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1 INTRODUCTION

Les étres humains sont a la fois semblables et différents. Les ressemblances évidentes
entre les humains constituent la « nature humaine » : la station debout, la minceur de la peau,
une pilosité peu développée... C’est ce qui nous rassemblent et nous distinguent des autres
organismes et des autres mammiféres. Au sein méme de la nature humaine, les étres humains
sont caractérisé€s par une incroyable diversité, tant sur un plan physique (taille, poids, pilosité,
couleur de peau...) que psychique.

Pour le généticien, la raison ultime de la différence entre les gens est la différence
entre leurs geénes. Pour le comportementaliste, les différences psychiques ont pour seule
origine les habitudes acquises sous ’effet de I’environnement. En fait, la compréhension de la
diversité humaine passe par une synthése ou interviennent a la fois la biologie moléculaire, la
génétique, I’embryologie, la physiologie, la sociologie, I’anthropologie, I’économie politique,
I’histoire... Ainsi, la compréhension de la diversit¢é humaine passe par la connaissance de la
balance entre les différences biologiques d’origine génétique et celles dues a I’environnement
qui constitue la célébre opposition entre « nature » et « culture ». En effet, les organismes sont
en continuel développement, influencé par I’interaction réciproque des genes et de
I’environnement [1].

Les variations génétiques héritables visualisées grace aux « marqueurs génétiques »,
tels que le systéeme des groupes sanguins ABO, certaines protéines (haptoglobine,
transferrine) ou le systéme des antigénes d’histocompatibilité leucocytaire, ont permis de

reconstituer notre passe.

Le systéme d’histocompatibilit¢ humain, nommé HLA (Human Leucocyte Antigen ou

antigeénes des leucocytes humains) a été caractérisé a partir de 1952 par Jean Dausset, prix
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Nobel de Médecine en 1980 [2]. Ces geénes, regroupés dans une méme région du chromosome
6 chez ’homme, le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), codent pour des protéines
d’histocompatibilité.

Ces marqueurs moléculaires, qui caractérisent chaque individu d’une espéce,
déterminent ainsi une identité tissulaire et de ce fait la capacité d’un organisme a tolérer un
greffon issu d’un autre individu HLA identique (compatibilité tissulaire).

Le polymorphisme —ou diversité génique- constitue une des particularités trés
spécifique de ce systéme de groupes.

Les genes du CMH proviennent de geénes ancestraux datant de plus de 65 millions
d’années et 1’étude statistique du patrimoine génétique HLA des populations permet de
reconstituer I’histoire du peuplement des différentes régions du globe.

L’espéce humaine constitue une population naturelle d’apparition récente. Par
conséquent, presque toutes les variantes des genes sont présentes dans toutes les populations
humaines (ainsi aucune classification raciale ne permet de caractériser les individus par des
présences ou absences de geénes). Seules les fréquences de ces geénes varient selon les
populations.

De plus, la variation des fréquences géniques HLA a travers le monde dépend de la
distance géographique entre les populations. Ainsi, la carte de la répartition mondiale des
genes humains révele ’existence d’un noyau central constitué¢ de I’ Afrique de ’Est, I’ Afrique
du Nord, le Proche Orient et la péninsule indienne [1, 3]. Il y a 50000 a 100 000 ans, des
groupes de migrants ont quitté cette zone géographique pour aller vers 1’Orient et 1’Océanie
puis vers I’Europe et I’Amérique, enfin vers 1’Afrique de I’Ouest et du Sud. Chacun de ces
groupes a emporté un échantillon de genes puisé dans le répertoire d’origine. Ainsi, ces petits
groupes ont fond¢ des populations qui présentent des différences dues a ces échantillonnages

successifs, inégaux en taille et en variété.
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De découverte plus récente, les molécules KIR, Killer-cell-Immunoglobulin-like-
Receptor, sont des récepteurs activateurs et inhibiteurs, exprimés a la surface des cellules
Natural Killer (NK), acteurs essentiels du systéme immunitaire : ces cellules jouent un réle
prépondérant lors de la réponse immunitaire innée antivirale et antitumorale, provoquant la
lyse des cellules cibles infectées ou transformées. Ces récepteurs possedent comme ligands
majoritaires les molécules HLA de classe I classiques (HLA-A, -B, -Cw) et non classique
(HLA-G) et permettent la régulation de P’activité lytique NK, celle-ci résultant des signaux
activateurs et inhibiteurs. Néanmoins, de nombreux ligands, spécifiques de ces molécules, en
particulier des récepteurs activateurs, ne sont pas connus, mais probablement pas uniquement
représentés par les molécules HLA.

En plus d’une relation « Récepteur-Ligand », les molécules KIR possédent une
caractéristique commune avec les molécules HLA, a savoir celle d’un polymorphisme
peptidique, traduisant un polymorphisme des séquences nucléotidiques ou polymorphisme
allélique important. Ils représentent pour cela de bons candidats comme marqueurs de
génétique humaine, méme si a 1’heure actuelle, peu d’études de population ont été publiées
concernant les fréquences géniques de ces récepteurs KIR.

Enfin, le dernier point concernant les récepteurs KIR, les rapprochant toujours plus de
leurs ligands HLA, est le role important qu’ils semblent jouer dans la greffe de moelle osseuse
(GMO) ou plus généralement dans la greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSP). En
effet, les génes KIR, récemment étudiés en GMO, pourraient étre dans certaines conditions
fortement impliqués dans le devenir du greffon, en particulier en terme de compatibilités KIR
et ligands HLA entre le Donneur et le Receveur. Une connaissance plus approfondie des
mécanismes d’action des récepteurs KIR en relation (ou non) avec leurs ligands HLA, semble

déja faire apparaitre un role variable des différentes spécificités KIR. En effet, les spécificités
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KIR activateurs seraient fonctionnellement plus impliquées que les spécificités KIR

inhibiteurs.

2 OBJECTIFS

Les ¢études sur les récepteurs KIR, marqueurs des cellules NK, et/ou de leurs ligands,
dans les greffes de CSP se multiplient actuellement dans le but de découvrir un « modele
parfait » d’incompatibilité/compatibilité KIR [4], au-dela des compatibilités HLA, entre le
donneur apparenté ou non-apparenté et le receveur. En parallele, les récentes analyses de
polymorphisme génétique des récepteurs KIR dans les différentes populations doivent étre
¢tendues dans le but d’approfondir les connaissances actuelles concernant ces marqueurs
génétiques récemment découverts, en terme de diversité et donc de fréquence de génes,
génotypes, haplotypes et d’éventuels déséquilibres de liaison existants. Conjuguées a des
études rétrospectives de l'impact des diversités KIR entre le donneur et le receveur de CSP sur
la prise de greffe, les risques de GvH, de rejet... ces différentes études devraient permettre a
terme une meilleure sélection génétique (HLA et KIR) de donneurs provenant de différents
fichiers internationaux de donneurs volontaires de CSP, et ainsi une amélioration du taux de

survie des receveurs greffés.

La premiére partie de ce travail dressera un état des lieux des connaissances actuelles
publiées dans la littérature scientifique, concernant les cellules NK ainsi que leurs marqueurs
KIR. Dans une seconde partie seront abordées les données essentielles concernant ces
récepteurs KIR en particulier, I'intérét génétique en tant que marqueurs de populations et

l'intérét clinique dans la greffe de moelle osseuse.
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Dans ce contexte, les objectifs de cette thése consisteront a étudier les récepteurs KIR,
dans leur diversité génétique, dans 4 populations géographiquement différentes, sélectionnées
en fonction de disparités génétiques attendues: la population sénégalaise, les populations
caucasoides francaise et finlandaise, et enfin la population guadeloupéenne, représentant a ce
titre des populations reflétant des courants migratoires complexes et différents. Les
fréquences des geénes, génotypes et haplotypes KIR seront ensuite déterminées pour chaque
population, puis comparées entre elles et avec les données de la littérature. L’analyse des
distances génétiques nous permettra, a partir de lois statistiques validées antérieurement sur le
modele HLA, de vérifier nos résultats, en considérant I’histoire du peuplement sur terre.

Ces données devraient se révéler trés utiles secondairement en greffe de CSH pour des
calculs de probabilité de sélection de donneurs de moelle sur la base de compatibilités KIR

comme cela est déja le cas pour le systeme HLA.
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1 LES CELLULES NATURAL KILLER (NK)

1.1.  Généralités

Les cellules Natural Killer (NK) sont une sous-population de lymphocytes, différente
des lymphocytes B et T et constituent une composante cellulaire majeure du systéme
immunitaire inné. Chez I'homme adulte, elles représentent 5 a 20% des lymphocytes du sang
circulant et sont présentes également dans de nombreux organes comme le foie, la rate, les
poumons, les ganglions lymphatiques, le placenta et les intestins. Elles reconnaissent et
¢liminent les cellules cibles anormales, notamment les cellules infectées par des virus ou les
cellules tumorales.

Les cellules NK se définissent a la fois sur des criteres morphologiques,

phénotypiques et fonctionnels.

» Ontogénie des cellules NK

Les cellules NK dérivent d'un progéniteur médullaire commun aux lymphocytes T,
mais contrairement aux lymphocytes T et B, n’expriment pas de récepteur spécifique pour
I’antigéne (TCR ou Immunoglobuline). Leur maturation est extra-thymique et s'effectue au
contact du micro-environnement médullaire, dans un contexte cytokinique particulier (IL15,

IL21).
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» Morphologie

Les cellules NK sont de grands lymphocytes granuleux (large granular lymphocytes
LGL) contenant des granules cytoplasmiques riches en perforine et granzymes, libérées lors

de la phase effectrice de cytotoxicité.

> Caractérisation des cellules NK

Les lymphocytes NK se caractérisent par l'absence des récepteurs spécifiques de
l'antigeéne des lymphocytes B (Immunoglobulines Ig) et des lymphocytes T (TCR/CD3). Chez
I'homme, ces cellules expriment un récepteur de basse affinité pour le fragment Fc des IgG,
CD16 (FcyRIIIA) ainsi qu'une molécule d'adhérence du systeme nerveux, CD56 (Neural Cell
Adhesion Molecule NCAM).

Ainsi les cellules NK sont de phénotype caractéristique CD3- CD16+ CD56+ [5].

La densité des molécules CD56 a la surface des cellules NK permet de distinguer deux
sous-populations (CD56bright, CD56dim), fonctionnellement différentes dans le sang circulant
[6]. La grande majorité des cellules NK (90%) expriment faiblement CD56 (CD56%™) et
fortement CD16 (CD16bright); elles ont des capacités cytotoxiques importantes et proliferent
mal en réponse a IL2. A linverse, les cellules NK CD56™" CD16%™ ou CD16™¢,
représentent 10% des NK, sont peu cytotoxiques et capables de proliférer en réponse a de
faibles doses d'IL2. Ces dernieres produisent en grande quantité des cytokines comme 1'TFNy,
IL10, TNFa, TNFB. [7].

Les marqueurs spécifiques des cellules NK du sang périphérique sont les molécules

NKp46 et NKp30.
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1.2. Fonctions des cellules NK : deux types de cytotoxicité

Les cellules NK jouent un rdle important dans la réponse immunitaire innée via leurs
fonctions de cytotoxicité dite naturelle. De plus elles produisent des cytokines et chemokines
[8] et interviennent ainsi dans la coopération cellulaire et l'orientation de la réponse
immunitaire acquise.

Les cellules NK peuvent exercer deux types de cytotoxicité (Figure 1):

- la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) au cours de laquelle la molécule
CD16 exprimée a la surface des cellules NK reconnait le fragment Fc des Ig fixé

sur les cellules cibles, provoquant secondairement leur lyse.

- la cytotoxicité naturelle, non restreinte par le CMH mais qui en dépend.
L'activation des cellules NK est régulée par un équilibre entre des signaux
activateurs et inhibiteurs, passant par des récepteurs, qui reconnaissent les
molécules du CMH de classe 1. L'interaction entre ces récepteurs inhibiteurs et
leurs ligands exprimés a la surface des cellules cibles inhibe l'activation du
programme de lyse et de production des cytokines. Chaque clone NK d'un individu
exprime au minimum un récepteur inhibiteur spécifique d'une molécule CMH de
classe I du soi et permet ainsi la protection des cellules autologues non altérées. Au
contraire, 1'absence ou le nombre insuffisant de molécules de CMH de classe I ou
la présence de ligands activateurs (qui restent a identifier) a la surface des cellules
cibles conduit a l'activation de la lyse, ce qui caractérise 1'hypothése du "soi
manquant" [9]. Ces événements se produisent fréquemment dans les infections

virales ou les pathologies tumorales [10]. Ces réactions d'immunosurveillance
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naturelles sont donc complémentaires a celles acquises des lymphocytes T CD8+
cytotoxiques qui, a I’inverse, ne peuvent lyser que des cibles, CMH classe I

positives, présentant un antigéne spécifique.

Natural killer cell Natural killer cell

Killer- - Killer-
activating / inhibitory
receptor receptor
Ao attack

MHC class |
» molecule

Ubiquit0u54
I'T'I0|eCU|7' Tl

Perforin
\ and
granzymes
Normal cell Abnormal cell lacking MHC class | molecules
Figure 1 Meécanisme de la cytotoxicité NK [11]
Les cellules NK activées et en particulier la sous-population NK CD56™&" chez

I'homme, sécretent un grand nombre de cytokines de type Thl, Th2 ou pro-inflammatoires et
des chimiokines. L'IFNy (cytokine Thl), joue un rdéle majeur dans la défense antivirale
impliquant les cellules NK. D'autre part, les réactions inflammatoires s'accompagnent souvent
de la libération locale de cytokines qui peuvent ainsi activer les cellules NK (les cellules NK
exprimant de nombreux récepteurs pour les cytokines et chimiokines) et également augmenter

l'expression des ligands membranaires.
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1.3. Larégulation NK : les récepteurs activateurs et inhibiteurs

Les cellules NK expriment de nombreux récepteurs activateurs et inhibiteurs (Figure
2) a leurs surfaces et leurs fonctions lymphocytaires sont la résultante de signaux activateurs
et de signaux inhibiteurs [12, 13, 14].

