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Deux mécanismes moléculaires
pour la cytotoxicite T: perforine/granzymes et Fas

Aprés trente ans de phénoménolo-
gie, les recherches sur la cytotoxicité
par lymphocytes T connaissent une
brusque accélération moléculaire.
Deux mécanismes ont été récem-
ment démontrés, I’un fondé sur une
exocytose granulaire et impliquant
perforine et granzymes, l'autre sur
une interaction membranaire directe
et impliquant la molécule Fas et son
ligand. Le présent article rapporte
ces résultats et certaines de leurs im-
plications.

De la démonstration d’un mécanisme
exocytose granulaire/perforine/gran-
zymes...

Suivant un mécanisme suggéré il y a
dix ans [1, 2], quand un lymphocyte
T cytotoxique (Tc) rencontre une
cellule cible, des granules contenus
dans la cellule Tc libérent a I'interfa-
ce entre Tc et la cible une molécule
formant canal, appelée perforine, et
des sérine estérases appelées gran-
zymes. La démonstration formelle
d’un réle pour la perforine a été ob-
tenue par des expériences utilisant
des souris a géne perforine inactivé
[3]. Chez ces souris, une grande par-
tie de la cytotoxicité antivirale et anti-
allogénique a disparu avec, de plus,
perte de la protection contre cer-
taines infections virales. La perforine
est donc impliquée dans un mécanis-
me essentiel de la cytotoxicité, qui
protege vraisemblablement contre
les infections virales.

On ne sait toujours pas précisément
comment la perforine contribue a la
mort de cellules cibles dans ce méca-
nisme de cytotoxicité par Tc. La per-
forine seule ne suffit pas, puisque
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I’addition a des cibles de concentra-
tions élevées de perforine purifiée
entraine leur mort par nécrose [4, 5]
alors que les Tc causent une mort
par apoptose [6-8]. En association
avec la perforine, d’autres molécules
semblent nécessaires, notamment
certaines sérine estérases contenues
dans des granules de Tc et appelées
granzymes [9, 10]. [.’étude de souris
a gene granzyme B inactivé a permis
de montrer que le granzyme B est né-
cessaire a la cytotoxicité a médiation
cellulaire T [11]. I est trés vraisem-
blable que le granzyme B n’est pas le
seul granzyme impliqué. La création
d’une lignée de souris a gene granzy-
me A inactivé devrait permettre de
répondre prochainement a cette
question, au besoin aprés croisement
avec des souris a géne granzyme B in-
activé.

.. a la recherche d’autres meéca-
nismes

Plusieurs arguments  suggéraient
quau moins un autre mécanisme
que celui impliquant la perforine
était en jeu dans la cytotoxicité par
Tc. En effet, certaines Tc ne contien-
nent pas de perforine détectable
[12]. De plus, quoique I'effet cyto-
toxique de la plupart des populations
de Tc ou des clones Tc nécessite du
calcium extracellulaire, ce qui est
compatible avec les besoins en cal-
cium du mécanisme impliquant la
perforine [13-15], une partie de I'ac-
tivité cytotoxique est souvent indé-
pendante du calcium extracellulaire
[16-20]. Enfin, des Tc provenant de
souris au gene perforine inactivé ex-
priment encore une fraction de la cy-

totoxicité des cellules de souris sau-
vages, ce qui fait s’interroger sur le
mécanisme moléculaire de cette cyto-
toxicité résiduelle.

On sait depuis quelques années que
certains ligands peuvent se lier a des
récepteurs a la surface d’une cellule,
et induire la transduction d’un si-
gnal. Ce signal peut étre interprété
dans la cellule comme un signal de
mort. Par exemple, des antigenes
peuvent se lier a des immunoglobu-
lines de surface de cellules B ou a des
récepteurs de cellules T, et conduire
dans certains cas a la mort de ces cel-
lules. De méme, I’engagement par le
TNF, ou par des anticorps spéci-
fiques, de récepteurs pour le TNF a
la surtace de certaines cellules peut
conduire a leur mort. De facon simi-
laire, la molécule de surface cellulai-
re appelée Fas ou APO-1 [21-24]
peut transduire un signal de mort
cellulaire quand elle est complexée
par des anticorps [21, 22] ou par son
ligand (voir plus loin).

