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ésumé

Les mastocytes sont des cellules granuleuses préférentiellement localisées au niveau des tissus dont les précurseurs hématopoïétiques sont
etrouvés au niveau de la moelle osseuse. Leurs cytoplasmes renferment de très nombreuses granulations contenant des médiateurs préformés. À
eurs surfaces, les mastocytes expriment de nombreux récepteurs incluant le récepteur de haute affinité pour les IgE (RFc�I). Son agrégation par le
omplexe IgE–allergène entraîne une rapide libération du contenu des granules de sécrétion ce qui déclenche la phase immédiate de l’hypersensibilité
e type I. La machinerie de sécrétion utilisée par les granules de sécrétion du mastocyte suite à son activation et notamment son interaction avec
e cytosquelette reste mal connue. Nous nous sommes particulièrement intéressés au rôle que pourrait jouer la protéine motrice kinésine-1 dans le
ransport sur le réseau de microtubule des granules contenant les médiateurs vers leur lieu de sécrétion. L’intervention du complexe protéique formé
e la petite GTPase Rab27b et de son effecteur synaptotagmin-like  protein  3  (Slp3) est responsable du recrutement de la kinésine-1 sur les granules
e sécrétions suite à l’activation du mastocyte par RFc�I. La formation du complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1 s’est avéré dépendre de l’activité
hosphoinositol 3-kinase (PI3K). Nous proposons ici une brève synthèse des connaissances nouvelles sur la caractérisation de la machinerie de
ransport régulant la dégranulation mastocytaire.

 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Mast cells (MC) are granulated cells of hematopoietic origin localised to most tissues whose haematopoietic precursors are found in bone
arrow. Their cytoplasm holds large numbers of granulations containing preformed mediators. MC express at their surface numerous receptors

ncluding the high-affinity IgE receptor (Fc�RI). Cross-linking of receptor-bound IgE by specific multivalent antigens triggers the release within
inutes of preformed mediators contained in secretory granules (SGs), leading to immediate IgE-mediated type I hypersensitivity reaction. The

ecretory machinery that allows SG secretion by mast cells and its interaction with the cytoskeleton continue to be a poorly understood. We
re particularly interested in analysing the role of kinesin-1 motor protein, a conventional member of the kinesin superfamily, in the transport
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f SG along the microtubule network to their site of secretion. The protein complex formed by the small GTPase Rab27b and its effector,
ynaptotagmin-like protein 3 (Slp3), is responsible for the stimulation-dependent recruitment of kinesin-1 to SG upon Fc�RI activation. Formation
f the Rab27b/Slp3/kinesine-1 complex is dependent on phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) activity. Herein, we propose a brief overview of
ecent knowledge acquired regarding characterisation of the transport machinery regulating mast cell degranulation.

 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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.  Introduction  et  contexte

Les mastocytes sont des cellules immunitaires dont les pré-
urseurs hématopoïétiques sont retrouvés au niveau de la moelle
sseuse [1]. Ils sont localisés au niveau des tissus et plus particu-
ièrement au niveau des tissus en contact avec l’environnement
xtérieur comme la peau, les bronches et le tube digestif. Leurs
ocalisations leur attraient des fonctions de cellules sentinelles à
’interface entre l’immunité innée et adaptative. Les mastocytes
nt été impliqués dans la défense antimicrobienne et antiparasi-
aire mais ils peuvent avoir de multiples autres rôles comme dans
e remodelage tissulaire, la présentation antigénique, la régu-
ation des réponses lymphocytaires T, etc. [2–7]. Malgré leur
ôle indéniable dans la régulation des réponses immunitaires,
es mastocytes sont plus connus pour être les cellules effec-
rices responsables des réactions allergiques immédiate de type