On distingue deux familles de récepteurs des cellules NK :

- Les récepteurs de la superfamille des Immunoglobulines : les KIRs (Killer cell

Immunoglobulin-like Receptors), les LILR (Leucocyte Immunoglobulin-Like
Receptors), les LAIR (Leucocyte-Associated-Inhibitory-Receptor) et enfin, le
récepteur activateur NKp46 dont les génes correspondants sont localisés sur le
chromosome 19 au niveau de la région LRC (Leukocyte Receptor Complex). Les
NCR (Natural Cytotoxicity Receptors), incluant le récepteur NKp46 ainsi que les
récepteurs NKp30 et NKp44, sont eux codés par des genes localisés sur le
chromosome 6 et permettent I’activation directe de la cellule NK [15].

Les récepteurs KIR et LILR sont majoritairement inhibiteurs et la plupart possede
comme ligands les molécules HLA de classe I, alors que les NCR sont activateurs,

de ligands cellulaires encore inconnus.

- Les récepteurs de la famille des lectines de type C : hétérodimeres formés par

l'association d'une molécule CD94, chaine « invariante », et d’une glycoprotéine
codée par un gene de la famille des NKG2. Cette famille comporte 5 génes codés
chez I’homme par le chromosome 12, au niveau de la région NKC (Natural Killer
Complex). Le ligand des complexes CD94/NKG2 (A/C/E) est la molécule HLA-E,

molécule HLA de classe I non classique chargée de peptides issus de la séquence
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« signal » des molécules HLA de classe I classiques [16]. La molécule NKG2D
homodimere, récepteur activateur, reconnait a la surface cellulaire les molécules
HLA non classiques MICA, MICB [17]et ULBP (UL16-binding protein) [18],
protéine virale du CMV. Ces molécules sont surexprimées dans des situations de
stress ou dans un environnement tumoral. Notons que NKG2D est également

considéré comme un récepteur NCR.

Ligands Receptors
Ligands Receptors
“ ,X_ CD% - \_ - CDY/'NKG2C
12pl13.1 HLA-E DAPI2 j13p1301
HLAE (O | nkcaam eiia

6213 stress~ MIC —-(TLB)/‘:EI.:E%P S
s IR2DS 19913
Ff—-—nﬂ— 19134 HLA-C -{}38—— DAFI2
KIR2DL 6213

HL A-C— KIR3DS 19q13

6p213 HLA-B __&3(5'_:3 DAP12
6p21.3
“5 E ; T 10g13.4 v KIR2DIL.4 19q13

HiE KIR3DL HLA-G -888‘ g
6p21.3 6p21.3 — > 12p13.1
ULBP - MBD/;&T«(:’(T;;D

— 6q25 NKp30 >
HLA p el 19q13.4 e -L)———W C 1?3» o
s 1LT2/4 L_NKp4d 213
\ ? 4O T F= pare2

i > ORI TR

2 ____O ]:I;IEEM 6pl2
7 — — NKRPI 12p13.1

. > \
Figure 2 Les récepteurs activateurs et inhibiteurs et leurs ligands (The KIR gene cluster,

M. Carrington, P. Norman, 2003)

Dans la seconde partie de ce chapitre nous détaillerons tout particulierement les récepteurs

KIR activateurs et inhibiteurs évoqués ci-dessus, récepteurs exprimés a la surface des cellules
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NK et possédant comme ligands connus les molécules HLA de classe I classiques et non
classiques. En effet, ces récepteurs ont ét¢ récemment définis par des propriétés génétiques et
cliniques dans la greffe de moelle osseuse qui nous ont intéressées dans ce travail de these et

que nous expliciterons par la suite.

2 LES RECEPTEURS KILLER CELL IMMUNOGLOBULIN LIKE

RECEPTOR (KIR)

2.1.  Analogie avec le systeme murin

Les premicres études effectuées chez la souris ont permis d’identifier des génes codant
pour des récepteurs Ly49, spécifiques de ligands CMH classe [ murins [19, 20]. Par la suite,
les genes humains codant pour les récepteurs KIR ont été identifiés ; ils présentent eux aussi
des spécificités pour des ligands du MHC classe 1: HLA de classe I, [21] ainsi que des
fonctions identiques aux récepteurs Ly49 [22, 23]. Ces molécules possedent néanmoins des
structures protéiques distinctes puisque les genes KIR codent pour des protéines de la famille
des Ig alors que les geénes Ly49 codent pour des protéines de type lectine C.

Chez I'homme, les genes KIR sont localisés sur le chromosome 19q13.4 [24, 25, 26]
dans la région LRC (Leukocyte Receptor Complex) qui contient également les autres
membres de la superfamille des Ig (ILTs, LAIRs, NKp46) (Figure 3). Le LRC possede une
région homologue chez la souris sur le chromosome 7 ; cependant malgré de nombreuses
similitudes entre les LRC humains et murins, aucun équivalent aux genes KIR humains n’ont

été retrouvés chez la souris.
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Figure 3 Organisation des genes des récepteurs des cellules NK chez I’homme [27].

Les événements de duplication de génes qui ont permis la génération de la région des
genes KIR semblent dater de 30-45 millions d’années [28]. Cette région KIR du génome

humain est trés certainement apparue rapidement (quelques millions d’années) durant la
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divergence des primates a partir des autres mammiferes, conséquence a long terme de

I’évolution rapide des génes MHC de classe I classique [29 , 30, 31, 32].

2.2. Nomenclature

Le premier récepteur KIR défini était un récepteur inhibiteur, expliquant 1'acronyme
"killer-cell inhibitory receptor" initialement choisi. Malgré le fait que cette famille de
molécules inclu aujourd'hui aussi bien des récepteurs activateurs que inhibiteurs, I'acronyme
KIR a été conservé mais signifie aujourd’hui "Killer-cell Immunoglobulin-Like Receptor"
[33].

La nomenclature [34] des genes KIR (Tableau 1) a été déterminée par le comité de
nomenclature du génome HUGO (HGNC) en 2002 ; elle est basée sur la structure des
molécules qu’ils codent. Le premier chiffre suivant I'acronyme KIR correspond au nombre de
domaines Immunoglobulines extracellulaires de la molécule, « 2D » ou « 3D ». La lettre
suivante indique la présence d'un long « L » domaine intra-cytoplasmique ou d'un court "S"
domaine intra-cytoplasmique. Dans le cas de géne non codant, ce chiffre (2 ou 3) est suivi de
la lettre « P » pour pseudogéne. Enfin, le dernier chiffre précise le numéro du géne codant la
protéine déterminée. Lorsque 2 ou plusieurs genes possédent des structures trés similaires, les
deux geénes ne sont distingués que par une lettre finale; par exemple les genes KIR2DLS5A et
KIR2DLS5B, certainement récemment dupliqués.

La nomenclature utilisée afin de nommer les alleles KIR a été calquée sur celle
appliquée aux alleles HLA; le nom du géne est ainsi suivi d'un astérisk, le séparant de la
désignation numérique de l'allele précisée par les 3 premiers digits. Les deux digits suivant

permettent de distinguer les alleles ne différant que par des mutations synonymes a l'intérieur
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de la séquence codante. Enfin les deux derniers digits distinguent les all¢les qui différent par
des substitutions dans les introns, le promoteur, ou autre région non codante de la séquence.
Par exemple, le pseudogéne 3DP1 éxiste sous 4 formes alléliques : 3DP1*001,

3DP1*002, 3DP1*00301, 3DP1*00302.
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Symbole

KIR2DL1

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DL4

KIR2DL5A

KIR2DL5B

KIR2DS1

KIR2DS2

KIR2DS3

KIR2DS4

KIR2DS5

KIR2DP1

KIR3DL1

KIR3DL2

KIR3DL3

KIR3DS1

KIR3DP1

Tableau 1

Nom

Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 1
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 2
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 3
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 4
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 5A
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique long, 5B
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique court, 1
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique court, 2
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique court, 3
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique court, 4
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 2 domaines, bras
cytoplasmique court, 5

Killer cell immunoglobulin like

Killer cell immunoglobulin like
receptor, 3 domaines, bras
cytoplasmique long, 1
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 3 domaines, bras
cytoplasmique long, 2
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 3 domaines, bras
cytoplasmique long, 3
Killer cell immunoglobulin like
receptor, 3 domaines, bras
cytoplasmique court, 1

Killer cell immunoglobulin like

receptor, 3 domaines, pseudogéne 1

Alias CD

CD158a

CD158b1

CD158b2

CD158d

CD158f

CD158h

CD158;

CD158i

CD158g

KIRZ,

receptor, 2 domaines, pseudogene 1 KIR2DL6

CD158e1

CD158k

CD158z

CD158e2

KIRX,

KIR2DS6,
CD158c

Nomenclature des genes KIR
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NO

Anticorps .
accession

EB6, HP3E4 L41267

GL183, CH-L  L76669

GL183, CH-L  L41268

X97229

AF217485

AF217486

EB6, HP3E4 X89892

GL183, CH-L  L76667

L76670

p70 L76671

L76672

AF204908

DX9, 227 L41269

DX31 L41270

AF352324

DX9?, 2277 L76661

AF204919

Nb alléles

10

10

18

22

20



2.3. La diversité structurale des KIR: bases génétiques

Aujourd'hui, 17 geénes et pseudogeénes ont été caractérisés, se répartissant de la facon
suivante: KIR2DL1, 2, 3, 4, 5 (A et B), KIR2DSI, 2, 3, 4, 5, KIR2DP1, KIR 3DLI, 2, 3,
KIR3DS1, KIR3DPI1. Les récepteurs KIR inhibiteurs possédent un long domaine intra-
cytoplasmique contenant des motifs inhibiteurs ITIMs (Immune Tyrosine-based Inhibitory
Motifs) [35], alors que les récepteurs activateurs sont caractéris€s par un court domaine intra-
cytoplasmique [36] (Figure 4). De plus, ces récepteurs activateurs sont associés a une protéine
de signal activateur DAPI12, via un résidu lysine chargé positivement au niveau de leur
domaine trans-membranaire. Le récepteur KIR2DL4 représente une exception parmi les KIR
puisqu’il possede a la fois un résidu arginine chargé positivement dans sa région
transmembranaire et un motif ITIM au niveau d’un long domaine intracytoplasmique,

expliquant ses fonctions a la fois activatrices et inhibitrices.

Page 31



KIRZOL KIR2DS KIRZ2DL KiIRZDL KIR3DL KIR3DS
type 1 type 1 type Z Hpe 2

2) o) ) ) ) oo
=) e} w) w) w) o)
) ox)

K R [
kL KIRZDS1 e Yl YL KIRZDS1
KIR2DS2
L KIR20S3 Y el sl
KIRZ20S54
KIRZ20&5
FIRZ0L KIRZDLA KIRZDL5A KIR2DLA
KIRZDLZ24S KIR 2058 KIRIDLZ
HIRIDLS

Figure 4 Structure des récepteurs KIR (M. Carrington et al. The KIR gene cluster, 2003)

Le récepteur KIR a partir duquel dériveraient tous les autres est un KIR a long
domaine intra-cytoplasmique, avec 3 domaines Ig-like extra-membranaires, représenté chez
I'homme par KIR3DL1, KIR3DL2 et KIR3DL3.

Les genes KIR sont organisés en 9 exons (Figure 5) qui correspondent a des régions et
des fonctions différentes de la protéine: les exons 1 et 2 codent chacun pour un peptide signal
ainsi que les deux premiers acides aminés du polypeptide mature. Les exons 3, 4, 5 codent
pour les domaines immunoglobulines, DO, D1 et D2 respectivement. L'exon 6 permet la
connection entre D2 et la région trans-membranaire codée par l'exon 7; le fragment intra-
cytoplasmique est codé par les exons 8 et 9.

La majorité des KIR humains ont 2 domaines extracellulaires Ig-like qui sont de deux

types: les KIR2D qui possedent des domaines homologues a D1 et D2 de KIR3DL (2DL1-3
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et 2DS1-5) et les KIR2D qui possedent des domaines homologues a DO et D2 de KIR3DL

(KIR2DLA4 et KIR2DLYS).
Leader DO i b2 Linker T
P
KiRZD —
KIR2DP1 =

KIR3D — I

===

KIR2DLAS - —E

KIR3DL3 — 4

16 Kb

KIR3DP1 * i
KIRaDP1* — I
| |
1] 1
Figure 5 Structure des exons-introns des génes KIR (M. Carrington et al.)

Les exons codant pour les différents domaines des molécules KIR sont les suivants : exons 1
et 2 pour la séquence du signal leader (jaune), exons 3 a 5 pour les domaines Imunoglobulines
DO, D1 et D2 respectivement (violet, vert, bleu), exons 6 et 7 pour la région « Linker » et la
région transmembranaire respectivement (rose et turquoise), exons 8 et 9 pour le domaine

cytoplasmique (bleu foncé).

Le 1¥ groupe de KIR a 2D (KIR2DL-1/-2/-3 et tous les 2DS) possédent une organisation
génomique identique aux KIR 3D, mais I’exon 3 (D0) de ce 1* groupe est un pseudogéne
(violet clair) ; ’exon 3 correspond également a un pseudogene sur KIR2DP1 qui possede en
outre un pseudo-exon 4 (vert clair). Le second groupe de KIR a 2D (2DL4, 2DL5A et
2DL5B) est caractérisé par une absence complete de 1’exon 4.
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2.4. La spécificité des récepteurs KIR pour les molécules HLA de classe I

Différentes approches ont permis d’établir la relation « récepteur-ligand » que
partagent les récepteurs KIR vis a vis des molécules HLA de classe I : étude de neutralisation
par des anticorps monoclonaux, expériences de "binding" [37, 38, 39] et enfin transfert
direct de geénes [40]. Fonctionnellement, les molécules KIR2D reconnaissent majoritairement
les ligands HLA-C [36, 41 | et HLA-G alors que les molécules KIR3D interagissent avec les

alleles HLA-A et HLA-B [42 , 43 , 44].

