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HEURE

Alltération du gene codant pour la perforine
dans la lymphohistiocytose familiale

n connait depuis plusieurs

années le role clé que joue la

perforine dans l'activité cyto-
toxique déployée par les cellules
tueuses, lymphocytes T et cellules de
I'immunité naturelle (natural killer)
[1]. La perforine, et d’autres effec-
teurs de la cytotoxicité, comme les
granzymes A et B, sont contenus dans
un méme compartiment intracellu-
laire, les granules cytotoxiques des
cellules tueuses (m/s 1995, n°11,
p. 99-104). Perforine et granzymes
sont les effecteurs d’'un méme méca-
nisme de mort qui est utilisé par la
cellule cytotoxique, des qu’elle iden-
tifie une cellule menacante pour
I’organisme, qu’elle soit étrangere,
infectée ou tumorale. La perforine
déversée dans I’espace intermembra-
naire par la cellule cytotoxique, lors
de son contact avec la cellule cible et
de sa reconnaissance, perfore la
membrane cytoplasmique de la cel-
lule cible en de multiples points. Elle
ouvre ainsi la voie aux granzymes qui
pénetrent dans la cellule, migrent
dans le noyau et entrainent une
apoptose au moins en partie dépen-
dante de la voie des caspases. Ce
mécanisme de cytotoxicité en trans
(dirigé contre les cellules présenta-
trices d’antigéene ou CPA), qui
requiert I’exocytose des granules, est,
semble-t-il, essentiel dans la réponse
antivirale. Au contraire, I’autre voie
cytotoxique utilisée par ces mémes
cellules tueuses, et qui implique les
molécules Fas et FaslL, semble inter-
venir plus particulierement dans le
maintien de I’homéostasie du sys-
téme immunitaire. La responsabilité
de la perforine dans I’expression
d’une maladie héréditaire du sys-
téme immunitaire, la lymphohistiocy-
tose familiale (LHF), démontre

m/s n°12, vol. 15, décembre 99

aujourd’hui que, a coté de la voie
Fas/FasL, la perforine joue égale-
ment un rdle crucial chez '’homme
dans le rétrocontrole de la réponse
immune qui a su se mobiliser pour
combattre une infection.

La lymphohistiocytose familiale
(LHF) est une maladie héréditaire
extrémement séveére du systéme
immunitaire, transmise selon un
mode autosomique récessif. La seule
thérapeutique actuellement efficace
est la greffe de moelle osseuse. La
LHF se manifeste tot dans I’enfance,
souvent au décours d’une infection
virale, et se caractérise classiquement
par une prolifération polyclonale de
lymphocytes T activés, essentielle-
ment de phénotype CD8*. Ces lym-
phocytes activés infiltrent les organes
lymphoides primaires, secondaires
puis progressivement tous les
organes y compris le systéme nerveux
central. Des macrophages activés par-
ticipent également a cet infiltrat. Des
images d’hémophagocytose (sous
forme de macrophages activés ayant
phagocyté un ou plusieurs lympho-
cytes ou d’autres cellules hémato-
poiétiques) sont observées, en parti-
culier dans la moelle osseuse.
L’activation lymphocytaire et macro-
phagique se traduit également par la
sécrétion, par ces cellules, d’impor-
tantes quantités de cytokines, en par-
ticulier d’INFy (interféron y) et de
TNFa (twmor mecrosis factor a), dont
les actions rendent comptent des
divers éléments du tableau clinique
et biologique observé. L’effet, au
moins transitoire, des traitements
lymphotoxiques suggere que les lym-
phocytes T jouent un réle décisif
dans la genése de ce syndrome d’acti-
vation lymphocytaire et macropha-

gique.

Au cours de ces derniéres années,
plusieurs équipes ont tenté de locali-
ser le géne responsable de cette
affection. Les difficultés auxquelles
elles se sont heurtées ont fait envisa-
ger une hétérogénéité génétique de
cette maladie, que le phénotype ne
suggérait pas. Au cours de 'année
1999, deux équipes ont identifié
deux régions chromosomiques diffé-
rentes toutes deux liées a la LHF.
Une équipe britannique identifiait
un locus sur le chromosome 9 en
9q21-q22.3 [2], locus dont I'associa-
tion semble restreinte a un groupe
de familles pakistanaises. Notre
équipe apportait la démonstration
statistique de I’hétérogénéité de la
maladie et identifiait un locus sur le
chromosome 10 en 10q21-q22 [3].
Mais I’hétérogénéité de la maladie
s’avere plus grande encore puisque
dans pres de la moitié des familles, la
ségrégation de la lymphohistiocytose
familiale n’est compatible avec
aucune de ces deux localisations.
L’intervalle génétique identifié sur le
chromosome 10 contenait, parmi
d’autres genes, celui codant pour la
perforine. Les souris dont le géne de
la perforine a été invalidé (per”-), pré-
sentent un défaut isolé d’activité
cytotoxique, et vivent parfaitement
en élevage non protégé. Cependant,
ces souris ont une susceptibilité parti-
culiere a certaines souches du virus
LCMV (virus de la chorioméningite
lymphocytaire ) [4], et meurent dans
un contexte de lymphoprolifération
[5] rappelant le phénotype LHF. La
perforine devenait alors un candidat
fort, cumulant le statut de candidat
fonctionnel a celui de candidat posi-
tionnel. L’étude du geéne chez plu-
sieurs enfants atteints de LHF nous a

