaut fonctionnel peut-il également rendre compte des
formes acquises de ces syndromes, souvent associés & une
infection virale 2 La possibilité qu’une protéine virale puisse
transitoirement interférer avec la voie cytotoxique pour limiter
son action, en affectant le transport intracellulaire des pro-
téines, est une hypothése attrayante. De méme, 'existence de
mutations somatiques de I'un ou I'autre de ces effecteurs de
la voie cytotoxique & Iorigine du SH associé & un lymphome,
pourrait étre envisagée.
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