Deux groupes d'allotypes HLA-C ont été identifiés en fonction de la nature des acides
amingés en position 77 et 80 de 1'hélice a1 de la molécule HLA-C :

Le premier groupe (groupe 1) d'alleles HLA-Cw possédent les résidus Serine et
Asparagine en position 77 et 80 respectivement (Ser77/Asn80) et regroupe entre autre HLA-
Cw*01, -Cw*03, -Cw*07, -Cw*08, -Cw*12, -Cw*13, -Cw*14, -Cw*1601, -Cw*1603. Les
NKR inhibiteurs KIR2DL2 et KIR2DL3 reconnaissent les alleles HLA-C de ce groupe; les
récepteurs activateurs KIR2DS2 et KIR2DS3, portant les mémes domaines extra-cellulaires
que les récepteurs inhibiteurs correspondants reconnaissent ce méme groupe 1 d'alleles HLA-
Cw.

Le groupe 2 d'alleles HLA-C possedent les résidus Asparagine et Lysine en position
77 et 80 (Asn77/Lys80) respectivement et incluent les molécules HLA-Cw*02, -Cw*04, -
Cw*05, -Cw*06 —Cw*15, -Cw*1602, -Cw*1701. Les récepteurs inhibiteur KIR2DL1 et

activateur KIR2DS1 reconnaissent les alléles HLA-Cw du groupe 2.

Les récepteurs inhibiteurs semblent avoir une meilleure affinité que leurs équivalents

activateurs pour les alleles HLA-C du groupe correspondant. Ainsi, a interactions inhibitrices
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et activatrices égales, les cellules NK développent préférentiellement un signal inhibiteur de la

lyse [45 , 46].

Comme nous I’avons expliqué précédemment, le récepteur KIR2DL4 est unique parmi
les membres de la famille KIR2D puisqu'il possede, outre sa double fonction inhibiteur-
activateur, les domaines Ig dans une configuration D0-D2, alors que les autres KIR2D sont en
configuration D1-D2. Ce récepteur se lie spécifiquement a la molécule HLA-G de classe I non

classique.

Les molécules KIR 3DL1 et KIR 3DS1 reconnaissent les allotypes HLA-B possédant

le motif Bw4 au niveau des résidus 77-83 dans le domaine a1 de la chaine lourde HLA.

Enfin, le KIR3DL2 reconnait certains alleles HLA-A (A*03 et A*011).

Les ligands des autres récepteurs KIR (comprenant majoritairement les récepteurs

activateurs) n'ont actuellement pas été identifiés.

L’ensemble des ligands identifiés des récepteurs KIR est rassemblé dans le tableau 2.
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2DL1 et 2DS1 2DL2/3 et 2DS2 3DL1/S1 3DL2 2DL4 2DS4

HLA-Cw gpe 2 HLA-Cw gpe 1 HLA-B Bw4 HLA-A HLA-G HLA-C
Cw*02 Cw*01 B*08 A*03 Cw*04
Cw*04 Cw*03 B*13 A*11
Cw*05 Cw*07 B*27
Cw*06 Cw*08 B*44
Cw*15 Cw*12 B*51
Cw*1602 Cw*13 B*52
Cw*1701 Cw*14 B*53
Cw*1601 B*57
Cw*1603 B*58

Tableau 2  Les ligands connus des récepteurs KIR

La reconnaissance KIR dépend vraisemblablement d'autres résidus au niveau de la
molécule HLA, puisque par exemple, la présence de résidus Serine et Asparagine, en position
77 et 80 de certains alleles HLA-B (identiques aux marqueurs HLA-C de groupe 1) ne permet
pas la reconnaissance KIR2DL2 attendue. Egalement, le récepteur KIR2DS2 activateur ne se
lie pas aux molécules HLA-Cw3, reconnues par le récepteur KIR2DL?2 inhibiteur, malgré une
homologie en acide aminé extracellulaire de 99 %. Ainsi, une variation minime au niveau des
acides aminés impliqués dans la structure tridimensionnelle de la molécule KIR peut altérer

les capacités de reconnaissance de la molécule CMH classe I [47].

Dans ce méme contexte, des études de cristallographie au niveau de la structure du

KIR2DL2 complexé avec son ligand HLA-Cw3 chargé de son peptide, suggerent la probable
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présence d'une région de liaison au ligand sur le récepteur [48, 49], ainsi que la nécessité
d’un peptide préférentiellement en position P8, au niveau de la liaison KIR-ligand. Cette
reconnaissance peptide spécifique au niveau du résidu 8 [50] a été récemment confirmée entre

le KIR3DL2 et les molécules HLA-A3 et A11 [51].

2.5. Le polymorphisme génétique des récepteurs KIR activateurs et

inhibiteurs

L’analyse des séquences clonées a partir de I’ADN de différents individus, ainsi que
I’étude de la région 19q13.4, ont permis d’individualiser les différents niveaux de variabilité
génétique.

Tout d’abord, chaque individu posséde dans son génome un panel variable de ces
genes KIR, portant sur le nombre de geénes et/ou sur la proportion entre les génes activateurs
et inhibiteurs ([52, 53, 54]. Ces différents genes peuvent donc étre présents a 1’état hétéro-
ou homozygote, ou absents dans le génome.

Le typage des 15 genes KIR exprimés et 2 pseudogénes actuellement caractérisés est
effectué par technique de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Primers)
le plus couramment et/ou par PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction Sequence Specific
Oligonucleotides).

Les résultats obtenus a partir d’études de populations ont permis de distinguer plus de
100 génotypes KIR différents [53, 55, 56,57, 58, 59, 60]. Ces génotypes sont représentés
par un nombre de genes KIR variant de 7 a 14. Le génotype le plus fréquent représente
environ 27% de l'ensemble des individus et est caractérisé par un nombre de genes restreint
(7) ne comprenant qu’un unique géne codant pour un récepteur activateur (KIR2DS4) et qui

correspond, nous le verrons plus tard, a une homozygotie pour I’haplotype A.
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L’¢étude des génotypes KIR a de plus montré la présence de déséquilibres de liaison
entre plusieurs de ces genes, faisant émerger la notion d’haplotype. Deux approches ont
permis de définir les haplotypes KIR chez les individus (Figures 6 et 7) : la premicere, la plus
répandue est représentée par des études familiales et la seconde utilise une analyse génomique
directe.

Deux types principaux d’haplotypes « A » et « B » ont été décrits [53 , 59], basés sur
la nature des génes KIR présents. L’haplotype A contient 7 genes KIR codants, comprenant
KIR2DS4 comme seul géne codant pour un récepteur activateur et KIR3DL3, -2DL3, -2DL1,
-2DLA4, -3DL1, -3DL2 alors que I’haplotype B est défini par I’absence de KIR2DS4 et par une
composante KIR plus diverse, comprenant plusieurs récepteurs activateurs et caractérisé par
les génes KIR 2DL2, 2DS1, 2DS2, 2DS3 et 2DSS5.

Ces haplotypes peuvent également étre distingués par technique RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), le phénotype B possédant un fragment supplémentaire
Hind III de 24 Kb.

L’existence de ces deux haplotypes fut ensuite confirmée par le séquencage
nucléotidique de la région génomique KIR compléte.

L’haplotype A représente de 47 a 59 % des haplotypes totaux [53], contre 41 a 53%
pour [D’ensemble des haplotypes B. Parmi les haplotypes B (plus de 20 haplotypes B
différents identifiés), le plus répandu représente 12% des sujets du panel étudié [27 , 52, 61 ,

62 ]
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D’autre part, le second degré de polymorphisme tient aux variations alléliques mises
en ¢évidence par 1’étude comparative des s€quences de cDNA des KIR. Le degré de variation
allélique correspond au facteur de diversit¢ le plus important, mais reste a définir.
Actuellement, les nombres d’alléles identifiés les plus importants concernent ceux des genes
KIR3DLI1, KIR3DL2 avec respectivement 11 et 12 alléles, ainsi que le KIR2DL4 représenté

par 9 variants alléliques [55 , 62].

Malgré le fait que ces récepteurs KIR possedent comme ligands les molécules du
CMH de classe I, hautement polymorphes, ces deux groupes de genes KIR et HLA ne
possedent pas de ségrégation commune, la localisation génomique de ces génes étant sur deux
chromosomes différents : chromosome 19 pour les premiers et chromosome 6 pour leurs
ligands. Par conséquent, les cellules NK d’un individu peuvent exprimer des récepeurs KIR

pour lesquels ils ne possédent pas de ligands HLA.

2.6. Bases de la génétique KIR dans la population caucasoide

Quelques études effectuées dans des populations caucasoides ont permis de déterminer
les bases actuelles de la génétique des KIRs.

Dans ces populations caucasoides, les génes KIR sont présents a des fréquences
antigéniques trés différentes, variant de 27 a 100% (Tableau 3). Trois génes KIR sont
ubiquitaires dans ces populations : il s’agit des genes KIR2DL4, -3DL2, -3DL3. Les genes
codant pour les récepteurs KIR activateurs sont présents a des fréquences inférieures
comparges a celles des genes des récepteurs inhibiteurs. En particulier, le géne KIR 2DS3 est

caractérisé par la fréquence antigénique la plus faible (27%).
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D’autre part, il est important de préciser I’existence d’un variant du géne 2DS4, défini
par une délétion de 22 pb au niveau du domaine Ig D2. Ce nouvel all¢le « KIR 1D », ne
s’exprime pas a la surface des cellules. Il est cependant caractéris¢ par une fréquence
antigénique proche de 80% dans la population alors que le KIR 2DS4 n’est présent qu’a
environ 35%.

Enfin, ces études de population ont révélé le comportement allélique d’au moins deux
couples de genes KIR: 3DL1/3DS1 et 2DL2/2DL3. Ainsi, ces genes, s’excluant
mutuellement, ne peuvent étre portés que sur 2 chromosomes différents chez un méme
individu.

De nombreux déséquilibres de liaison ont également été découverts, que nous ne

détaillerons pas dans ce travail.
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KIR

KIR2DL1

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DL4

KIR2DL5

KIR2DS1

KIR2DS2

KIR2DS3

KIR2DS4

KIRID

KIR2DS5

KIR2DP1

KIR3DL1

KIR3DL2

KIR3DL3

KIR3DS1

KIR3DP1

KIR3DP1v

Tableau 3

¢ : 136 caucasoides, UK [57]

caucasoide®

n=90

*n=85
96 (0,80)
51 (0,30)
95 (0,77)
100 (1,00)
56 (0,34)
42 (0,24)
51 (0,30)
27 (0,14)
35 (0,20)
79 (0,54)*
35 (0,20)*
96 (0,80)
96 (0,80)
100 (1,00)
100 (1,00)
47 (0,27)
93 (0,72)*

32 (0,17)*

caucasoide” caucasoide®

n=233
89 (0,67)

50 (0,29)
88 (0,65)
100 (1,00)
nt

43 (0,24)
54 (0,32)
37 (0,20)
88 (0,65)
nt

21 (0,11)
nt

90 (0,68)
100 (1,00)
100 (1,00)
46 (0,26)
nt

nt

n=136
91 (0,70)

49 (0,28)
92 (0,72)
100 (1,00)
nt

45 (0,26)
51 (0,30)
24 (0,13)
96 (0,79)
nt

32 (0,18)
nt

97 (0,83)
100 (1,00)
nt

42 (0,24)
nt

nt

caucasoide’ caucasoide® africains

n=465
93,8 (0,75)

44 (0,25)
92,7 (0,73)
100 (1,00)
52 (0,30)
47,7 (0,28)
51,8 (0,30)
26,5 (0,14)
91,2 (0,70)
nt

33,6 (0,18)
nt

94 (0,75)
100 (1,00)
nt

41,9 (0,24)
nt

nt

n=698
92,2 (0,72)

46 (0,26)
91,1 (0,70)
100 (1,00)
nt

46 (0,26)
52,5(0,31)
30 (0,16)
90 (0,68)
nt

29,4 (0,16)
nt

92,5 (72,6)
100 (1,00)
nt

43,3 (0,25)
nt

nt

f

79 (0,54)
52 (0,30)
85 (0,62)
100 (1,0)
52 (0,30)
23 (0,12)
45 (0,26)
19 (0,10)
97 (0,82)
nt

24 (0;13)
nt

98 (0,87)
100 (1,0)
nt

13 (0,07)
nt

nt

Fréquences antigéniques (et géniques) des récepteurs KIR dans différentes

populations caucasoides et une population africaine (données de la littérature).
a : caucasoides, Irlande [63], * : caucasoides, NY [61]
b : caucasoides, Grece [64]

d: 52 caucasoides, USA [53]+ 147 caucasoides, Australie [59] + 90 caucasoides, Irlande [56] + ¢ + 49
caucasoides, Australie [60]

e : caucasoides a+b + ¢ + d.

f: Africains, Trinidad [58]
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2.7. Le répertoire KIR : expression protéique

Les récepteurs KIR sont exprimés a la surface des cellules NK et des cellules T CD8
mémoires [65].

A partir du stock de génes KIR d’un individu, chaque cellule exprime son propre
répertoire plus ou moins restreint de récepteurs activateurs et inhibiteurs, et au final, la
cytotoxicité est régulée par un équilibre entre l'activation des signaux activateurs et inhibiteurs
de cette cellule, résultant des interactions entre ces récepteurs et les molécules HLA de classe
I classiques et non classiques. Le génotype KIR semble étre le principal facteur déterminant
I’expression du répertoire KIR sur les cellules NK alors que le génotype HLA interviendrait
majoritairement au niveau des pourcentages des cellules exprimant les différents KIR [66].