 et si la réaction est trop exacerbée d’un choc anaphylactique
8]. Leurs cytoplasmes renferment de très nombreuses granu-
ations contenant les médiateurs préformés comme l’histamine
t la sérotonine, des enzymes lysosomales, des protéases et cer-
aines cytokines. À leurs surfaces, les mastocytes expriment de
ombreux récepteurs incluant le récepteur de haute affinité pour
es IgE (RFc�I). Son agrégation par le complexe IgE–allergène
ntraîne une rapide libération du contenu des granules de sécré-
ion (d’un diamètre de 500 nm–1 �m) qui sera responsable de
’hypersensibilité immédiate [9]. Dans un second temps (15 à
0 min après la stimulation) a lieu la libération des médiateurs
ipidiques synthétisés à partir des phospholipides membranaires
prostaglandines, leucotriènes et PAF). Après quelques heures
’activation, les mastocytes synthétisent et sécrètent également
e nombreuses cytokines (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 IL-10,
L-13, TNF�) via des vésicules de sécrétions (d’un diamètre de
0 nm) qui sont distinctes des granules contenant les médiateurs
réformés. L’activation mastocytaire peut entraîner la libération
otale du contenu des granules de sécrétion ce qui aura pour
onséquence des effets biologiques très sévères sur le plan local
t systémique. Environ 72 h seront nécessaires aux mastocytes
our recharger ses granules de sécrétion [10].

Les granules de sécrétion (GS) contenant les médiateurs pré-
ormés sont considérés comme des organelles apparentés aux
ysosomes qui partagent les propriétés des lysosomes et des vési-
ules de sécrétion (LRO, lysosome-related  organelles) [11,12].
es LRO sont retrouvés dans différents types cellulaires de type
Pour citer cet article : Munoz I, et al. Caractérisation de la machinerie d
(2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004

ématopoïétique comme les plaquettes (les granules denses),
es lymphocytes T cytotoxiques (les granules cytotoxiques), les
ellules natural  killer  (NK) (les granules cytotoxiques) et non
ématopoïétique comme les mélanocytes (les mélanosomes).
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algré des caractéristiques lysosomales communes, pH acide
t marqueurs lysosomales (CD63, Lamp1,2), chaque LRO pro-
enant de ces différents types cellulaires auront un contenu
ien spécifique. Il est intéressant de noter que des mécanismes
imilaires ou identiques de transport ou de fusion vésiculaire
ourront être utilisés par ces différents types cellulaires.

Le modèle classique de sécrétion des granules de sécrétion
ans les mastocytes nécessite le déplacement des granules sur
e réseau de microtubule vers leurs lieux de sécrétion avant les
tapes d’arrimage et de fusion des granules avec la membrane
lasmique [13] (Fig. 1). Deux autres modes de sécrétion spéci-
ques de la dégranulation mastocytaire peuvent aussi coexister.
e premier mode fait intervenir une fusion entre granules avant
ue le granule situé le plus proche de la membrane plasmique
e fusionne avec elle. Ce mécanisme aussi connu sous le nom
’exocytose composée ou cumulative permet de faciliter très
apidement et sans transport la sécrétion des contenus des gra-
ules les plus enfouis dans le cytosol en limitant le nombre de
usion direct avec la membrane plasmique [9,14] (Fig. 1). Ce
écanisme facilite le relargage de la totalité du contenu des gra-

ules en un minimum de temps. Le deuxième mode n’est pas
aractérisé par un mécanisme de fusion membranaire mais par
ne exocytose progressive du contenu des granules aussi appelé

 piecemeal degranulation » pour « dégranulation à l’emporte-
ièce » [15] (Fig. 1).

Nous nous sommes particulièrement intéressés au méca-
isme de transport utilisé par les granules de sécrétion pour
e déplacer sur le réseau de microtubules vers leurs lieux de
écrétion.

.  Voie  de  signalisation  en  aval  du  récepteur  RFc�I
onduisant à  la  dégranulation  mastocytaire

L’activation de la signalisation en aval du récepteur RFc�I
uite à son engagement par le complexe IgE–allergène entraîne
ne réorganisation du cytosquelette de microtubules et un
ésassemblage du réseau périphérique d’actine [13]. La voie
’activation composée de la protéine tyrosine kinase Src :
yn, l’adaptateur Gab2 et de la petite GTPase RhoA joue un
ôle crucial dans la réorganisation des microtubules en venant
ecruter et activer la phosphoinositol 3-kinase (PI3K) et ARF1
13,16] (Fig. 2). Plus récemment, l’atypique guanine nucléotide
e transport régulant la dégranulation mastocytaire. Rev Fr Allergol

xchange  factor  pour Rac, DOCK5 de part son association à
ck2 et Akt régule aussi la dynamique des microtubules dans les
astocytes. Ceci nécessite la phosphorylation et l’inactivation

e la glycogène synthase kinase 3 bêta (GSK3�) par Akt [17]

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004
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Fig. 1. Représentation des différents modes de sécréti

Fig. 2). La réorganisation du cytosquelette est une étape indis-
ensable pour la translocation des GS vers leur lieu de sécrétion.