Nous avons fait I’hypothése qu’un
mécanisme de mort par Tc pourrait
opérer par I'intermédiaire d’'une mo-
lécule localisée a la surface de la cel-
lule cible et transduisant un signal.
Un clone cytotoxique modéle, appelé
d10S, ne tuant vraisemblablement
que par ce type de mécanisme, a été
isolé par sous-clonage en série a par-
tir d’'un hybridome T [25]. Des cel-
lules d10S activées se sont montrées
capables, a notre surprise initiale, de
lyser de facon trés significative des
thymocytes a des rapports aussi bas
que 0,1:1 [26]. Nous avons fait le rap-
port entre ces résultats et un tra-
vail [27] signalant, premiérement,
que Fas est abondamment exprimé
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dans le thymus de souris normales,
et, deuxiémement, qu'une expres-
sion anormalement faible de Fas est
la lésion moléculaire primaire de la
souris mutante {pr [28]. Cela a com-
plété 'hypothese de travail et fourni
une facon de la tester.

Nous avons ainsi pu montrer que des
cellules d10S activées sont capables
de lyser des thymocytes sauvages mais
pas des thymocytes ipr [26], premieére
observation suggérant un roéle pour
Fas dans un mécanisme de cytotoxici-
té. Aussi, des cellules d10S activées,
cytotoxiques pour un grand nombre
de cellules tumorales cibles conven-
tionnelles comme YAC, EI.-4 et P815,
qui expriment Fas, ne lysent pas des
cellules L1210, qui ne I'expriment
que tres peu. Ces cellules 1.1210 ont
été transfectées avec de I'ADNc de
Fas, conduisant a 'obtention de cel-
lules L.1210-Fas, exprimant Fas et sen-
sibles a d10S. Ainsi, par deux ap-
proches indépendantes (mutants et
transfectants), I'expression de Fas sur
la cellule cible s’avére nécessaire a la
lyse par des cellules d10S. Ce méca-
nisme n’est pas particulier a dl10S,
mais est, en fait, utilisé par pratique-
ment toutes les cellules T, qu'il s’agis-
se de clones ou de populations. En
particulier, des cellules cytotoxiques
spécifiques de l'antigeéne, obtenues
par culture mixte lymphocytaire ou
dans des exsudats péritonéaux allo-
immuns, peuvent exercer une cyto-
toxicité impliquant Fas [26]. Ces ré-
sultats sont maintenant largement
confirmés [29-31].

Ces données permettaient d’établir
un schéma provisoire du mécanisme
impliquant Fas (figure 1). Dans ce
schéma, Fas est nécessaire a la surfa-
ce de la cellule cible, ce qui implique
la disponibilité fonctionnelle d'un li-
gand de Fas a la surface de la cellule
effectrice.

Un ligand de Fas a la surface de la
cellule effectrice...

Nagata et ses colléegues a Osaka ont
sélectionné a partir de cellules d10S
des variants liant de fortes quantités
de molécules chimériques Fas-Fc,
donc exprimant vraisemblablement
des quantités élevées de ligand de
Fas. A partir de ces variants, '’ADNc

s u ligand de Fas a été cloné par ex-

pression [32]. La séquence de ce li-
gand de Fas est homologue des sé-
quences des TNF et des ligands de
CD40, CD27 et CD30 (m/s n°2
vol. 10, p. 234, [32]). Ainsi, une famil-
le de ligands homologues, incluant le
ligand de Fas, les TNF et les ligands
de CD40, CD27 et CD30, correspond
molécule a molécule a une famille de
récepteurs homologues, incluant Fas,
les récepteurs pour le TNF, CD40,
CD27 et CD30.