Ainsi, les récepteurs KIR exprimés au niveau des cellules NK et T CD8 mémoires sont
caractérisés par une régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle [67]. Pour cette
raison, I’expression des génes KIR est treés variable d’une cellule a ’autre et d’un individu a
’autre.

Cependant, chaque individu posséde au moins un récepteur KIR inhibiteur spécifique
d’au moins une molécule ligand HLA de classe I. Ce systétme fournit ainsi un signal de
régulation inhibitrice nécessaire a la tolérance au soi et permet une protection contre les
réactions NK auto-immunes. A I’inverse, les récepteurs KIR activateurs pourraient fournir
une réponse activatrice NK contre des pathogenes, en particulier des antigenes viraux et des
molécules HLA T altérées.

Le répertoire des récepteurs KIR exprimé a la surface des cellules reste néanmoins
difficile a évaluer puisqu’il n’existe aujourd’hui pas d’anticorps monoclonal réellement

spécifique d’un récepteur.
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Partie Il

APPLICATIONS GENETIQUE ET CLINIQUE

DES RECEPTEURS KIR
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1 GENETIQUE DES POPULATIONS

1.1. Terminologie générale et modéle de polymorphisme des marqueurs du

soi : le systéme HLA (Human Leukocyte Antigen)

1.1.1. Définitions

Une population représente une communauté génétique constituée par 1’ensemble des
génotypes des individus qui la composent ; elle est caractérisée par un patrimoine génétique
(ou pool génétique) qui est la somme des génotypes individuels.

La génétique des populations étudie notamment la variabilité génétique dans et entre
les populations, encore appelée polymorphisme, lorsque la fréquence d’un géne donné (ou

allele) est supérieure a 0.01. Ces études présentent trois objectifs principaux :

1- tout d’abord mesurer la variabilité génétique par la fréquence des différents alléles
d’un méme gene,

2- ensuite comprendre comment la variabilité génétique se transmet d’une génération
a ’autre

3- et enfin, comprendre comment et pourquoi la variabilité génétique évolue au fil

des générations.

Surtout, elle étudie les proportions des génotypes au sein d’un ensemble d’individus
issus de croisements au hasard de couples non apparentés (population panmictique).
Les migrations sont a 1’origine de flux géniques importants entre populations. Ces flux

géniques tendent a uniformiser les fréquences géniques ou alléliques des populations
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interconnectées ; ils s’opposent donc aux facteurs qui font diverger la composition génétique
des populations (mutations, dérive génétique ou sélection naturelle).

Toutes les études génétiques de populations reposent sur le principe suivant : plus les
fréquences observées pour les différentes formes d’un caractéere donné au sein d’une
population sont voisines de celles observées dans une autre population, plus ces deux

populations sont proches génétiquement, et vice versa.

1.1.2. Application au systéme HLA : histoire génétique des populations

humaines

Selon ce principe, de nombreux travaux internationaux (Degos, Bodmer, Dausset),
débutés dans les années 70 se sont attachés a « typer » différentes populations au niveau des
antigénes HLA et ont permis a travers les fréquences géniques déduites, de calculer les
distances génétiques entre les populations par différentes méthodes (dendrogrammes...).

Ainsi, des cartes de répartition géographique ont pu étre réalisées a partir des
différents flux de migration établis.

Les déséquilibres de liaison c’est a dire les associations préférentielles entre génes ou
alleles présents a des locus différents sur le méme chromosome ou haplotype ont permis
d’exprimer des associations correspondant au patrimoine génétique de populations
ancestrales.

Ces associations préférentielles reflétent 1'impact des facteurs supprimant 1’équilibre
tels que la sélection naturelle, les migrations humaines, les isolements de populations...

Dans ce méme contexte, le généticien américain d’origine italienne Cavalli-Sforza et
ses collegues Paolo Menozzi et Alberto Piazza se sont fondés sur les fréquences observées de

128 variables génétiques ou marqueurs (tels que les groupes sanguins, le systtme HLA...)
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dans 42 populations choisies et ont ainsi pu retracer 1’histoire génétique des populations
humaines a la surface de la planéte, depuis 1’apparition de notre espece il y a un peu plus de
100000 ans. Ce travail a été publi¢ en 1994 dans un ouvrage intitulé « The history and
Geography of human Genes » [68].

Les données génétiques analysées permettent de dire que la premiére population
d’Homo sapiens sapiens habitait certainement en Afrique (en accord avec les données
paléontologiques) et serait apparue un peu avant 100 000 av J.C. La population primitive de
notre espece s’est ensuite répandue hors d’Afrique pour s’implanter dans le Moyen-Orient.
Puis, a partir de cette région, deux migrations semblent s’étre produites vers 60 000 av J.C : la
premiére vers la Nouvelle-Guinée et 1’ Australie et I’autre vers 1’est de 1’Asie ; cette derniere
s’est ensuite scindée en deux flux de populations, I’'un s’est dirigé vers le sud-est de I’ Asie et
a été a l’origine de tout le peuplement du sud de la Chine, de I’Indochine, de 1I’Indonésie puis
des 1iles du Pacifique ; ’autre flux a gagné le nord-est de 1’Asie et a peuplé la Corée, la
Mongolie et le Japon. Entre 35 000 et 15 000 av J.C., les populations du nord-est de 1’ Asie ont
été a Dorigine d’un nouveau flux migratoire qui est parvenu en Amérique du nord par le
détroit de Béhring ; ces populations migrantes sont a la source de tous les indiens d’Amérique
du nord et du sud. Pendant cette méme période, une autre partie des populations nord-
asiatiques s’est détachée vers ’ouest pour donner les populations européennes (dites
caucasoides). Cet arbre généalogique distingue ainsi 7 grands groupes de populations
mondiales (africains, australiens, asiatiques du sud-est, oc€aniens, asiatiques du nord-est,
amérindiens et caucasoides) ; il indique une parenté plus grande entre les asiatiques du nord-
est, les amérindiens et les caucasoides.

Dans leur ouvrage, Cavalli-Sforza et ses collégues ont examiné plus en détail le
peuplement de la France depuis 1’arrivée des caucasoides en Europe il y a 35 000 ans ; a cette

époque, seul le sud-ouest de la France était occupé par les « hommes de Cro-Magnon ». De
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plus, il existe des différences génétiques entre les populations actuelles du nord et du sud de la
France qui traduisent deux arrivées de populations vers 4000 av J.C. : I’une passant par les

Balkans, la vallée du Danube et du Rhin et I’autre le long des cotes méditerranéennes.

Figure 8 Flux migratoires dans le monde

1.2.  Les récepteurs KIR « marqueurs génétiques humains »

Les génes KIR sont caractérisés par un fort degré de polymorphisme, au méme titre
que les geénes du systtme HLA. Ces genes pourraient donc représenter des marqueurs
génétiques de population. Le degré de polymorphisme KIR étant inférieur a celui noté pour le

systtme HLA, le degré d’informativité génétique KIR n’est actuellement pas comparable a
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celui lié au systeme HLA puisque plus le polymorphisme est important, plus 1’identification
de populations par leurs fréquences géniques est fine. Néanmoins, d'une part, peu de travaux
ont été publiés jusqu’a maintenant sur 1’étude génétique, génotypique et haplotypique des
récepteurs KIR et d'autre part, 1'analyse plus fine du polymorphisme KIR au niveau allélique

n'est qu'a son commencement.

Les résultats fournis a partir des plus récentes études de populations concernent 8
populations avec au total 989 individus [52 , 69, 70]. Ces 8 populations ont été divisées en 4
groupes : Est de I’Asie (Thailande, Japon), Ouest de 1’ Asie (Palestine, Pakistan, Asie du Sud,
Inde), les Caucasoides et 1’Afrique. Seuls cinq génotypes étaient communs entre ces 4
groupes géographiques, et a l'inverse, 64 génotypes étaient spécifiques d’une seule
population. La fréquence des haplotypes A était augmentée dans la population japonaise
(77%) et au contraire diminuée dans la population australienne (13%). L’analyse par
cytométrie en flux de I’expression des génes KIR dans la population japonaise a montré une
grande diversité du répertoire KIR qui concernait I’haplotype B et plus étonnamment
I’haplotype A. Cependant, les japonais semblaient posséder une variabilité génotypique moins

importante par rapport aux autres populations.

Norman et al se sont intéressés aux populations africaine et asiatique et ont révélé des
taux de fréquences géniques tres différents, notamment concernant le géne KIR2DS4 retrouvé
a une fréquence de 82% dans la population africaine et de 47% dans la population asiatique
(et pour une fréquence de 35% dans la population caucasoide) [58]. Ce travail a démontré tout
d’abord une inégale distribution des 2 groupes d’haplotypes A et B dans ces populations et a
révelé de fortes disparités dans les fréquences haplotypiques avec I’haplotype B sur-

représenté dans la population sud asiatique.
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Enfin, une étude anglaise réalisée sur des donneurs de sang, a comparé 3 populations
ethniques en terme de fréquences des génes KIR [71]. Les récepteurs KIR 2DS1 et 3DS1 ont
été observés a une fréquence inférieure chez les donneurs de sang Afro-Cubains avec
néanmoins une augmentation de I’haplotype B également observée chez les donneurs indiens.
Cette ¢tude a ¢également décrit plusieurs nouveaux profils KIR mais n’a révélé aucune

différence avec les résultats publiés au niveau des déséquilibres de liaisons.

L’ensemble de ces données démontre qu’il existe de fortes disparités génétiques entre les
différentes populations, au niveau des genes KIR. Le nombre d’études réalisées ne permet
cependant pas de conclure a des spécificités génétiques par groupe éthnique ; ainsi, les
connaissances actuelles nécessitent d’étre approfondies a travers des études génétiques de
populations supplémentaires, utilisant une seule et méme technique (PCR-SSP) pour tester la
totalité des genes KIR désormais connus; ce qui n'était pas le cas dans les études antérieures

réalisées.

2 LES GENES KIR EN GREFFE DE MOELLE OSSEUSE

2.1.  Généralités sur la greffe de moelle osseuse et role des cellules NK

La greffe de moelle osseuse (GMO) allogénique débutée dans les années 70 puis la
greffe de cellules souches périphériques (CSP) apparue plus tardivement, représentent
actuellement une alternative majeure dans le traitement des hémopathies malignes et des
déficits immunitaires.

On distingue les GMO apparentées ou le donneur appartient le plus souvent a la

fratrie, des GMO non-apparentées avec un donneur non familial.
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Les GMO doivent impérativement prendre en compte les compatibilités HLA classe 1
et classe II entre receveur et donneur. Les GMO apparentées ou donneur et receveur sont
HLA identiques, sont dites géno-identiques pour HLA, les non-apparentées sont dites phéno-
identiques HLA. Dans de rares cas, en I’absence de donneur identique HLA familial ou non-
apparenté, un donneur peut néanmoins étre retenu malgré une (ou deux) incompatibilité(s)
HLA.

Ces greffes de moelle mettent en confrontation deux systémes immunitaires : celui du
donneur et celui du receveur. Le systéme immunitaire du receveur se retrouve ainsi dans une
situation allogénique et peut manifester différentes réactions immunologiques intenses,
pouvant conduire a 1’échec de la greffe par une réaction immunitaire de I’hdte contre le
greffon (rejet), soit au contraire par une réaction de greffon contre 1’hote (GvHD pour Graft
versus-Host-Disease). Dans certains cas toutefois, cette réaction immunitaire peut &tre
bénéfique, comme lors de la réaction du greffon contre les cellules leucémiques du receveur,
appelée effet GvL (Graft-versus-Leukemia), conduisant a la destruction des cellules malignes

du receveur par les cellules immunocompétentes du donneur.

Une compatibilité maximale des génes HLA de classe I (-A, -B, -C) et II (-DR, -DQ)
du donneur et du receveur est primordiale a la réussite de la greffe mais néanmoins pas
toujours suffisante.

En effet, chez des couples receveur/donneur non-apparentés mais aussi apparentés,
HLA identiques, on observe un taux de rejet ou de GvHD encore élevé, faisant certainement
intervenir d’autres acteurs importants du systéme immunitaire.

Le role des cellules NK dans la lyse des cellules cibles transformées et n’exprimant

pas (ou en quantité insuffisante) de ligands HLA a largement été démontr¢.
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Apres une greffe autologue ou allogénique, ces cellules, originaires du donneur, sont
les premicres a réapparaitre dans le sang périphérique, avant les granulocytes et les monocytes
et peuvent représenter, avec les T-CDS, qui expriment également les récepteurs KIR, jusqu’a

70 % des cellules du sang périphérique.

L’implication des cellules NK et le role des récepteurs KIR inhibiteurs du receveur ont
tout d’abord été observés dans un modele murin de rejet de greffe de moelle osseuse appelé
« résistance hybride » : dans ce modele, une souris hybride irradiée F1, issue du croisement
entre deux souris homozygotes d’haplotypes CMH (donc H2, équivalent murin de HLA)
différents, rejette la greffe de moelle osseuse de ses deux parents. Les cellules NK,
radiorésistantes sont responsables de ce rejet [72].

D’autres travaux ont montré que, aprés une transplantation de moelle osseuse
allogénique, I’administration de cellules NK du donneur activées in vitro par I’IL-2 diminue
I’incidence de la GvH [73]. Ces effets protecteurs dépendent du moment du transfert adoptif

puisqu’une administration retardée conduit a un effet opposé [73].

2.2. Implications des récepteurs KIR dans le devenir des GMO

Chez ’homme, quelques équipes ont étudié les conséquences sur le devenir de la
greffe des incompatibilités KIR entre donneur et receveur. Cependant, les résultats restent
difficiles a interpréter et peuvent parfois méme paraitre contradictoires. Les incompatibilités
au niveau des genes KIR ont été étudiées chez des donneurs et receveurs de moelle osseuse au
laboratoire d’histocompatibilité de I'Etablissement Frangais du Sang (EFS) de Nantes (JD.