permis d’attribuer a la perforine la m———
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responsabilité de cette maladie [6].
Des mutations non sens homozygotes
ont été identifiées chez quatre
patients non apparentés et des muta-
tions faux sens chez quatre autres.
Dans tous les cas, ces mutations
entrainent une expression extréme-
ment diminuée ou méme indétec-
table de la perforine dans les gra-
nules cytotoxiques, et, en
conséquence, un défaut de I'activité
cytotoxique induite lors de l'exocy-
tose de ces granules. En revanche, il
n’y a aucune altération de la cyto-
toxicité controlée par la voie
Fas/FasL. Le géne codant pour la
perforine est donc le premier gene
mis en cause dans la LHF.

Quelles informations la LHF et le
modeéle murin perf’~ nous fournis-
sent-ils quant au role de la perforine
dans la régulation de ’activation lym-
phocytaire ? Les différentes données
dont nous disposons a ce jour sugge-
rent le modele suivant (figure 1): lors
d’une infection virale, un défaut de
perforine, et 'altération de l'activité
cytotoxique des lymphocytes qui en
résulte, expliquerait la persistance
des cellules présentatrices de l'anti-
géne (CPA) dans l’organisme, et
donc la perpétuation de I’activation
de la réponse immune [5]. En
réponse a cette stimulation perma-
nente, les lymphocytes T cyto-
toxiques mobilisés sécretent de
grandes quantités d’IFNy qui indui-
sent la synthése de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6...)
par les macrophages. Ainsi s’amor-
cent des boucles paracrines et auto-
crines dont les effets déléteres expli-
quent les divers éléments du tableau
clinique et biologique. Ce modele,
déduit d’une action en frans de la
perforine (action sur les cellules CPA
qui ne sont pas les cellules produc-
trices), est compatible avec I’observa-
tion d’un controle de la maladie
apres greffe de moelle osseuse méme
si le chimérisme est peu important
[7]. Dans cette situation, en effet, les
cellules cytotoxiques saines issues du
donneur, peuvent, méme si elles sont
en nombre réduit, tuer successive-
ment plusieurs CPA. Parallélement,
la perforine semble étre capable
d’une action en c¢is [8], permettant
I’élimination des cellules activées.

s Son défaut favoriserait la survie des
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Figure 1. Schéma illustrant I’action de la perforine lors d’une réponse
immune antivirale et les conséquences de son altération. En situation nor-
male (A) les granules cytotoxiques contiennent de la perforine (cercles noirs)
et le déversement de leur contenu élimine la cible CPA, ce qui aboutit a
I’arrét de la réponse immune. En I’'absence de perforine (B) dans les granules
cytotoxiques (schématisés par des cercles blancs), la cible (CPA) n’est pas
détruite, ce qui pérennise I'activation et I'amplification des lymphocytes T
activés, induit une activation macrophagique, qui aggrave l’activation lym-

phocytaire, et conduit au tableau de la LHF.

lymphocytes T activés et leur action
délétere. Ce mécanisme participerait
ainsi au phénotype de la maladie.

Le phénotype sévere de la LHF dif-
fere de celui qui est observé chez les
patients présentant un défaut
d’apoptose lié a la molécule Fas [9]
(m/s 1995, n°11, p. 1180), ou de celui
des modéles murins équivalents (/pr
et gld) (m/s 1992, n°7, p. 735). Dans
ces situations, on note une lympho-
prolifération importante de cellules
T doubles négatives (CD4~ CD8")
dans le cadre d’une affection chro-
nique, a laquelle s’associent des
manifestations auto-immunes.

La LHF n’est pas le seul modele
humain caractérisé par 'apparition
d’'un syndrome d’activation lympho-
cytaire et macrophagique. Un syn-
drome identique est observé au cours
de trois autres maladies héréditaires,

le syndrome de Chediak-Higashi (m/s

1999, n°15, p. 1292), le syndrome de
Griscelli et le syndrome de Purtilo
[10]. De facon tout a fait intéres-
sante, les génes responsables des
deux premiers syndromes codent
pour des protéines participant au tra-
fic intracellulaire, et leur anomalie
entraine un défaut de la libération
du contenu des granules cyto-
toxiques. Ces granules contiennent la
perforine et également d’autres
molécules immunorégulatrices telles
que CTLA-4 [11] (m/s 1996, n°8-9,
p. 990) et FasL. conférant au granule
cytotoxique un role déterminant
dans la régulation de la réponse
immune. L’identification de la perfo-
rine comme un des génes respon-
sables de la LHF permet de faire
I’hypothese que d’autres molécules,
nécessaires a cette activité cyto-
toxique ou au contraire 'inhibant,
soient impliquées dans les autres
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formes héréditaires ou acquises de
ces syndromes d’activation lymphocy-
taires et macrophagiques, ouvrant
par 1a méme de nouvelles perspec-
tives pour ’exploration de ces mala-
dies m
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