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Une étape 
de maturation terminale 
des granules cytotoxiques 
est nécessaire à l’excrétion 
de leur contenu lytique
Mickaël Ménager, Geneviève de Saint Basile

> La cytotoxicité est l’ensemble des méca-
nismes qui permettent aux lymphocytes 
T CD8+ (CTL) et aux cellules natural killer 
(NK) d’éliminer une cellule tumorale ou 
infectée par un virus. Les cellules cytotoxi-
ques exercent cette activité en utilisant la 
sécrétion polarisée de granules cytotoxi-
ques contenant des effecteurs lytiques tels 
que la perforine et les granzymes [1, 2]. 
De tels granules sont décrits comme ayant 
une dualité fonctionnelle, arborant à la fois 
des caractéristiques de lysosomes (faible 
pH, présence de marqueurs lysosomiaux 
comme lamp1, lamp2 et CD63) et d’organi-
tes de sécrétion pour les effecteurs lytiques 
[3]. Après reconnaissance par un récepteur 
spécifique d’un antigène présenté par une 
cellule cible, les cellules cytotoxiques réor-
ganisent leur cytosquelette et leur centre 
organisateur de microtubules (MTOC) vers la 
zone de contact avec la cellule cible, autour 
d’une structure macromoléculaire dénom-
mée synapse immunologique (SI). Les gra-
nules cytotoxiques sont alors transportés le 
long des microtubules, s’accumulent autour 
du MTOC qui, en contactant la membrane 
plasmique, permet à ces derniers d’attein-
dre le site de sécrétion au niveau de la SI. 
Au point de contact, les granules cytotoxi-
ques s’arriment au niveau de la membrane 
plasmique avec laquelle ils fusionnent et ils 
libèrent leur contenu dans une fente formée 
transitoirement entre les deux cellules. Les 
effecteurs lytiques pénètrent alors dans la 
cellule cible et induisent sa mort par apop-
tose [4].
Des études précédentes, qui s’appuyaient 
sur l’identification des causes moléculaires 

responsables de pathologies hyper-immu-
nes, nous avaient permis de caractériser 
deux protéines indispensables à la sécré-
tion du contenu des granules cytotoxiques, 
Rab27a et hMunc13-4. Rab27a est une 
petite GTPase supposée intervenir au niveau 
du transport terminal ou de l’arrimage des 
granules cytotoxiques à la membrane plas-
mique. hMunc13-4 joue un rôle de facteur 
d’amorçage de la fusion membranaire des 
granules arrimés en les rendant compétents 
pour l’étape de fusion avec la membrane 
plasmique, au niveau de la SI [5-8].

hMunc13-4 et Rab27a sont associées 
à des vésicules distinctes des granules 
cytotoxiques des lymphocytes
L’étude que nous avons réalisée [9] mon-
tre que, de façon inattendue, les pro-
téines Rab27a et hMunc13-4 exprimées 
transitoirement dans les cellules cyto-
toxiques, ne se localisent pas sur les gra-
nules lytiques contenant la perforine et 
le granzyme B, mais sur des vésicules dis-
tinctes. L’utilisation d’autres membres 
de la famille Rab comme marqueurs des 
différents compartiments cellulaires, per-
met de montrer que hMunc13-4 cible le 
compartiment endosomique de recyclage, 
identifié par Rab11 et localisé autour du 
MTOC. La protéine Rab27a est retrouvée 
majoritairement avec Rab7, associée au 
compartiment endosomal tardif, situé à 
l’intersection des voies d’endocytose et 
d’exocytose [10]. Ces résultats indiquent 
que les granules cytotoxiques ne sont pas 
des vésicules préformées prêtes à être 
excrétées. Une étape supplémentaire de 
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maturation de ces granules s’avère nécessaire 
pour que les effecteurs de l’exocytose, Rab27a 
et hMunc13-4, se redistribuent sur les granules 
cytotoxiques et leur confèrent cette capacité à 
excréter leur contenu lytique.

hMunc13-4 permet la formation d’un 
contingent de « vésicules d’exocytose »
L’expression transitoire de hMunc13-4 dans 
la cellule cytotoxique met en évidence un rôle 
additionnel de cette protéine dans la formation 
d’un contingent de vésicules issues de la fusion 
d’endosomes de recyclage avec des endosomes 
tardifs. Nous avons dénommé ces vésicules, 
« vésicules d’exocytose » car elles permettent 
de regrouper au sein d’une même structure, dis-
tincte des granules cytotoxiques, les effecteurs 
de l’exocytose, hMunc13-4 et Rab27a, ainsi que 
la protéine Rab11. La fonction de hMunc13-4 
est nécessaire au rassemblement des vésicules 
endosomiques qui forment les « vésicules d’exo-
cytose ». Cette étape ne nécessite ni la présence 
de Rab27a, ni l’activation lymphocytaire.