Bignon); la combinaison « genes KIR du receveurs inclus dans ceux du donneur » s’est
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révélée significativement a risque en terme de survenue de GvHD aigue dans les greffes non-
apparentées [74].

Ensuite, Ruggeri et al ont travaillé sur les ligands HLA-Cw des récepteurs KIR et ont
mis en évidence que des incompatibilités au niveau des ligands HLA-Cw entre donneur et
receveur dans des greffes haplo-identiques menaient a une diminution des réactions de GvH
avec une augmentation de 1’effet GvL ; cet effet n’étant observé que dans les seuls cas de
LAM (Leucémie Aigue My¢loide) [75].

Egalement, Shilling et al ont montré que des greffes entre receveur et donneur HLA
identiques comportaient des incompatibilités KIR pouvant avoir des conséquences dans le
devenir des greffes en terme de réponse immunologique [76].

Cependant, Davies et al ont analysé les effets des incompatibilités des ligands KIR sur
le devenir des GMO de receveur/donneur non apparentés et ne révelent pas de différence
significative dans le sens d’une GvHD ou dans celui d’une GvL [77].

Ainsi, malgré les preuves de I’implication des récepteurs KIR et des incompatibilités
au niveau des récepteurs ou de leurs ligands, dans le devenir de greffe de moelle osseuse, il
n’y a pas de conclusion consensuelle quant au role exact des cellules NK. La diversité KIR,
mal précisée pourrait expliquer ces divergences de résultats.

Les avancées dans la compréhension de ces mécanismes d’action KIR-ligand
pourraient permettre a terme d’améliorer la survie des greffons par diminution des effets
GvH, diminution des rejets, augmentation des effets GvL... en sélectionnant les donneurs, au
dela des compatibilités HLA indispensables, sur la base d'incompatibilités KIR avec les
receveurs.

Avec ce méme objectif, I’¢tude de Witt et al. s’est attachée a étudier les fréquences des
genes KIR et déséquilibres de liaison haplotypiques dans différentes populations australienne,

frangaise, américaine [59].
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Partie Il

NOTRE ETUDE : DIVERSITE DES GENES KIR
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1 MATERIEL ET METHODE

1.1. Patients

Ce travail a été réalisé a partir d’échantillons d’ADN de concentration comprise entre
100 et 600 pg/ml, provenant de quatre populations d’origine géographique différente et
concerrnant des individus sains, sans lien de parent¢ :

Cent échantillons d’ADN d’une population sénégalaise nous ont ét¢ fournis par le
laboratoire de génétique du Pr. Moisan au CHU de Nantes.

L’hopital de Pointe-a-Pitre (Dr. R. Chout) nous a fait parvenir 90 échantillons d’ADN
de guadeloupéens.

Nous avons également effectué une collaboration avec une équipe de recherche (Dr. S.
Koskela) du centre de transfusion sanguine de la croix rouge en Finlande (Helsinki), désireuse
de débuter un travail collaboratif sur le génotypage KIR. Ainsi, a I’aide de la technique de
typage KIR développée dans le laboratoire HLA de biologie moléculaire de I'EFS de Nantes
(Dr. JD. Bignon) que nous leur avons communiquée ainsi que la séquence des couples
d'amorces, cette équipe a réalisé les typages sur un panel de 102 échantillons d’ADN de
donneurs de sang finlandais. Pour cette population, les genes KIR 3DL1 et KIR 3DP1 ont été
typés a Nantes dans notre laboratoire.

Enfin, une population de 108 témoins caucasoides, provenant de la région Ouest
Bretagne essentiellement, a été typée dans notre laboratoire HLA de Nantes. Il s’agit de
donneurs de moelle sains et non apparentés.

Nous disposons également d’une centaine d’échantillons de réunionais, adressés
récemment par le laboratoire HLA du centre hospitalier Felix Guyon de St Denis de La
Réunion (Dr. C. Ricard), actuellement en cours de typage. Ces données ne seront pas incluses

dans cette étude comparative, mais discutées en conclusion.
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L’extraction d’ADN de ces échantillons sanguins a été effectué par une méthode

classique de « salting out » ou précipitation saline, a partir de sang périphérique prélevé sur

EDTA.

1.2. Génotypage KIR

Deux techniques différentes de PCR-SSP ont été employées afin de typer les quinze
genes KIR (KIR-2DL1, -2DL2, -2DL3, -2DL4, -2DL5A, -2DL5B, -2DS1, -2DS2, -2DS3, -
2DS4/1D, -2DS5, -3DL1, -3DL2, -3DL3, et —3DS1) et deux pseudogenes (KIR-2DP1, -
3DP1/-3DP1v) testés. Ces techniques permettent I’amplification de chaque gene et/ou allele

KIR a I’aide d’amorces spécifiques qui se fixent au niveau des exons des genes.

La premicre technique est une technique développée au laboratoire et validée avec des
cellules témoins Workshop. Elle utilise 23 couples d’amorces qui amplifient des séquences
spécifiques des genes et permet d’amplifier la totalité des alleles correspondant au locus du
gene considéré. Pour certains loci KIR, deux paires d'amorces différentes ont été utilisées afin
d’établir la présence ou I’absence de variant ou d’allele de ce gene. Ainsi, deux couples
d'amorces ont été utilisés pour I’amplification du pseudogene KIR-3DP1 (344 paires de bases,
pb) et de son variant KIR-3DP1v (1817 pb). La séquence des amorces ainsi que les conditions

PCR ont été décrites au laboratoire [74] puis réactualisées par Hsu et al. [27].

Chaque PCR est réalisée dans un volume final de 10 pl du mélange réactionnel suivant:
5 ul des amorces KIR 5° et 3 a 2 uM (0.5 uM au final pour chacune)

5 ul mix constitué de :
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concentration finale

Tampon Taq 10X MgCl, (Applied) I1X et 15 mM MgCl,
dNTP 100 mM (Eurobio) 0.2 mM

glycérol (Sigma) 99.5 % 5%

rouge crésol 100 pg/ml

Taq Amplitaq 5U/ml (Applied) 04U

ADN 0.33 ul

Les amplifications sont réalisées dans un thermocycleur Perkin Elmer Cetus 9600 ou 9700

(Applied), selon le programme suivant :

Phase 1 : 1 cycle 92°C 2 min
Phase 2 : 4 cycles 91°C 25 sec
65°C 45 sec
72°C 30 sec
Phase 3 : 26 cycles 91°C 25 sec
60°C 45 sec
72°C 30 sec
Phase 4 : 5 cycles 91°C 25 sec
55°C 60 sec
72°C 120 sec
Phase 5 : 72°C 10 min
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Les amplifications sont contrdlées sur gel d’agarose a 2 % dans du tampon TBE (Tris Borate
EDTA) 0.5X ; le BET (Bromure d’ethidium) introduit en faible quantité¢ dans la préparation
s’intercale entre les bases de ’ADN et permet la révélation des bandes d’amplification

spécifiques sous lampe UV.

De fagon complémentaire, la seconde approche de PCR-SSP utilise le kit de
génotypage KIR (PEL-FREEZ), distribué par DYNAL. Il est constitué de plaques de 96 puits
contenant 5 pl de milieu réactionnel chacun, permettant le typage de 4 échantillons d’ADN
par plaque. Le test est basé sur I’amplification de 17 génes et pseudogeénes KIR, utilisant 19
couples d’amorces différentes, spécifiques de génes et/ou alleles décrits et publiés par Hsu et
al. [61] et Gomez-Lazano et al. [78]. Ce kit permet d’amplifier ’ensemble des all¢les décrits
ce jour pour chacun des génes KIR. Ce génotypage permet également de distinguer les geénes
KIR-2DLSA et KIR-2DL5B ainsi que le pseudogéne KIR 3DP1 et son variant KIR 3DPlv.
De méme, ce kit Pel Freez permet de distinguer ’allele KIR 2DS4, d’un nouvel allele
découvert récemment, désigné KIR 1D et caractérisé par une délétion de 22 pb au niveau du

domaine D2, ne permettant pas son expression a la surface cellulaire.

L’amplification est réalisée a partir du milieu réactionnel suivant :

PCR buffer 150 ul
Taq Polymerase ADN 24 ul
ADN 75-125 ng/ul 25 ul

dont 8 pl sont distribués dans chaque puit afin d’obtenir un volume final de réaction de 23 pl

(milieu réactionnel + huile de parrafine).
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L’amplification est ensuite réalisée dans un PE 9700 selon le schéma suivant :

Phase 1 : 95°C 1 min
Phase 2 : 30 cycles 94°C 20 sec
63°C 20 sec
72°C 90 sec
Phase terminale : 4°C

1.3.  Analyse statistique

Les tests statistiques ont été effectués en collaboration avec P.A. Gouraud de I’équipe Inserm
de Toulouse (A. Cambon-Thomsen), unit¢ U-558 « Génomique, santé, société : analyses

multidisciplinaires et décision de santé », faculté¢ de Médecine de Toulouse. Ces tests incluent:

1.3.1. Les fréquences des porteurs et les fréquences géniques KIR

La fréquence des porteurs "F", c’est-a-dire le pourcentage d’individus possédant le
gene KIR considéré, est estimée par comptage, a partir des génotypes établis par population
pour I’ensemble des sujets.

La fréquence des genes KIR "fg" dans une population est alors calculée a partir de la
fréquence des porteurs F, avec vérification de I’équilibre Hardy Weinberg, selon la formule
suivante :

fg=1-1-7
Rappelons que I'équilibre de Hardy-Weinberg caractérise la distribution des fréquences
géniques dans une population panmictique, dont 1'effectif est infini et en 1'absence de mutation

et de selection.

Page 59



Demonstration :

F=f+ x "x |- ") (Equilibre Hardy Weinberg)
& = —-1-Noe(l- ) =l-"ol1-1N= JI- 7 (f et F sont des fréquences)

o =1-/1-7
Distribution :

L’estimation ci-dessus est accompagnée de la variance ou distribution. La distribution des

statistiques de fréquences F est la suivante :

lf F

F— (po avec A [ ﬁ(l—ﬁ) ol Fest une estimation de F par
. J¢ 0 _
L n n

comptage.

La distribution de p peut étre estimée par la méthode de reéchantillonnage, ¢galement appelée
« méthode de bootstrap ». Cent échantillons sont sélectionnés (avec remise) afin d’estimer
I’intervalle de confiance de 95% des estimations de fréquences des genes initialement

établies.

1.3.2. Les distances génétiques

Les distances génétiques ont été calculées a partir des fréquences des génotypes KIR établis

dans chacune des populations de notre étude. A 1’aide du logiciel Arlequin

(http://anthro.unige.ch/arlequin, version 2000), les distances génétiques ont été traduites sous
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la forme d’une matrice des distances, par la méthode des moindres carrés (programme Fitch
dans Phylip), représentant les éloignement génétiques, respectivement dans les 4 populations
étudiées. Ces distances ont ensuite été illustrées sous la forme d’un dendrogramme ou arbre

des distances génétiques a I’aide du programme Unroot également dans le logiciel Phylip.

2 RESULTATS

2.1. Les fréquences des porteurs et les fréquences géniques

2.1.1. Présentation des résultats et analyse

Les pourcentages de porteurs F ainsi que les fréquences géniques fg sont représentés
dans le tableau 4 pour chacune des 4 populations testées et concernent les génes KIR
inhibiteurs 2DL1, -2, -3, -4, -5, 3DLI1, -2, -3, activateurs 2DS1, -2, -3, -4, -5, 3DS1 et
pseudogeénes KIR2DP1 et KIR3DP1 ainsi que son variant 3DP1v, soit au total 17 genes. Les
amorces utilisées pour ’amplification du géne 3DP1 dans la population finlandaise amplifiant
également le variant allélique 3DPlv, ce dernier n'apparait par conséquence pas dans le
tableau de résultats. Les histogrammes (Figure 9) illustrent les pourcentages de porteurs des
marqueurs KIR inhibiteurs (9A) et activateurs (9B). Les pseudogenes ne sont pas représentés,

les valeurs étant proches ou égales a 100% dans les 4 populations.

Comme décrit dans la littérature scientifique aussi bien pour les caucasoides [64], que
les négroides [58] ou asiatiques [58, 70 ], trois marqueurs sont retrouvés présents chez tous
les individus, dans les 4 populations étudiées ; il s’agit des genes KIR inhibiteurs 2DL4,

3DL2 et 3DL3.
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% de porteurs (F)

Fréquences géniques (fg)

IR Francais n=108(Guadeloupéens n=118Sénégalais n=90Finlandais n=102|Francais IC-95% | Guadeloupéens IC-95% |Sénégalais 1C-95% | Finlandais 1C-95%
2DL1 97 100 100 100 0,83 [0,76;0,9] 1,00 X 1,00 X 1,00 X
2DL2 50 61 55 43 0,29 [0,24;0,35] 0,38 [0,31;0,45] 0,33 [0,27;0,39] 0,25 [0,2;0,3]
2DL3 91 84 90 96 0,70 [0,62;0,78] 0,61 [0,53;0,7] 0,68 [0,62;0,76] 0,80 [0,74;0,9]
2DL4 100 100 100 100 1,00 X 1,00 X 1,00 X 1,00 X
2DL5 47 61 52 56 0,27 [0,22;0,33] 0,38 [0,31;0,45] 0,30 [0,25;0,37] | 0,34 [0,28;0,39]
3DL1 96 99 99 94 0,81 [0,75;0,9] 0,89 [0,83;1] 0,91 [0,84;1] 0,76 [0,69;0,86]
3DL2 100 100 100 100 1,00 X 1,00 X 1,00 X 1,00 X
3DL3 100 100 100 100 1,00 X 1,00 X 1,00 X 1,00 X
2DSs1 36 38 13 43 0,20 [0,16;0,25] 0,22 [0,17;0,27] 0,07 [0,04;0,09] 0,34 [0,29;0,4]
2DS2 51 58 42 43 0,30 [0,24;0,35] 0,35 [0,29;0,42] 0,24 [0,19;0,29] | 0,23[0,19;0,29]
2DS3 31 33 24 24 0,17 [0,12;0,22] 0,18 [0,13;0,23] 0,13 [0,08;0,16] | 0,13[0,09;0,18]

2DS4/1D 96 98 100 94 0,81 [0,75;0,9] 0,85 [0,79;1] 1,00 X 0,76 [0,69;0,86]
2DS5 27 32 30 40 0,14 [0,11;0,18] 0,18 [0,14;0,23] 0,16 [0,12;0,2] 0,23 [0,18;0,36]
3DSs1 0,25 [0,19;0,31] 0,13 [0,09;0,18] 0,02 [0,01;0,04] | 0,30 [0,24;0,36]

Tableau 4
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Figures 9 Histogrammes représentant les pourcentages F de porteurs des genes KIR
inhibiteurs (A), activateurs (B).
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Si l’on considére [’ensemble des 4 populations: frangaise métropolitaine,
guadeloupéenne, sénégalaise et finlandaise, les fréquences des porteurs de marqueurs KIR
inhibiteurs sont comprises entre 43 (2DL2 finlandais) et 100% (2DL4, 3DL2 et 3DL3), et
celles des marqueurs KIR activateurs entre 4 (3DS1 sénégalais) et 100% (2DS4 sénégalais).
Pour ce qui concerne les pseudogenes KIR, les valeurs sont proches de 100%, excepté le
variant de 3DP1 (3DP1v) trés peu retrouvé dans les 3 populations analysées (31, 14 et 8%
respectivement en France, Guadeloupe et Sénégal).

