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Perforine, granzyme
et granulysine : un trio de choc
inducteur de la microptose

parasitaire

Hind Chamkha'®, Xia Li'*, Guillaume Rouvet?*, Jérome Thiéry’

La réponse immunitaire
antiparasitaire et I’émergence

du rdle de la granulysine

Les infections parasitaires représentent
un défi majeur non seulement sur le
plan de la prise en charge thérapeu-
tique, mais aussi pour la compréhension
des mécanismes immunitaires mis en
jeu pour lutter contre ces infections.
L’élimination des parasites par le sys-
téme immunitaire fait intervenir diffé-
rentes composantes. €n particulier, les
hydrolases lysosomales et les espéces
oxygénées réactives (ROS) des macro-
phages jouent un role clé dans I'immu-
nité antiparasitaire. De plus, les lym-
phocytes T cytotoxiques CD8* (ou CTL)
participent activement a I’élimination
de ces pathogenes, notamment par la
sécrétion d’interféron-y (IFN-y) et/ou
par la destruction de la cellule hote par
apoptose [1].

L’élimination d’une cellule cible par
les CTL est essentiellement induite par
la libération, au niveau de la zone de
contact entre la cellule effectrice et
la cellule cible (ou synapse immunolo-
gique), du contenu de lysosomes sécré-
toires spécialisés (appelés granules
cytotoxiques) présents dans le cyto-
plasme de ces cellules tueuses. Ces gra-
nules cytotoxiques contiennent la pro-
téine formant des pores perforine (PFN)
et une famille de sérine protéases, les
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granzymes (Gzm), qui activent diverses
voies de signalisation aboutissant a
I’apoptose de la cellule cible. Parmi
ces Gzm, le granzyme B (GzmB) est I'un
des principaux inducteurs de I"apop-
tose ; il est exclusivement délivré dans
le cytoplasme des cellules cibles par la
perforine [2].

Chez I’lhomme, mais pas chez le rongeur,
les granules cytotoxiques contiennent
également une protéine aux propriétés
antimicrobiennes appelée granulysine
(GNLY) [3], qui altére préférentielle-
ment la perméabilité des membranes
pauvres en cholestérol comme celles des
bactéries, champignons ou parasites.
Différentes études ont ainsi montré
qu’a forte concentration, la granuly-
sine est cytotoxique contre différentes
bactéries, mais elles suggerent que la
granulysine pourrait agir de concert
avec d’autres molécules. De plus, étant
donné que les patients souffrant de
déficits immunitaires lymphocytaires
T présentent une susceptibilité accrue
aux infections bactériennes, fongiques
et parasitaires, des travaux ont été
réalisés pour déterminer le rdle et le
mécanisme d’action de la granulysine
dans "immunité antimicrobienne induite
par les CTL. Une étude récente a ainsi
mis en évidence le role coopératif de la
granulysine, du granzyme B et de la per-
forine dans I’élimination des bactéries
intracellulaires induite par les CTL [4].
Néanmoins, le role éventuel et le méca-
nisme d’action de la granulysine dans
immunité antiparasitaire restaient a
déterminer.
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Dans une étude publiée récemment
dans Nature Medicine [5], Dotiwala et
al. ont mis en évidence que la granu-
lysine est également impliquée dans la
réponse immunitaire induite contre les
parasites intracellulaires Trypanosoma
cruzi (responsable de la maladie de
Chagas), Toxoplasma gondii (respon-
sable de la toxoplasmose), et Leish-
mania major (responsable de la leish-
maniose).