La mobilisation calcique qui nécessite les kinases Lyn et Syk
t les molécules adaptatrices LAT et SLP76 entraîne l’activation
e la phospholipase C�  (PLC�) permettant l’hydrolyse mem-
ranaire du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en
nositol triphosphate (IP3). L’IP3 permet l’activation des
anaux calciques des citernes du réticulum endoplasmique et
’augmentation de la concentration cytosolique des ions Ca2+

13] (Fig. 2). Cette mobilisation calcique est indispensable à
’étape de fusion des GS avec la membrane plasmique qui néces-
ite la formation du complexe SNARE (Fig. 2).

.  Rôle  de  la  kinésine-1  dans  le transport  des  granules
e sécrétion

Les mécanismes moléculaires qui régulent la fusion vésicu-
aire entre les granules de sécrétion et la membrane plasmique
ommencent tout juste à être décrits et impliquent les protéines
NARE (N-ethylmaleimide-sensitive  factor  attachment  protein
eceptors) : syntaxine 3, syntaxine 4, SNAP-23 et VAMP8, et la
rotéine accessoire Munc18-2 [18–20]. La famille Rab27 consti-
uée de Rab27a et Rab27b a été impliquée dans la sécrétion
es granules de sécrétion avec un rôle plus prépondérant pour
ab27b [21]. Les protéines Rab sont de petites GTPases qui
scillent entre une forme active qui fixe le GTP (guanine tri-
Pour citer cet article : Munoz I, et al. Caractérisation de la machinerie d
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hosphate) et une forme inactive qui fixe le GDP (guanine
iphosphate) [22]. Plusieurs effecteurs interviennent dans la
égulation du cycle des Rab. Sous sa forme active, les pro-
éines Rab sont préénylées ce qui leur donnent un ancrage

l
l
p

i surviennent suite à l’activation du récepteur RFc�I.

embranaire. Ces petites protéines G sont de véritables mar-
ueurs d’identité des différents compartiments cellulaires ;
ar exemple Rab5 cible le compartiment endosomal précoce,
ab11 le compartiment endosomal de recyclage et Rab27 le
ompartiment endosomal tardif et lysosomal [23]. Les protéines
ab sont aussi connues pour réguler les étapes de transport et
e fusion vésiculaire, étapes indispensables à la régulation du
rafic intracellulaire.

L’implication du gène codant pour Rab27a dans le syndrome
e Griscelli de type 2, pathologie immunitaire caractérisée par
a survenu d’un syndrome d’activation lymphocytaire et macro-
hagique (connu sous le nom de syndrome hémophagocytaire)
ans les premières années de vie, a permis d’identifier un effec-
eur clé de la machinerie de sécrétion des granules cytotoxiques,
ffecteur nécessaire à l’étape de transport et d’arrimage des gra-
ules cytotoxiques au niveau de son site de sécrétion [24,25].
e défaut de l’activité cytotoxique de ces cellules tueuses sont

 l’origine de cette dérégulation de la réponse immunitaire lors
’une infection ou au cours d’une réponse anti-tumorale. Par
illeurs, la sécrétion de granules cytotoxiques utilise le moteur
oléculaire, la kinésine-1 pour réguler le transport terminal

es granules vers leur lieu de sécrétion [26]. La kinésine-1 est
ecrutée sur les granules cytotoxiques par le complexe molécu-
aire composé de Rab27a/Slp3 (synaptotagmin-like  protein  3)
Fig. 3). De même dans les neurones, une étude a montré que
e transport antérograde sur le réseau de microtubule de vési-
e transport régulant la dégranulation mastocytaire. Rev Fr Allergol

e complexe Rab27b/Slp1 sur la vésicule par l’intermédiaire de
a molécule adaptatrice CRMP2 (collapsin  response  mediator
rotein  2) [27] (Fig. 3).