Ainsi, les fréquences des geénes activateurs sont plus hétérogénes et globalement plus
faibles par rapport aux fréquences des geénes inhibiteurs, dans 1’ensemble des populations. Au
total, les fréquences de porteurs des geénes inhibiteurs sont toutes supérieures a 80%, excepté
pour les genes KIR2DL2 et 2DL5 (40 a 60%). En ce qui concerne les geénes activateurs, les

fréquences des porteurs sont toutes inférieures a 50%, excepté pour le géne KIR2DS4/1D.

De plus, a I’analyse du tableau 4 et de la figure 9, on note que les fréquences des
porteurs (pour les marqueurs inhibiteurs ou activateurs) varient considérablement au sein
méme d’une population donnée prise isolément. Ainsi, chez les sénégalais, les porteurs du
KIR3DSI sont de 4% comparés a 100% de porteurs exprimant le KIR2DL1. De méme chez

les frangais entre KIR2DS3 (31%) et KIR2DL1 (97%).

D’autre part, pour un méme marqueur KIR donné, la fréquence des porteurs peut varier
grandement d’une population a une autre. Ainsi, la fréquence des porteurs KIR3DS1 est de

4% chez les sénégalais et de 51% chez les finlandais.
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2.1.2. Commentaires

Les résultats présentés ci-dessus révelent une importante variabilité entre les
différentes populations étudiées et en fonction des geénes considérés. Ainsi, la population
sénégalaise enregistre les différences de fréquences les plus extrémes non seulement en
comparaison avec les 3 autres populations, mais également entre les différents marqueurs KIR

(notamment activateurs) analysés dans cette population sénégalaise.

Les fréquences des alleles KIR2DS4 et KIRID ont ensuite été déterminées
distinctement, dans les populations francaises métropolitaine et guadeloupéenne et dans la

population sénégalaise (Tableau 5).

% porteurs (F) Fréquences géniques (fg)
KIR [Francais|Guadeloupéens |Sénégalais| Francais Guadeloupéens Sénégalais
2DS4 31 66 83 0,17 0,42 0,59
1D 84 64 48 0,60 0,40 0,28

Tableau S  Pourcentages F de porteurs et fréquences géniques fg des alléles KIR2DS4 et
KIR1D du marqueur activateur 2DS4.

Les fréquences calculées chez les frangais sont similaires a celles publiées dans la
littérature chez les caucasoides. Etonnamment, nous observons une inversion dans les
fréquences des genes KIR2DS4 et KIRID dans les populations frangaise d’une part et
sénégalaise d’autre part, la population guadeloupéenne présentant des fréquences équivalentes
pour ces 2 alleles. En effet, plus précisément, I’allele KIR1D est majoritairement représenté

dans la population francaise par rapport a 1’allele KIR2DS4, avec des fréquences géniques
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(fg) de 0,60 et 0,17 respectivement. Dans les populations guadeloupéenne et sénégalaise, les
fréquences de 1’alléle « 1D » sont inférieures (0,40 et 0,28) a celles observées pour 2DS4

(0,42 et 0,59).

Enfin, parmi les génes KIR inhibiteurs, 1’hétérogénéité est moins importante entre les
populations et ne concerne que peu de geénes : en particulier, le géne KIR2DL2 posséde une
fréquence de 0,25 dans la population finlandaise et de 0,38 dans la population

guadeloupéenne.

Si I’on étudie distinctement mais dans leur globalité, les nombres de génes inhibiteurs
(maximum 8) et de genes activateurs (maximum 6) par génotype (Tableau 6), on observe des
valeurs significativement différentes au niveau des nombres moyens de geénes activateurs
entre la population sénégalaise d’une part, et les 3 autres populations d’autre part. En effet, le
nombre moyen de récepteurs activateurs par génotype est largement inférieure dans la
population sénégalaise (2,16) par rapport aux populations frangaise métropolitaine,
guadeloupéenne et finlandaise (2,84 ; 2,88 et 3,07). Les moyennes par génotype concernant
les récepteurs inhibiteurs sont moins hétérogenes entre les populations : de 6,79 chez les

finlandais a 7,01 chez les guadeloupéens.

Nombre moyen de récepteurs Frangais Guadeloupéens Sénégalais Finlandais
Inhibiteurs (n=8) 6,81 7,01 6,96 6,79
Activateurs (n=6) 2,84 2,88 2,16 3,07

Tableau 6  Répartition en nombres de genes inhibiteurs et activateurs moyens, entre les 4
populations €tudiées, sur un total de 8 génes inhibiteurs et de 6 génes activateurs.
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Enfin, nous avons comparé¢ les fréquences des porteurs pour chaque marqueur KIR et
pour chaque population. Ce tableau nous a permis de réaliser des comparaisons 2 a 2 entre ces

4 populations (Tableau 7).

Francais (Fr) | Sénégalais (S) |Guadeloupéens | Finlandais (Fi) | pifférences significatives
n=108 n=118 (G) n=90 n=102 observées entre
KIR + - + - + - + - populations (X2 et pc) |
2DL1 105 3 118 0 90 0 102 0
2DL2 54 54 65 53 55 35 44 58 Fi/G
2DL3 98 10 106 12 76 14 98 4 Fi/G
2DL4 108 0 118 0 90 0 102 0
2DL5 51 57 61 57 55 35 57 45 FriG
3DL1 104 4 117 1 89 1 96 6
3DL2 108 0 118 0 90 0 102 0
3DL3 108 0 118 0 90 0 102 0
2DS1 39 69 15 103 34 56 44 58 Fi/S, G/S, Fr/S
2DS2 55 53 50 68 52 38 44 58 FilG, G/S
2DS3 33 75 28 90 30 60 25 77
2DS4 104 4 118 0 88 2 96 6
2DS5 39 69 35 83 29 61 41 61
3DS1 47 61 5 113 22 68 52 50 Fr/S, Fr/G, S/G, Fi/S, Fi/G

Tableau7  Nombres de porteurs et de non-porteurs des 16 spécificités KIR, dans les 4
populations étudiées. Les différences significatives (p<0,05) entre deux populations apres le
test du Chi 2 corrigé, sont indiquées dans le tableau.

Ces comparaisons ont été réalisées a 1’aide du test du Chi 2 ou de Fischer, en fonction
de Deffectif considéré, et présentent les populations significativement différentes (ex :
Finlande et Guadeloupe, Fi/G), caractérisées par un p corrigé inférieur a 0,05. Ces tests ont été
réalisés a partir du nombre d’individus positifs (porteurs) et négatifs (non-porteurs) pour
chaque gene considéré, et pour chaque population.

D’apres ces résultats, les plus grands nombres de différences significatives notés
concernent les populations de Guadeloupe et du Sénégal qui toutes deux ont des différences

significatives avec les 3 autres populations : G/Fi=4, G/S=3 et G/Fr=2, pour la Guadeloupe et
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S/G=3, S/FR=2, S/Fi=2 pour le Sénégal. Seules les populations francaise métropolitaine et
finlandaise n’ont pas entre elles de différence significative. Ainsi, sur les 6 comparaisons 2 a 2
possibles, seule la comparaison Fr/Fi n’apparait pas associée a des différences significatives
dans le tableau 6. A I’inverse, c’est entre la Finlande et la Guadeloupe d’une part et la
Guadeloupe et le Sénégal d’autre part que 1’on note le plus grand nombre de différences
significatives (4 et 3). Ceci traduit indirectement les distances génétiques qui semblent
particulierement importantes entre d’une part le Sénégal et la Guadeloupe et d’autre part la
Guadeloupe et la Finlande. A DI’inverse, les populations francaise et finlandaise semblent

génétiquement les populations les plus proches parmi les 4 testées.

Par rapport aux données des fréquences géniques publiées dans la littérature pour les
populations caucasoides (Tableau 3), les populations francaise métropolitaine et finlandaise
testées dans notre étude ne présentent pas de fréquences significativement différentes.

La population sénégalaise révele une diminution des fréquences de nombreux KIR
activateurs (2DS1, 2DS2, 2DS3, 3DS1, 1D) par rapport aux données caucasoides publiées,
mais ces données correlent avec celles publiées par Norman et al. dans une population de
Trinidad d'origine africaine [58].

La Guadeloupe présente des fréquences plus ou moins augmentées par rapport aux
données caucasoides, en fonction du gene considéré, tendant soit vers les valeurs observées

chez les caucasoides, soit vers celles observés chez les sénégalais.
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2.2. Les frequences genotypiques

2.2.1. Présentation et analyse des résultats

Au total, 50 génotypes différents ont été identifiés, dans I’ensemble des 4 populations
(n=418). Douze génotypes peuvent étre considérés comme fréquents puisque représentant au
moins 5% dans au moins une des populations (Tableau 8). Le génotype le plus fréquent décrit
dans la littérature ’est également dans chacune des 4 populations étudiées (génotype 19), en
particulier au Sénégal (42% des génotypes). Pour les autres génotypes, la répartition est plus

hétérogene et fonction de la population considérée.

Le nombre de génotypes différents varie selon les populations. Les Guadeloupéens et
les Sénégalais expriment les nombres de génotypes différents les plus élevés (29 et 23
respectivement), comparativement aux Frangais et aux Finlandais (19 et 18). Ces chiffres
traduisent une diversité génotypique plus importante chez les guadeloupéens (32%) par

rapport aux 3 autres populations, inférieures ou égales a 19% (Tableau 9, ligne 1).

D’autre part, le pourcentage de génotypes spécifiques de chaque population (Tableau
11, ligne 2) est plus élevé dans les populations guadeloupéenne (11%) et sénégalaise (7,6%)
que dans les populations francaise (4%) et finlandaise (3%). Mais si la part de génotypes
spécifiques (Tableau 9, ligne 3) représente 11% des individus guadeloupéens (qui possedent
par ailleurs la diversité génotypique la plus importante), elle inclu 21% des individus
sénégalais. Elle ne représente par contre que 5 et 4 % des frangais et finlandais
respectivement. Ceci traduit la spécificité génotypique KIR de la population sénégalaise par

rapport a la grande diversité génotypique KIR observée dans la population guadeloupéenne.
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Ge';:typ 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 22DS4/1D| 2DS5 | 3DS1 | 2DP1 | 3DP1 | %Fr %G

10

12

14

17

18

19

32

Tableau 8  Génotypes (n=12) dont les fréquences sont au moins supérieures a 5% dans une population ([ ).
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Enfin, le pourcentage représentant le nombre de génotypes spécifiques par rapport au
nombre de génotypes différents déterminés dans chaque population (Tableau 9, ligne 4) est de
39 dans la population sénégalaise et 34 dans la population guadeloupéenne, traduisant a la fois

leur plus grande diversité (Guadeloupe) et/ou leur plus grande spécificité (Sénégal).

Génotypes Frelngais Guadel_oupéens Sén_égalais Finl_andais

n=108 n=90 n=118 n=102
1/ Nb total (diversité génotypique) 19 (17%) 29 (32%) 23 (19%) 18 (17%)
2/ Nb spécifiques (spécificité génotypique) 5 (4%) 10 (11%) 9 (7,6%) 4 (3%)
3/ Nb de porteurs de génotypes spécifiques 6 (5%) 10 (11%) 25 (21%) 5 (4%)
4/ Nb spécifiques / nb génotypes (%) 26 34 39 22

Tableau 9  Comparaison des nombres de génotypes différents et de génotypes spécifiques
dans chaque population étudiée. Pourcentage de diversité génotypique et de spécificité
génotypique ; les deux premiéres valeurs sont indiquées en [_] et en [l respectivement.

Dans un second temps, nous avons évalué, pour chaque population, la part d’individus
possédant un génotype soit commun aux 4 populations, soit commun a 2 ou 3 populations,
soit encore spécifique d’une population (Figure 10). Comme nous 1’avons évoqué ci-dessus,
la France et la Finlande posseédent la diversité génotypique la moins importante avec un fort
pourcentage d’individus possédant un génotype commun aux 4 populations (75 et 64%
respectivement) et au contraire un faible pourcentage (5%) d’individus exprimant un génotype
spécifique. D’apres ces données, ces deux populations frangaise et finlandaise semblent
génétiquement proches mais au contraire plus éloignées de celles du Sénégal et de la

Guadeloupe. La Guadeloupe et le Sénégal révelent une proportion d’individus possédant des
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génotypes communs aux 4 populations inférieures a 50 % (41 et 43% respectivement), avec
des proportions plus importantes d’individus présentant des génotypes spécifiques,

comparativement a celles de la Finlande et de la France (12 et 22% respectivement).