Perforine et granulysine permettent

au granzyme B d’accéder

aux parasites intracellulaires

€n utilisant de la granulysine recombi-
nante, les auteurs ont mis en évidence
que cette protéine permet I'internalisa-
tion du granzyme B dans des parasites
isolés ou présents dans le cytoplasme de
cellules épithéliales humaines infectées.
De plus, il apparait que la perforine
n’est pas impliquée dans la perméabi-
lisation de la membrane parasitaire,
mais est essentielle pour I'internalisa-
tion de la granulysine et du granzyme B
dans le cytoplasme des cellules infec-
tées. Ce mécanisme d’internalisation
en deux étapes du granzyme B dans
les parasites semble étre concordant
avec celui démontré précédemment pour
I’élimination des bactéries intracellu-
laires [4]. De plus, les travaux réalisés
montrent que cette internalisation du
granzyme B induit la mort des para-
sites intracellulaires apres 15 a 30 min
de traitement des cellules infectées
par perforine/granzyme B/granulysine,
suivie 45 a 60 min plus tard de la mort
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Figure 1. Les lymphocytes T cytotoxiques induisent la « microptose » parasitaire par la voie perforine, granulysine et granzyme B. Aprés recon-
naissance par le LT CD8* cytotoxique de la cellule cible infectée, I'exocytose du contenu des granules cytotoxiques conduit a la libération du trio
perforine, granzyme, granulysine au niveau de la synapse immunologique. La perforine permet I'internalisation de la granulysine et du granzyme
B au niveau du cytoplasme de la cellule cible (directement ou apreés endocytose). €n interagissant avec la membrane parasitaire, la granulysine
permet I'entrée du granzyme B dans le parasite. Le granzyme B va alors induire rapidement (5 a 10 min) la génération d’especes réactives de I’oxy-
gene (ROS) et un stress oxydatif au niveau de I’ADN du parasite par le clivage de différentes enzymes impliquées dans les réactions d’oxydoréduc-
tion et dans la protection contre le stress oxydatif (SOD A et B, APX, MPX, CPX TryX, etc.) menant & la mort du parasite (1) apreés environ 30 min.
Le granzyme B va également induire une dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (A¥m), une fragmentation nucléaire, ou encore
I’externalisation des phosphatidylsérines (PS) au niveau de la membrane du parasite. €n paralléle, le granzyme B va induire la destruction de la
cellule hote (2) par activation de la voie mitochondriale (clivage de BID [BH3 interacting-domain agonist], libération de cytochrome ¢, activation

de la caspase 3) et génération de ROS. Cette apoptose de la cellule hdte se déroule avec une cinétique plus longue (45 a 60 min) que celle de la

« microptose » parasitaire, permettant une élimination du parasite avant la destruction de la cellule infectée.

de la cellule hote. Cette différence de
cinétique pourrait étre cruciale pour
limiter la propagation du pathogene en
empéchant sa libération dans le milieu
extracellulaire lors de la destruction
d’une cellule hdte par les CTL.

Perforine, granulysine et granzyme

B induisent la « microptose »
parasitaire

Surla base de ces observations, Dotiwala
et al. ont exploré les mécanismes cellu-
laires et moléculaires conduisant a la
mort des parasites en réponse a I'inter-
nalisation du granzyme B. Les para-
sites subissent une série d’événements
rappelant I"apoptose des organismes
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pluricellulaires : gonflement des mito-
chondries, condensation de la chroma-
tine, fragmentation nucléaire et bour-
geonnement membranaire. De plus, la
mort du parasite s’accompagne d’une
forte production de ROS, d’une oxy-
dation de I’ADN, d’une dissipation du
potentiel transmembranaire mitochon-
drial et d’une externalisation de la
phosphatidylsérine. €tonnamment, une
activité caspase-like a été détectée
lors de la mort du parasite, alors que
la présence de protéines similaires aux
caspases n'a jamais été identifiée chez
les parasites. Néanmoins, cette activité
caspase-like ne semble pas essentielle
au déroulement du processus de mort.