[’ADNc du ligand de Fas a été trans-
fecté dans des cellules Cos. Alors que
les cellules Cos ne sont pas cyto-
toxiques, les transfectants obtenus
sont fortement cytotoxiques, et uni-
quement pour des cellules cibles ex-
primant Fas [32]. Ainsi, et de facon
spectaculaire, la transfection du li-
gand de Fas suffit a conférer une ac-
tivité cytotoxique a des cellules Cos.
Comme ces derniéeres sont de type fi-
broblastique, ces résultats montrent
que ce mécanisme de cytotoxicité
peut se produire en I'absence
d’autres  molécules préférentielle-
ment exprimées sur des lymphocytes
activés. De plus, la protéine ligand de
Fas purifiée posséde une activité cyto-
toxique forte contre des cellules
cibles portant Fas [33], montrant que
des molécules de cellules tueuses
autres que le ligand de Fas ne sont
pas nécessaires a I'exécution du mé-
canisme impliquant Fas.

En conjonction avec d’autres résul-
tats, indiquant que certains gran-
zymes ne sont pas exprimés dans les
cellules d10S [25], les expériences ci-
dessus montrent qu'au moins cer-
tains composants du mécanisme im-
pliquant la perforine ne sont pas
nécessaires au mécanisme impliquant
Fas. De la méme facon, des cellules
effectrices provenant de souris a
gene perforine inactivé peuvent lyser
par le mécanisme impliquant Fas [3,
34] et des cellules effectrices de Sou-
ris gld, incapables de lyser par le mé-
canisme impliquant Fas [35, 36] du
fait d’'une mutation du ligand de Fas
(m/s n°6-7, vol. 10, p. 735, [37]), sont
capables de lyser par le mécanisme
impliquant la perforine [35]. Aucun
composant moléculaire commun n’a
donc été détecté pour I'instant entre
ces deux mécanismes au niveau de
leur exécution. Cela est d’autant plus
remarquable que ces mécanismes

® @)
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Exocytose TR Fas-L
granulaire 1,
perforine
granzymes CMH Fas
Mort de la
cellute cible

Figure 1. Deux mécanismes majeurs
de cytotoxicité par cellules T. L’en-
gagement du TCR par des antigénes
du CMH a la surface de la cellule
cible induit, a la fois, I'exocytose gra-
nulaire et I'expression du ligand de
Fas. Le mécanisme dépendant de
Fas implique, a la surface de la cellu-
le cible, au moins Fas pour la trans-
duction d’un signal de mort cellulaire
et des molécules du CMH pour assu-
rer la reconnaissance spécifique. Sy-
métriquement, a la surface de la cel-
lule tueuse, sont impliqués au moins
le TCR et le ligand de Fas. En termes
moléculaires, Fas définit ce mécanis-
me de cytotoxicité au niveau de la
cellule cible, alors que le ligand de
Fas le définit au niveau de la cellule
effectrice.

peuvent coexister dans les mémes
cellules effectrices [38].

Ainsi, la cytotoxicité par Tc impli-
quant Fas est maintenant définie en
termes moléculaires, non seulement
par la nécessité de Fas a la surface de
la cellule cible, mais également par la
nécessité d'un ligand de Fas a la sur-
face de la cellule effectrice. TCR et
CMH, et Fas et son ligand sur leurs
cellules  respectives  interagissent
quand une cellule effectrice ren-
contre une cellule cible. Nous ne sa-
vons pas si, lors de cette rencontre, il
y a interaction, par exemple a finalité
modaulatrice, de molécules autres que
celles-ci.

... exprimé apres engagement du
TCR

Des cellules de culture mixte lym-
phocytaire au jour 5 n’expriment pas
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de quantité détectable de ligand de
Fas, mais sont capables d’exercer une
cytotoxicité spécifique de I'antigene
et impliquant Fas (donc le ligand de
Fas a leur surface), dans un test de
cytotoxicité de 4 h. L’explication de
ce paradoxe réside dans la rapidité
de l'induction de I'expression du li-
gand de Fas lors de la reconnaissance
spécifique par le TCR. Dans des sys-
temes modeles ou le TCR est stimulé
par des anticorps anti-TCR ou anti-
CD3 [38, 39], I'expression de ce li-
gand peut se produire en 1 h. Dans
un test de cytotoxicité de 4 h, se dé-
roulent en fait deux étapes dis-
tinctes: (1) I'induction, au cours de
laquelle la reconnaissance d’une mo-
lécule du CMH sur les cellules cibles
entraine I'engagement du TCR, la
transduction d’un signal dans la ccl-
lule tueuse, et 'expression du ligand
de Fas ; et (2) 'exécution du méca-
nisme de cytotoxicité, ou le ligand de
Fas sur la cellule tueuse engage Fas
sur la cible, avec transduction d’un si-
gnal dans la cible et mort de celle-ci.
En d’autres termes, il y a induction,
spécifique de l'antigéne, d'une exé-
cution non spécifique de TI'antigéne
et dépendante de Fas. La spécificité
antigénique dans un test de cytotoxi-
cité réside au stade d’induction, et
non au stade d’exécution de cette cy-
totoxicité.