Fi A

il

S ///// //A ® communs aux 4 %

| communsa2ou3

O spécifique
c 7 l

Fr

T T T T \
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 10 Histogrammes représentant les pourcentages de génotypes communs aux 4
populations étudiées N , communs a 2 ou 3 de ces populations ou encore
spécifiques de chacune des populations [_] .

(Fr = Frangais, G = Guadeloupéens, S = Sénégalais, Fi = Finlandais)

2.2.2. Commentaires

On retiendra de I’analyse des génotypes dans ces 4 populations, les principaux points
suivants :

v L’extreme diversité génotypique de la population Guadeloupéenne

v' La grande spécificité de la seule population Sénégalaise

v' La proximité génotypique des populations Frangaise et Finlandaise
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v Sil’on considére diversité et spécificité, ces 4 populations peuvent étre rangées dans 2
groupes différents : la France et la Finlande d’une part, et la Guadeloupe et le Sénégal

d’autre part.

2.3. Les frequences haplotypiques

2.3.1. Méthode statistique

A partir des génotypes précédemment décrits dans les 4 populations, nous avons
déduit les combinaisons d’haplotypes A et B, a I’aide des données publiées dans la littérature
scientifique [61] :

v L’haplotype A est caractérisé par la présence du géne KIR activateur KIR2DS4/1D, et
par I’absence de tout autre gene KIR activateur et a I’inverse,

v L’haplotype B est caractérisé par I’absence du géne KIR activateur KIR2DS4/1D,
mais par la présence d'autres génes KIR activateurs variant au niveau de leur nombre

et/ou de leur combinaison.

Les nombres d’individus homozygotes AA, BB et hétérozygotes AB ont €té recensés dans
chacune des populations, puis les fréquences p et q de chaque haplotype A et B dans la
population ont été calculées a I’aide des formules suivantes :

pA = (2nAA + nAB)/2N et qB = (2nBB + nAB)/2N
avec [ nAA : nombre d’homozygotes pour I’haplotype A
nBB : nombre d’homozygotes pour I’haplotype B

nAB : nombre d’hétérozygotes pour les haplotypes A et B

(N nombre total d’individus dans la population
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Nous avons ensuite vérifier I’équilibre de Hardy-Weinberg en calculant les effectifs attendus :

nAA =p°N avec p° : proportion attendue de AA

nAB = 2pgN avec 2pq : proportion attendue de AB

nBB = ¢°N avec ¢ : proportion attendue de BB
2.3.2. Présentation et analyse des résultats

Les fréquences des génotypes homozygotes AA et BB et hétérozygotes AB sont trés
hétérogenes entre les 4 populations testées, avec notamment un pourcentage d’homozygotes
AA supérieur dans la population sénégalaise (Figure 11A). Le génotype homozygote BB est
trés faiblement représenté dans les 4 populations, voire inexistant dans la population
sénégalaise. Enfin, les pourcentages d’hétérozygotes AB sont plus élevés chez les

Guadeloupéens.

A partir des fréquences de ces génotypes AA, BB et AB, les fréquences de chaque
haplotype A et B ont ét¢ déterminées (Figure 11B). Les fréquences fA de 1’haplotype A sont
¢levées, de 0,6 chez les guadeloupéens a 0,72 chez les sénégalais, comparables aux données
publiées dans la littérature scientifique (0,65) [61]. A D’inverse, les fréquences fB de
I’haplotype B sont faibles dans les 4 populations, allant de 0,27 chez les sénégalais a 0,39

chez les guadeloupéens, pour des données publiées dans la littérature de environ 0,35 [61].
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Figure 11 Pourcentages des homozygotes AA, BB et des hétérozygotes AB (A) et
fréquences fA et {B des haplotypes A et B avec vérification de I’équilibre de Hardy-Weinberg

(B).
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2.3.3. Commentaires

Ces résultats démontrent une fréquence plus élevée de I’haplotype A chez les
sénégalais, expliquant la forte proportion de sujets homozygotes AA dans cette population.
L’haplotype A se caractérisant par la présence d’un unique gene activateur, exprimé
(KIR2DS4) ou non (KIR1D), les cellules NK de cette population expriment un répertoire KIR
activateur beaucoup plus limité que celui observé dans les populations caucasoides et

guadeloupéenne.

Par ailleurs, I’allele « 2DS4» exprimé étant surreprésenté dans la population
sénégalaise par rapport a I’alléle « 1D » non exprimé, majoritaire dans les autres populations,
la majorité des sujets AA sénégalais, de génotype 2DS4/2DS4, exprime un geéne activateur. 11
est en effet étonnant de constater que la seule population qui présente des fréquences
inversées au niveau des alleles 2DS4 et 1D, par rapport a la littérature ainsi qu’aux autres
populations étudiées, avec ’allele 2DS4 trés majoritairement représenté, soit la population
sénégalaise, ceci compensant la forte proportion de sujets AA. Ce « hasard » pourrait
s’expliquer par le phénomene de pression de sélection génétique, di a I’environnement
naturel. Si P’allele majoritaire était I’allele 1D non exprimé, comme dans les populations
caucasoides, les conséquences fonctionnelles au niveau de I’immunité innée pourraient étre
importantes puisque ces individus homozygotes AA-1D/1D n’exprimeraient aucun gene

activateur.
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2.4. Les distances génetiques
24.1. Présentation et analyse des résultats

En accord avec la méthode statistique citée ci-dessus, nous avons obtenu la matrice des

distances suivantes (Tableau 10) :

FIN FRA GUA SEN
FIN 0
FRA 0,0068 0
GUA 0,02389 0,00937 0
SEN 0,06745 0,05727 0,03867 0

Tableau 10 Matrice des distances, par la méthode des moindres carrés (Arlequin,

programme Fitch, logiciel Phylip)

Ces données ont été classées par ordre croissant (Tableau 11), c’est a dire des

populations les plus proches aux populations les plus éloignées.
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1 .
SO Distances
France/Finlande 0,0068
(Fr/Fi)
Guadeloupe/France 0,0093
G/Fr
Guadeloupe/Finlande 0,024
G/Fi
Sénégal/Guadeloupe 0,039
S/G
Sénégal/France 0,057
S/Fr
Sénégal/Finlande 0,067
S/Fi

Tableau 11 Classement des populations par ordre croissant des distances génétiques
obtenues a 1’aide de la matrice des distances

Le calcul des distances génétiques permet un classement des 4 populations étudiées,
les unes par rapport aux autres, en terme d’éloignement génétique. Nous pouvons déduire du
dendrogramme présenté¢ ci-dessous (Figure 12), que les populations les plus ¢€loignées
génétiquement sont les populations finlandaise et sénégalaise (score=0,067) ainsi que les
populations frangaise métropolitaine et sénégalaise (score=0,057). Les plus proches sont les
populations francaise métropolitaine et finlandaise (score=0,006) puis frangaise

métropolitaine et frangaise guadeloupéenne (score=0,009).
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~1:FRA

| , 2:SEN

Figure 12 Arbre des distances génétiques ou dendrogramme des 4 populations étudiées
francaise métropolitaine (FRA), sénégalaise (SEN), guadeloupéenne (GUA) et finlandaise
(FIN).

2.4.2. Commentaires

Le classement des distances génétiques entre ces populations traduit bien les distances
géographiques séparant ces différentes populations. Par exemple, les populations frangaise et
finlandaise caucasoides sont les plus proches génétiquement et a I’opposé, la population
caucasoide la plus septentrionale, la Finlande, et la population sénégalaise sont les plus

¢loignées.

De plus, ce classement refléte également les différents flux migratoires connus. Ainsi,
par exemple, la proximité apparente entre les populations francaise métropolitaine et
guadeloupéenne s’explique par la vague d’émigration qui a eu lieu a partir de 1835, pendant
la colonisation de la Guadeloupe, et qui concernait particulierement les populations de la
fagade ouest de la France. Notre population frangaise incluse dans I’étude étant constituée des

donneurs de sang de la région ouest, facade Pays de Loire (départements 44 et 85 trés
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majoritairement), correspond génétiquement aux colons francais émigrés en Guadeloupe et
permet d’expliquer le rapprochement génétique de ces 2 populations.

De la méme fagon, les courants migratoires forcés, par le commerce triangulaire,
expliquent la relative proximité des populations du Sénégal et de la Guadeloupe, pourtant

¢loignées géographiquement.
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Partie IV

DISCUSSION
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Les récepteurs KIR, de découverte récente, sont exprimés a la surface des cellules NK
et T CD8 mémoires, et possedent un rdle dans I’immunité innée antivirale et antitumorale.
Ces marqueurs sont caractérisés par un polymorphisme génique et allélique important qui
reste néanmoins, encore, bien inférieur a celui de leurs ligands connus, les molécules HLA de
classe L.

Ainsi, au méme titre que les molécules HLA, ces récepteurs représentent de bons
candidats en tant que marqueurs de génétique humaine.

Par ailleurs, de nombreuses ¢tudes récentes effectuées chez la souris puis chez
I’homme ont montré que les récepteurs KIR jouaient un role capital dans les greffes de moelle
osseuse. En effet, au dela d’une compatibilit¢ HLA indispensable entre le donneur et le
receveur, certaines combinaisons KIR doivent étre prises en compte dans le devenir de la
greffe, notamment dans la survenue de GvHa post-greffe. De nombreuses équipes sont ainsi
actuellement a la recherche du « modéle parfait » d’incompatibilité/compatibilité KIR, le
« perfect mismatch » de Klas Karre [4], entre le donneur apparenté ou non et le receveur, qui

diminuerait le taux de rejet, de GvH aigue post-greffe et améliorerait le taux de survie.

Dans ce contexte, ce travail avait pour objectif, d’élargir les connaissances sur la
diversité génétique des molécules KIR dans les différentes populations. Les connaissances
acquises sur les spécificités et diversités génotypiques propres a chaque population devraient
alors permettre de sélectionner le donneur de moelle génétiquement « idéal », des lors que le

role en greffe de CSH des cellules NK et de leurs marqueurs KIR sera plus clairement précisé.

Avec cet objectif, nous avons précisé les pourcentages des porteurs, les fréquences des

genes KIR inhibiteurs KIR-2DL1, -2DL2, -2DL3, -2DL4, -2DL5, -3DL1, -3DL2, -3DL3,

activateurs -2DS1, -2DS2, -2DS3, -2DS4, -2DSS5, -3DS1 et des pseudogenes —2DP1, -3DP1, -
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3DPlv, ainsi que les fréquences haplotypiques, dans 4 populations frangaise métropolitaine,
guadeloupéenne, finlandaise et sénégalaise. Les fréquences génotypiques ont ensuite permis
de déterminer les distances génétiques existant entre ces 4 populations, puis de construire un
arbre des distances ou dendrogramme, illustrant les éloignements génétiques respectifs
correspondants. Les calculs ont été effectués a 1’aide de méthodes statistiques connues et

validées au cours d’études effectuées auparavant sur les molécules HLA.

Importante variabilité génique

L’analyse des fréquences géniques dans les 4 populations étudiées, confirme
I’importante variabilité existant entre les différentes populations, et en fonction du géne
considéré a l’intérieur méme d’une population. Dans cette étude, la variabilité génique est
particulierement prononcée dans la population sénégalaise, avec des fréquences trés basses

des genes KIR activateurs par rapport aux génes KIR inhibiteurs.

Les génes KIR inhibiteurs et activateurs : répartition et signification

Cette étude confirme la grande hétérogénéité décrite dans la littérature scientifique, en
terme de fréquences de genes et notamment de fréquences des geénes activateurs par rapport
aux genes inhibiteurs.

L’analyse des nombres moyens par génotype des genes activateurs d’un coté et des genes
inhibiteurs de 1’autre, montre que le Sénégal possede le nombre le plus faible de génes KIR
activateurs par génotype, par rapport aux 3 autres populations (p significatifs). Le nombre le
plus ¢élevé de genes activateurs est retrouvé dans la population finlandaise. Au niveau des

genes KIR inhibiteurs, les valeurs sont plus homogenes entre les 4 populations. A titre
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indicatif, le nombre le plus ¢levé d’inhibiteurs est retrouvé dans la population
guadeloupéenne, par rapport aux 3 autres (p non significatifs). Ces observations suggerent que
ces marqueurs activateurs pourraient €tre les témoins d’une pression de sélection naturelle,
due a Dlenvironnement, a la localisation climatique ou encore a certaines conditions
pathogénes, expliquant cette variabilité du nombre de génes KIR activateurs et inhibiteurs par
génotype, dans la population sénégalaise d’une part, dans les populations caucasoides d’autre

part et dans une moindre mesure, dans la population guadeloupéenne.

Comparaison avec les données publiées dans la littérature

Les fréquences géniques (fg) et fréquences de porteurs (F) des marqueurs KIR dans les
populations francaise et finlandaise, sont voisines a celles publiées dans la littérature
concernant les populations caucasoides.

De méme pour les fréquences concernant la population sénégalaise et celles publiées
dans une population africaine de Trinidad [58]. Il est intéressant de constater que les
différences observées, aussi bien dans notre population sénégalaise que dans la population
africaine publiée, portent principalement sur les genes KIR activateurs, avec notamment des
diminutions de fréquences des genes KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR3DS1 et KIR1D.

Ceci confirme ainsi les données détaillées dans le chapitre précédent, présentant les
nombres moyens de récepteurs activateurs par génotype pour chaque population et identifiant
le Sénégal comme la population possédant le nombre moyen de génes KIR activateurs par
génotype, le plus faible parmi les 4 populations testées.