€n effet, I'induction de ROS par le gran-
zyme B dans le parasite est I’événe-
ment crucial pour sa destruction. Cette
production de ROS est le résultat du
clivage par le granzyme B de différentes
protéines du parasite impliquées dans
I’oxydoréduction et dans sa défense
contre le stress oxydatif. Le granzyme
B semble donc induire la génération de
nombreux anions superoxydes tout en
bloquant les mécanismes permettant
de les éliminer. 'ensemble de ces élé-
ments ont amené les auteurs de ces tra-
vaux a proposer le terme de « microp-
tose » pour décrire la mort parasitaire
induite par le trio perforine/granzyme
B/granulysine (Figure 1).
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Lexpression de la granulysine
améliore la réponse antiparasitaire
des lymphocytes T chez les souris

Afin de confirmer le rdle in vivo de la
granulysine, les auteurs ont analysé
son impact chez les souris atteintes de
différentes parasitoses. Les rongeurs
n’exprimant pas la granulysine, des ani-
maux transgéniques ont été obtenus
par insertion dans leur génome du géne
humain et de ses séquences régula-
trices, limitant ainsi son expression aux
CTL et aux cellules NK (natural killer).
Les souris GNLY*/~ survivent plus long-
temps que les souris sauvages a une
infection parasitaire par Trypanosoma
cruzi, et la parasitémie est diminuée.
Ces résultats confirment les résultats
obtenus in vitro et démontrent que
la granulysine est impliquée dans la
réponse immunitaire antiparasitaire in
vivo. De plus, les résultats obtenus dans
ce modele montrent que les lymphocytes
T CD8" contribuent majoritairement a
cette protection.

Perspectives

Dans ce travail, Dotiwala et al. ont mis
en évidence le rdle coopératif du trio
perforine/granzyme B/granulysine dans

la lutte contre les parasites intracellu-
laires exercée par les CTL et identifié un
nouveau type de mort cellulaire, baptisé
microptose, induit par I'action du gran-
zyme B et largement dépendant des ROS.
Cette étonnante observation d’un type
de mort cellulaire qui pourrait s’appa-
renter a une mort cellulaire programmée
chez un parasite ouvre la voie a de nou-
velles perspectives de recherches fon-
damentale et thérapeutique. €n effet, la
description précise des cascades molé-
culaires impliquées dans I’induction
de la microptose pourrait conduire a
I’identification de nouvelles cibles thé-
rapeutiques exploitables pour la lutte
antiparasitaire. De plus, les résultats
montrent que des souris exprimant la
granulysine survivent mieux aux infec-
tions parasitaires : cette observation
est en contradiction avec des résultats
antérieurs suggérant que la sécrétion
d’IFN-y plutot que 'effet cytotoxique
des cellules T CD8*, permet de controler
les infections par T. cruzi, et remet en
cause la pertinence de ces résultats chez
I’homme. De plus, étant donné "activité
de la granulysine sur les membranes
pauvres en cholestérol, cette réponse
immune dépendante de I’induction de
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EGFR, régénération et
carcinogenése hépatiques :
quelle responsabilité ?

Julia Giraud?!, Mathurin Fatou?, Olivier Dellis?

> Le carcinome hépatocellulaire est le
septiéme cancer le plus répandu dans le
monde. Plusieurs facteurs environnemen-
taux, comme la consommation d’alcool ou
les infections par les virus des hépatites B
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microptose pourrait également s’ap-
pliquer a d’autres protozoaires et a
d’autres parasites multicellulaires. Dans
tous les cas, de futures études seront
clairement nécessaires afin d’élucider
ces différents points. ¢

Perforin, granzyme and granulysin
association to kill intracellular parasites
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ou C, favorisent son apparition, ce qui
en fait une priorité de santé publique.
€n effet, une régénération prolongée des
hépatocytes, souvent en relation avec une
hépatopathie chronique, engendre des
|ésions génétiques et épigénétiques des
cellules et un déséquilibre de la balance
apoptose — prolifération des hépatocytes
qui facilitent I’émergence d’une tumeur.

Quel rdle pour ’EGFR

dans la régénération

et la carcinogenése hépatiques ?

Un nombre abondant de publications
montrent que la voie de I’EGFR (epidermal
growth factor receptor) intervient dans la
régénération du foie [1-4]. Cependant,
les mécanismes I'impliquant dans la car-
cinogenése restent largement méconnus.
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