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004
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Fig. 2. Représentation des différentes voies de signalisation en aval du récepteur RFc�I qui conduisent à la réorganisation des microtubules et à la mobilisation
calcique indispensable à la translocation des GS pour le premier et à la fusion des granules avec la membrane plasmique pour le second.
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ig. 3. Schéma illustrant les différents complexes moléculaires qui relient le ca

La kinésine-1, moteur moléculaire conventionnel, est un
étérotrétramère formée d’un homodimère de chaînes lourdes
KHC) et d’un homodimère de chaînes légères (KLC). La
Pour citer cet article : Munoz I, et al. Caractérisation de la machinerie d
(2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004

haîne lourde est codée chez les mammifères par 3 gènes :
if5a, Kif5b  et Kif5c  [28]. De même, 3 gènes codent pour les
haînes légères : KLC1, KLC2  et KLC3. Kif5b et KLC1 sont

m
v
c

 réseau de microtubules dans les lymphocytes T cytotoxiques et les neurones.

etrouvées majoritairement exprimées dans les mastocytes. Les
êtes globulaires ou régions motrices de la kinésine-1 codées
ar les chaînes lourdes s’associent aux microtubules et per-
e transport régulant la dégranulation mastocytaire. Rev Fr Allergol

ettent le mouvement antérograde allant de l’extrémité (–)
ers l’extrémité (+) du microtubule par l’hydrolyse d’ATP. Les
haînes légères entremêlées aux chaînes lourdes constituent la

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004
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ueue du moteur moléculaire, domaine par lequel les cargos
ont recrutés [29,30]. Un mécanisme d’autoinhibition est utilisé
ar différentes familles de kinésines afin de limiter l’interaction
e la kinésine avec les microtubules. Certaines kinésines
euvent adopter une conformation repliée sur elle-même ou
es domaines impliqués dans l’interaction avec les cargos
ont venir interagir avec les domaines moteurs [30]. La
onformation d’autoinhibition des kinésines est levée grâce

 l’activation cellulaire qui peut moduler la phosphorylation
u moteur moléculaire et l’interaction avec ses effecteurs
30].

Afin de mieux comprendre le rôle de la kinésine-1 dans le
ransport des granules de sécrétion après activation du mastocyte
ar les RFc�I, nous avons généré un modèle murin qui invalide
pécifiquement la chaîne lourde de la kinésine-1 (Kif5b) [31]
ans toutes les cellules hématopoïétiques (cKOkif5b) [32]. Ce
odèle murin n’a pas montré de défaut de développement ou

e localisation des mastocytes in vivo. Par contre, l’induction
’un choc anaphylactique chez ce modèle murin a montré une
éponse moins intense que chez les souris témoins avec une
iminution de la sécrétion de MCPT-1 dans le sérum 60 min
près l’induction du choc anaphylactique [32]. In vitro, la géné-
ation de mastocytes à partir de précurseurs de la moelle osseuse
éficient pour Kif5b a permis de démontrer le défaut de sécré-
ion des granules de sécrétion suite à l’activation par les RFc�I
32]. Aucun défaut de sécrétion de cytokines n’a pu être mis en
vidence en absence de la kinésine-1. De même, la signalisa-
ion proximale en aval du RFc�I ainsi que la réorganisation des

icrotubules ne sont pas altérées. Ces résultats suggèrent que
a kinésine-1 est le moteur moléculaire responsable de la trans-
Pour citer cet article : Munoz I, et al. Caractérisation de la machinerie d
(2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004

ocation des granules de sécrétion vers leurs lieux d’exocytose
près activation par les récepteurs de haute affinité pour les IgE
n vivo et in vitro [32].

s
d
fi

ig. 5. Modèle de transport des granules de sécrétion faisant intervenir la kinésine
oléculaire Rab27b/Slp3 localisé sur les granules de sécrétion et qui suite à l’activa

ermet d’assurer la translocation des granules contenant les médiateurs préformés ve
égion amino-terminale et de deux domaines C2 liant le calcium dans la région
arboxy-terminale.