Par ailleurs, cette connexion ecntre
TCR et ligand de Fas, qui peut s’éta-
blir a partir d’un signal issu de la seu-
le chaine { de CD3, semble impli-
quer des tyrosine protéine kinases et
la calcineurine, et dépend du cal-
cium extracellulaire [38, 39]. Sur un
plan méthodologique, pour la cyto-
toxicité impliquant Fas, I'induction
est donc dépendante du calcium ex-
tracellulaire alors que I'exécution en
est indépendante, ce qui impose une
certaine prudence si on veut identi-
fier un mécanisme de cytotoxicité
par ses besoins en calcium. De fagon
plus générale, I'expression du ligand
de Fas semble induite par une voie
tres comparable a celle qui préside a
I'induction de certaines interleu-
kines, comme I'lIL2, I'interféron v, le
TNF o ; la rapidité de cette induction
est peut-étre ce qui I'individualise.

In vivo, le mécanisme de cytotoxicité
impliquant Fas doit étre limité, a la
fois par I'expression d’'un ligand de
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Fas fonctionnel sur des cellules effec-
trices, et I'expression de Fas sur des
cellules cibles potentielles. Chez la
souris, Fas est exprimé [24] dans le
thymus, le foie, I'ovaire et le coeur et
n’a pas été détecté dans le cerveau, la
rate, la moelle osseuse, le rein, les
testicules, et 'utérus. Chez I'homme,
Fas (identique a APO-1 [40]) est ex-
primé sur des types cellulaires variés
[21-23, 41-43], comme des cellules
myéloides et des fibroblastes, sur cer-
taines mais pas sur toutes les lignées
cellulaires lymphoides B et T, sur des
lymphocytes activés plus que sur des
lymphocytes au repos, et sur certains
lymphocytes infectés par des virus. Le
ligand de Fas est exprimé principale-
ment sur des cellules T activées, et
dans les testicules [32]. Ainsi, une ex-
pression marquée, a la fois de Fas et
de son ligand, a été trouvée jusqu’a
présent seulement parmi des popula-
tions lymphocytaires activées, souli-
gnant le role immunorégulateur pos-
sible de la cytotoxicité impliquant Fas
(voir plus bas).

Les mécanismes impliquant la perfo-
rine ou Fas semblent rendre tres lar-
gement compte de la cytotoxicité par
Tc in vitro

Le mécanisme de cytotoxicité T im-
pliquant Fas a pu étre détecté sans
peine dans des cellules de souris a
geéne perforine inactivé, et semble
rendre compte de I'ensemble de la
cytotoxicité par ces cellules. Cela a
été démontré dans de nombreux sys-
temes, en particulier pour des cel-
lules de culture mixte lymphocytaire
et d’exsudats péritonéaux allo-im-
muns spécifiquement sensibilisées
contre des cellules allogéniques, et
pour des cellules spléniques sensibili-
sées contre certains virus. En d’autres
termes, dans les systemes expérimen-
taux utilisés, aucun mécanisme de cy-
totoxicité a médiation cellulaire T
autre que les mécanismes impliquant
la perforine ou Fas n’a pu étre détec-
té [34]. Des résultats analogues ont
été obtenus dans d’autres labora-
toires [44, 45].