La formation d’une synapse 
immunologique induit une maturation 
terminale du granule cytotoxique
Nos travaux montrent également qu’une étape 
terminale de maturation du granule cytotoxique 
est induite de novo par la formation d’une SI avec 
la cellule cible. Durant cette étape, les « vésicu-
les d’exocytose » de nature endosomique et 
les granules cytotoxiques de nature lysosomale 
polarisent indépendamment vers la SI. Une co-
localisation entre ces deux types d’organelles 
est observée exclusivement au niveau de la zone 
de contact intime entre les membranes plasmi-
ques des deux cellules, au lieu d’excrétion des 
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granules cytotoxiques. Une analyse beaucoup 
plus résolutive de ces différents phénomènes 
par microscopie électronique, permet d’obser-
ver quelques rares évènements où il existe une 
redistribution des protéines hMunc13-4, Rab27a 
et Rab11 sur la membrane des granules cyto-
toxiques proche du site d’excrétion. Ces obser-
vations permettent de conclure à l’existence 
d’une ultime étape de maturation des granules 
cytotoxiques ayant polarisé à la SI, qui fusion-
nent avec des « vésicules d’exocytose » formées 
sous l’action de hMunc13-4. Cette étape permet 
ainsi le regroupement des protéines lytiques 
et des effecteurs de l’exocytose sur un même 
type vésiculaire. À ce stade très tardif de la voie 
d’exocytose, l’interaction entre hMunc13-4 et 
Rab27a, qui est mise en évidence, pourrait per-
mettre de coordonner l’arrimage des granules 

cytotoxiques avec l’amorçage de leur fusion 
membranaire, les rendant compétents pour 
excréter leur contenu.

Conclusions
Ces données apportent des éléments nou-
veaux quant aux mécanismes moléculai-
res qui régulent la voie d’excrétion des 
granules cytotoxiques. Elles pourraient 
en partie expliquer la dualité fonction-
nelle des lysosomes de sécrétion dans 
ces cellules. Nos résultats suggèrent en 
effet que, aussi longtemps que les gra-
nules cytotoxiques n’ont pas fusionné 
avec les « vésicules d’exocytose », ils ne 
possèdent pas les propriétés d’organites 
de sécrétion et agissent comme des lyso-
somes de dégradation conventionnels, 

jusqu’à ce qu’une activité cytotoxique soit 
requise. Ce mécanisme de maturation tardive 
pourrait également permettre de contrôler 
le nombre de granules cytotoxiques capa-
bles d’excréter leur contenu à la SI, et ainsi 
réguler précisément l’intensité d’une réponse 
cytotoxique. Il est également possible que 
ce même mécanisme de contrôle permette 
aux cellules cytotoxiques de disposer d’une 
fonction cytotoxique itérative leur conférant 
ce comportement de « tueur en série» qui les 
caractérise [2, 10]. ‡
Secretory cytotoxic granule maturation is 
required to their lytic contents excretion
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Figure 1. Différentes étapes de la maturation des granules cytotoxiques nécessaire à l’exocytose de leur contenu au niveau de la synapse immunologique. Dans une 
première étape de maturation des granules cytotoxiques (➊), hMunc13-4 (point bleu) rassemble une fraction du compartiment endosomique tardif (LE) associant 
Rab27a (point orange) avec une fraction du compartiment endosomique de recyclage (ERC) associant Rab11 (point vert). Cette étape conduit à la formation d’un 
contingent de vésicules, les « vésicules d’exocytose » qui portent les effecteurs nécessaires à l’excrétion des granules cytotoxiques (hMunc13-4 et Rab27a). Cette 
étape ne requiert ni l’activation des lymphocytes T ni la présence de la protéine Rab27a. La reconnaissance d’un complexe peptide antigénique/CMHI par le récepteur 
des cellules T (TCR) conduit à la formation d’une synapse immunologique (SI) vers laquelle polarise le MTOC. Dans une deuxième étape de maturation (➋) les « vési-
cules d’exocytose » et les granules cytotoxiques contenant la perforine (point rouge) et le granzyme B (point violet) polarisent, de façon indépendante, le long des 
microtubules vers la SI. Au cours d’une troisième étape de maturation (➌) les granules cytotoxiques et les « vésicules d’exocytose » coopèrent et/ou fusionnent pour 
excréter leur contenu lytique vers la cellule présentatrice d’antigène (APC). EE : endosomes précoces ; TGN : appareil de Golgi.
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