.  Caractérisation  de  la  machinerie  de  transport
égulation  la  dégranulation  mastocytaire

Pour mieux comprendre le mode d’action de Rab27a/b dans
a régulation de la sécrétion des LRO dans différents types
ellulaires, différentes études ont identifié les effecteurs de
ab27a/b en se concentrant plus particulièrement sur les effec-

eurs capables de s’associer à la forme active de la petite GTPase
26,33,34]. Trois familles d’effecteurs, Slp (sytnaptotagmin-like
rotein), Slac2 (Slp  homologue  lacking  C2  domains) et RBD
Rab3 binding  domain), comptant une dizaine de membres ont
té décrites pour interagir avec la forme active de Rab27a/b
33]. Tous les membres de ces familles ont la particularité
e posséder un domaine SHD (Slp  homology  domain), loca-
isé dans leur région amino-terminale qui est responsable de
’interaction avec Rab27a/b (Fig. 4). La famille Slp est compo-
e transport régulant la dégranulation mastocytaire. Rev Fr Allergol

ée de cinq membres, Slp1–5, ayant tous en commun deux
omaines C2 dans leur région carboxy-terminale, capables de
xer une molécule de calcium et de s’associer au phospholipide

-1 dans le mastocyte. Ce mécanisme de transport fait intervenir le complexe
tion des récepteurs RFc�I via l’activité de la PI3K recrute la kinésne-1 ce qui
rs leur lieu de sécrétion.

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.004
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e la membrane plasmique [33] (Fig. 4). La protéine Slp3 s’est
vérée fortement exprimée dans les mastocytes, attirant notre
ttention sur son rôle potentiel dans la sécrétion des granules
ontenant les médiateurs préformés. Des expériences utilisant
’inhibition fonctionnelle par des ARN inhibiteurs ciblant Slp3 a
ermis de confirmer sa participation à la dégranulation mastocy-
aire [32]. Des approches d’imagerie confocale et de biochimie
nt confirmé l’association de Slp3 et Rab27b à la surface des
ranules de sécrétion [32]. Suite à l’activation des mastocytes
ar les RFc�I, le complexe moléculaire Rab27b/Slp3 est alors
apable d’interagir avec la kinésine-1, événement indispensable

 la translocation des granules de sécrétion vers leurs sites
’exocytose à la membrane plasmique (Fig. 5) [32]. De plus,
a formation du complexe de transport Rab27b/Slp3/kinésine-

 nécessite l’activité de la PI3K (Fig. 5). En effet, l’utilisation
e substance (LY-294002) qui inhibe la PI3K abolit la formation
u complexe de transport Rab27b/Slp3/kinésine-1. Par contre,
’inhibition de la mobilisation calcique par le BAPTA ou la dépo-
ymérisation des microtubules par le nocodazole n’a pas d’effet
ur la formation du complexe [32].

En conclusion, l’étude d’un modèle murin conditionnel pour
a chaîne lourde de la kinésine-1 spécifiquement invalidé dans
es cellules de la lignée hématopoïétique a permis de démon-
rer l’implication de ce moteur moléculaire dans le processus de
ranslocation des granules de sécrétion vers leurs lieux de relar-
age. Ce mécanisme de transport fait intervenir le complexe
oléculaire Rab27b/Slp3 localisé sur les granules de sécrétion

t qui suite à l’activation des RFc�I via l’activité de la PI3K
ecrute la kinésine-1 ce qui permet d’assurer la translocation
es granules contenant les médiateurs préformés.

.  Perspectives

Ces résultats ont permis d’approfondir les connaissances
ur les mécanismes physiologiques qui conduisent à la dégra-
ulation mastocytaire. En venant décortiquer la machinerie
oléculaire responsable de ces mécanismes, on laisse entrevoir

’identification de nouvelles cibles thérapeutiques inhibant spé-
ifiquement la dégranulation mastocytaire tout en préservant la
écrétion de cytokines qui peuvent avoir des effets bénéfiques
n conservant les propriétés immunorégulatrices du mastocyte.
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