Cette conclusion que la cytotoxicité a
médiation cellulaire T in wvitro im-
plique ces deux mécanismes, et ces
deux mécanismes seulement, est sou-
mise aux réserves suivantes. Premie-

rement, le mécanisme détaillé de la
cytotoxicité relayé par la perforine
n'est pas connu et peut, lui-méme,
étre  hétérogene, impliquant par
exemple, soit la perforine seule, soit
perforine et granzymes. Deuxiéme-
ment, ces travaux considerent seule-
ment la cytotoxicité détectée dans
des expériences a court terme, in vi-
tro. I n'est nullement exclu que
d’autres mécanismes puissent étre
impliqués dans des tests de cytotoxi-
cité in vitro plus longs ou utilisant un
spectre plus large de cellules cibles.
Troisiemement, des situations in vivo
peuvent impliquer également d’au-
tres mécanismes. Pour explorer cette
possibilité, nous préparons des souris
doubles homozygotes P° X gld, qui de-
vraient n’exprimer, ni le ligand de la
perforine, ni Fas.

D’un autre point de vue, la cytotoxi-
cité passant par Fas ne nécessite pas
de calcium extracellulaire, et contrai-
rement a la cytotoxicité impliquant la
perforine, peut encore étre détectée
en présence de EGTA-Mg* [25, 26].
Suivant ce critére, cette cytotoxicité
ne rendrait compte que de 10% a
20 % [16, 26] de la cytotoxicité a mé-
diation cellulaire T spécifique de
I'antigene. Des résultats plus récents
suggerent que cette valeur peut étre
sous-estimée. Des évaluations directes
chez des souris a géne perforine inacti-
vé [34] ct I'observation que 'induc-
tion, contrairement a I'exécution de
la cytotoxicité basée sur Fas, dépend
du calcium (wvoir plus hawt, [39]), sug-
gerent que les mécanismes impli-
quant la perforine ou Fas peuvent
étre du méme ordre de grandeur sur
des cellules cibles appropriées [34].
[’existence de deux mécanismes mo-
léculaires de cytotoxicité distincts
pose l'intéressant probleme de I'ori-
gine de chacun de ces mécanismes
au cowrs de I'évolution. Le mécanis-
me impliquant la perforine et I'exo-
cytose granulaire pourrait avoir une
origine commune avec la dégranula-
tion mastocytaire, comme s’il avait été
emprunté par le systéme immunitaire
a 'une des voies de celle-ci. Le méca-
nisme impliquant Fas semble davanta-
ge apparenté a une mort cellulaire
liée au développement, comme s’il
avait été emprunté par le systeme im-
munitaire a une des voies de celle-ci.
Comment deux mécanismes si dif-
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férents, et d’origine vraisemblable-
ment différente, ont-ils pu converger
dans les mémes cellules pour exercer
la cytotoxicité ? Une approche onto
ou phylogénétique pourrait per-
mettre d’aborder cette question.

Pourquoi deux mécanismes plutét
qu’un seul ? De la cytotoxité a la ré-
gulation

La multiplicité des mécanismes peut
optimiser I'efficacité cytotoxique, au
moins contre certaines cellules
cibles. Il se pourrait également que
ces mécanismes aient des roles dis-
tincts. En particulier, la cytotoxicité
impliquant Fas peut avoir un rdle im-
munorégulateur. En effet, Fas est né-
cessaire, non seulement a un méca-
nisme de cytotoxicité, mais aussi au
controle du développement lympho-
cytaire, comme indiqué par la lym-
pho-accumulation et la maladie auto-
immune observées chez les souris lpr
[28, 46] anormales pour I'expression
de Fas (m/s n°7, vol. 8, p. 735 ; n°7,
vol. 10, p. 735, [27]). Ces deux roles
de Fas — cytotoxicité et controle lym-
phocytaire — peuvent étre liés de fa-
con causale : la cytotoxicité relayée
par Fas peut aussi assurer le controle
passant par Fas. En d’autres termes,
certaines cellules cytotoxiques pour-
raient détruire des lymphocytes acti-
vés syngéniques par le mécanisme
impliquant Fas, contribuant ainsi a la
délétion périphérique de cellules en-
gagées dans une réponse immune, et
donc a la régulation négative de cette
réponse.

Expérimentalement, des lymphocytes
activés in wvitro et restimulés peuvent
effectivement assurer par un méca-
nisme dépendant de Fas la lyse de
lymphocytes  activés  syngéniques
[35]. Ces résultats, tout en ne prou-
vant pas la relation causale entre
controle de la lymphoprolifération et
cytotoxicité dépendant de Fas, dé-
montrent I'existence de la machine-
rie nécessaire a cette relation causale.
La cytotoxicité dépendante de Fas
peut ainsi participer en partie a I'éli-
mination clonale de cellules T péri-
phériques [47] et peut-étre égale-
ment a I'élimination de cellules B
[48]. Cela serait cohérent avec la di-
minution de 'efficacité de la délé-

s tion périphérique observée dans des
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modeles in vitro utilisant des cellules
de souris ipr ou gld [49, 50].

Le mécanisme de la cytotoxicité dé-
pendante de Fas peut ainsi rendre
compte, au moins en partie, du
controdle par Fas de la lymphoprolifé-
ration. Il peut représenter un méca-
nisme, treés probablement parmi
d’autres, permettant le controle de la
réponse immune. Les cellules T cyto-
toxiques peuvent ainsi exercer deux
roles, le role classique de défense
contre «non-soi» ou «soi modifié »,
et un role régulateur impliquant Fas,
agissant sur «soi activé» et contri-
buant a la régulation négative des ré-
ponses immunes. Comme Fas est aus-
si capable de stimuler plutét que de
tuer certaines cellules [51-53], on ne
peut exclure la possibilité d’une ré-
gulation impliquant Fas, autre que
négative. Dans ce sens, au moins cer-
taines cellules T cytotoxiques doivent
étre également considérées comme
des cellules régulatrices. Il est intéres-
sant de se demander si une partie de
la phénoménologie liée a des cellules

« suppressives » ne pourrait pas étre
liée a ces cellules tueuses régula-
trices.

Dans cette régulation impliquant Fas
(figure 2), des lymphocytes activés
sont restimulés par engagement du
TCR lors d’une reconnaissance anti-
génique. Cela conduirait a une ex-
pression du ligand de Fas sur cer-
taines cellules et de Fas sur les
mémes cellules ou sur d’autres lym-
phocytes activés. Des interactions
entre ligand de Fas et Fas condui-
raient a la mort cellulaire. Ces phé-
nomeénes fourniraient ainsi  un
exemple de controle social de mort
ou de vie cellulaire [54], comme
dans d’autres systemes [55-57], impli-
quant dans ce cas des cellules tres
semblables, se tuant les unes les
autres par interaction membranaire
directe. Cela, de nouveau, évoque
pour le systeme Fas des antécédents
liés au développement.

On peut se demander si des méca-
nismes similaires impliquant Fas peu-
vent étre en jeu dans certains proces-

Lymphocyte T

Fas-L

%

Activation

il

TCR
CMH/Ag

Lymphocyte T

Activation

Figure 2. Un mécanisme possible liant cytotoxicité et régulation dépendant
de Fas. Au pic d’'une réponse immune, la stimulation ou la restimulation an-
tigénique induit sur des lymphocytes T I'expression de Fas et du ligand de
Fas (ici sur des cellules différentes, quoique la co-expression ne soit pas ex-
clue). Une cytotoxicité impliquant Fas peut alors éliminer des lymphocytes
spécifiques de I'antigéne en cause contribuant, par délétion périphérique, a
la régulation négative de cette réponse immune.
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sus pathologiques acquis ou congéni-
taux dans le systéeme immunitaire.
S’ils sont déficients, ces mécanismes
peuvent conduire, par exemple, a
une mauvaise limitation des réactions
immunes, aboutissant a des réactions
auto-immunes comme dans les souris
lprou gld. S’ils sont exagérés, ces mé-
canismes peuvent conduire en parti-
culier a une déplétion lymphocytaire
et a des immunodéficiences, et pour-
raient jouer un roéle dans des situa-
tions pathologiques aigués ou chro-
niques d’activation de cellules T W
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