Quelques différences notables ont été relevées au niveau des fréquences dans la
population guadeloupéenne. Ces données n’ont cependant pas pu étre comparées a celles
publiées dans la littérature, cette population n’ayant jusqu’a maintenant pas fait 1’objet

d’étude génétique sur les marqueurs KIR.
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Approches comparatives entre les 4 populations a travers les fréquences géniques et les

fréquences génotypiques

D’apres le tableau comparatif des fréquences de porteurs des marqueurs KIR testés
dans les 4 populations, la France et la Finlande apparaissent comme les populations les plus
proches génétiquement, alors que les populations les plus éloignées semblent étre, toujours
d’aprés les comparaisons de fréquences entre populations, les populations
guadeloupéenne/finlandaise d’une part et sénégalaise/guadeloupéenne d’autre part.

La proximité génétique entre les populations francaise et finlandaise est ensuite
confirmée par 1’analyse des génotypes puis le calcul des distances génétiques qui en découle.

Alors que I’é¢tude comparative des fréquences de porteurs des marqueurs KIR
confirme 1'¢loignement génétique des populations guadeloupéenne et finlandaise, 1’analyse
des génotypes puis le calcul des distances génétiques, précisent la population sénégalaise
comme étant la plus €loignée des 3 autres. Notons enfin que la Guadeloupe est relativement

proche génétiquement de la population frangaise métropolitaine (voir plus loin).

Prédominance de ’haplotype A et répartition des alleles KIR2DS4 et KIR1D dans les

populations "caucasoides" et '""'négroides"

L’¢tude des haplotypes dans les 4 populations a ¢été réalisée a partir des données
publiées dans la littérature :
- la présence de I’'unique gene KIR activateur KIR2DS4/1D est caractéristique de

I’haplotype A
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- la présence de multiples combinaisons de génes KIR activateurs excepté le geéne
KIR2DS4/1D est caractéristique de 1’haplotype B

Nous n’avons pas pu effectuer d’étude familiale pour vérifier les différentes combinaisons

d’haplotypes publiées, ne disposant pas des prélévements familiaux correspondants aux

donneurs témoins.

Notre étude, en accord avec les travaux publiés antérieurement, révele une fréquence
de I’haplotype A largement supérieure a celle de 1’haplotype B, et ce dans les 4 populations
¢tudiées. Sachant que le récepteur KIR2DS4/1D est le seul récepteur activateur constitutif de
I’haplotype A, les individus homozygotes pour I’haplotype A possedent soit 1’allele 2DS4 soit
I’allele 1D comme seul représentant activateur dans leur génotype.

Rappelons que la forme 2DS4 est exprimée a la surface cellulaire contrairement a la forme
1D, délétée au niveau du domaine Ig D2. Ainsi, la présence de I'une ou de I’autre forme est
capitale fonctionnellement chez les sujets homozygotes AA.

Comme le révele D’analyse haplotypique, la population sénégalaise posséde la
proportion d’homozygotes AA la plus forte, correspondant a une fréquence de 1’haplotype A
¢levée (0,72), supérieure a celles des 3 autres populations étudiées. De plus, contrairement
aux données publiées dans la littérature scientifiques et qui concernent les populations
caucasoides, cette population est caractérisée par une fréquence de porteurs de la forme
« 2DS4 » du géne KIR2DS4, trés supérieure a celles de la forme « 1D ». Elle comprend donc
un nombre important d’individus ne possédant qu’un unique gene activateur dans son
génome, majoritairement représenté par la forme KIR2DS4 exprimée, a 1’inverse des autres

populations qui possedent la forme 1D non exprimée, de fagon prépondérante.
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Ces observations soulévent plusieurs questions :

Quelles peuvent étre les conséquences fonctionnelles spécifiques aux populations
"négroides" (Sénégal et Guadeloupe) induites par une surreprésentation du géne KIR2DS4
exprimé a la surface des cellules NK, notamment au niveau de la cytotoxicité¢ NK au cours de
I'immunité innée?

Plus particuliérement, le Sénégal a t’il sélectivement privilégié¢ la forme exprimée du
gene, au dépens de la forme non exprimée ? Soit par sélection naturelle environnementale,
soit par phénomene d’adaptation devant la fréquence élevée de 1’haplotype A ? Quelles en

sont les conséquences fonctionnelles pour les cellules NK ?

Comme nous 1’avons précisé dans la premiere partie de ce travail, les génes KIR
présents au niveau génomique ne sont pas systématiquement traduits et exprimés a la surface
des cellules NK (contrairement a leurs ligands HLA), et/ou le sont & des taux trés variables
d’un clone a autre et d’un individu a Pautre. En effet, ces récepteurs sont caractérisés par
une régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle importante. Ainsi, dans le cas du
gene KIR2DS4, la présence du géne n’implique pas obligatoirement la présence de la protéine
a la surface des cellules. Il est donc important de tenir compte de ce facteur dans I’étude du
role fonctionnel de cet unique récepteur activateur présent dans le génome des individus

homozygotes AA.

Relations génétique, géographique et historique entre les 4 populations testées

A la suite de I’analyse des génotypes, la population caractérisée par la plus grande

diversité génotypique est représentée par la Guadeloupe et celle caractérisée par la spécificité

génotypique la plus marquée est représentée par le Sénégal.
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Ces deux aspects peuvent s’expliquer par deux phénomeénes :

Tout d’abord, les distances géographiques entre les peuples. En effet, I’éloignement
physique d’une population par rapport a une autre pouvant conduire a 1’isolement de génes de
ces 2 populations entre elles, permettant ainsi le développement des combinaisons
génotypiques spécifiques. Au contraire, la proximité entre 2 populations explique les
superpositions des pools de genes.

Le second phénomene, a I’origine de la diversité génotypique est représenté par les
grandes migrations qui ont eu lieu dans le passé et ont marquées I’histoire des peuples et ainsi
les mélanges ou juxtaposition de peuples originairement séparés.

L'histoire du peuple guadeloupéen est a cet égard particulierement explicite:
la diversité génétique de ce peuple s’explique entre autre par une « colonisation » par les

1M siécle. Les colons francais firent

frangais de 1’ouest de la France, qui a débutée au 17
ensuite venir la main d’ceuvre nécessaire aux exploitations de canne a sucre, d’Afrique. Ainsi,
pendant plus de 200 ans, des esclaves originaires de la cote ouest de I’Afrique (Cote de
Guinée, Angola, Sénégal) et du Cap-Vert ont été envoyés aux Amériques (Antilles, Amérique
du Nord, Amérique du Sud) contre des armes, alcool et produits divers. C’est ce qui fut
nommé « le commerce triangulaire ». De plus, le peuple guadeloupéen a subi de nombreuses
vagues de migrations qui ont précédées puis succédées cet épisode de I’histoire de la

Guadeloupe avant qu’elle ne devienne en 1946 un Département d’Outre Mer (DOM). Ces

migrations ont concerné notamment des peuples indiens.

Ainsi, il n’est pas étonnant de découvrir une diversité génotypique marquée en

Guadeloupe, ainsi qu’une grande proximité avec la France, notamment avec 1’ouest de la

France, qui correspond a la population étudiée dans ce travail.
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Les récepteurs KIR : marqueurs génétiques polymorphes

Les geénes KIR sont donc caractérisés par un polymorphisme important, qu’une
analyse plus fine étudiant le polymorphisme allélique de ces geénes pourrait grandement
enrichir. Ces études d’all¢les seraient réalisées par PCR-SSO [63] ou par séquencage et ainsi
permettre une distinction plus précise des spécificités et de la diversité génotypique existant
dans les différentes populations. En effet, plus le polymorphisme est important, plus les
molécules polymorphes sont informatives en tant que marqueurs génétiques de population.

Ainsi, ces récepteurs constituent comme 1'illustre bien ce travail, de bons marqueurs de
génétique humaine, a exploiter au méme titre que les marqueurs HLA. Rappelons que ces
deux familles de génes, indépendantes génomiquement, sont liées fonctionnellement par une
relation « récepteur-ligand » a la surface des cellules qui les expriment. Ces molécules
exprimées, jouent un role complémentaire dans la défense du systéme immunitaire : en effet,
alors que les molécules HLA interviennent presque exclusivement au cours de la réponse
immunitaire spécifique dite « acquise », les récepteurs KIR et I’ensemble des récepteurs
inhibiteurs et activateurs exprimés a la surface des cellules NK se manifestent lors de la
réponse immunitaire innée, notamment antivirale et antitumorale. Dans ce cas, la régulation
des fonctions de cytotoxicité des cellules NK dépend du degré d’expression des molécules

HLA, via des interactions inhibitrices.

Dans ce contexte, cette étude démontre qu’il existe différentes combinaisons de genes
KIR appelées génotypes, présentes ou non en fonction de la population testée, et ce, a des
fréquences plus ou moins importantes. Ainsi, les populations francaise, finlandaise,
guadeloupéenne, sénégalaise reportées dans cette étude, mais €galement japonaise, indienne et
grecque étudiées dans les quelques travaux publiés, sont caractérisées par des génotypes plus

ou moins fréquents, communs a 1’ensemble des populations ou simplement a quelques unes
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d’entre elles, ou encore spécifiques par rapport aux autres populations. Ces différentes
distributions s’expliquent notamment par le phénomene de pression de sélection qui
favoriserait le maintien de combinaisons favorables a la survie de I’espéce humaine et la

disparition d’autres combinaisons au cours de 1’évolution.

De plus, de nombreux déséquilibres de liaison ont été décrits dans la littérature
scientifique [61], et sont déterminés par ce phénomene de sélection naturelle, dépendant de
I’environnement considéré, des conditions climatiques, de I’isolement de la population ou
encore de I’action d’éventuels pathogenes.

Ainsi, comme pour les génes du CMH, la distribution des génes KIR varie selon
I’ethnie et I’origine géographique des populations, et comme nous I’avons vu elle se définit a

travers ’histoire d’un peuple par le biais des différents flux migratoires passés.

Dans le méme sens, peut étre existe t-il, une relation entre certains génes KIR, voire
certains alleles, et une susceptibilité ou au contraire une résistance accrue, a certaines

maladies selon les populations étudiées.

La diversité des marqueurs KIR : role en greffe de CSH

Dans une autre problématique, les récepteurs KIR présentent également un vif intérét
dans la greffe de moelle osseuse. Tout d’abord, les récepteurs KIR possedent comme ligands
les molécules HLA, ces dernieres déterminant la compatibilité tissulaire du soi et provoquant
les rejets de tissus du non soi en cas d’incompatibilité. Ensuite, conséquence de leur relation
avec les molécules HLA, les molécules KIR constituent une premiére barriere au cours de

I’immunité innée, dans la destruction des cellules tumorales qui n’expriment pas ou en
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nombre insuffisant les ligands HLA a leur surface. Enfin, de nombreux travaux effectués dans
les années 90 sur la souris [72] puis plus récemment chez ’homme [74 , 76, 79 ], ont prouvé
le role des molécules KIR dans les rejets de greffe, au dela des incompatibilités HLA. Si ces
¢tudes sont confirmées et prenant en compte la diversité génotypique démontrée entre autre a
travers notre ¢tude entre les différentes populations, la sélection des donneurs de CSH devrait
étre faite de facon complémentaire, sur la base de leur génotype HLA et de leur génotype
KIR, afin de réaliser le « perfect mismatch » [4].

Cette prise en compte des génotypes a la fois KIR et HLA dans le contexte de la greffe de
CSH devrait permettre d’éviter les réactions immunitaires délétéres post-greffe de moelle et

en particulier les GvH aigues.
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KIR FRANCE

Génotype | ADN | 2DL1 [ 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 [ 2DS4/1D | 2DS5 |3DS1 | 2DP1 | 3DP1 [3DP1v
1 3511 + - + + +/- + + + + - - -+ + + + + -
2 3916 + + - + + + + + + + + -+ + + + + +
3 4330 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
4 6739 + - + + - + + + - - - -[+ - - + + -
5 6741 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
6 7245 + - + + - + + + - - - [+ - - + + -
7 7068 + + - + + + + + - + + +/+ - - + + -
8 7590 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
9 7810 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -

10 7283 + - + + - + + + - - - +/- - - + + -
11 8045 + + + + -[+ + + + - + + -+ - - + + -
12 7919 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
13 8028 + - + + - + + + - - - +/+ - - + + -
14 8901 + + + + - + + + - + - -+ - - + + +
15 9600 + - + + - + + + - - - +/+ - - + + -
16 9427 + - + + - + + + - - - -1+ - - + + -
17 4438 + + + + - + + + - + - +/+ - - + + +
18 10503| + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
19 10650 + - + + +/- + + + + - - -+ + + + + -
20 10966| + + + + - + + + - + - -/+ - - + + +
21 11259 + - + + - + + + - - - -+ - - + + -
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47 23195 + + + - + + + +/+ + +
48 23215 + + + +/- + + + -[+ + +
49 23226 + + + +/+ + + + +/- + +
50 23047 + + + - + + + -[+ + +
51 22505 - - + +/- + + + +/- - -
52 23540 + - + + + + + +/+ + +
53 22869 + + + - + + + +/+ + +
54 23625 + + + -/+ + + + -[+ + +
55 23689 + + + -/+ + + + -[+ + +
56 23134 + + + + + + + -[+ + +
57 24331 + + + +/- - + + -/- + +
58 24578 + + + -/+ + + + +/+ + +
59 23727 + + + - + + + +/- + +
60 10314 + + + - + + + +/+ + +
61 11224 + + + - + + + -+ + +
62 10326 + + + + + + + -+ + +
63 18456 + + + - + + + -+ + +
64 10331 + + + - + + + +/+ + +
65 18379 + + + +/- + + + -+ + +
66 11306 + + + - + + + -+ + +
67 16138 + + + - + + + -+ + +
68 13990 + + + +/- + + + -+ + +
69 8940 + + + - + + + -+ + +
70 18497 - - + - + + + -/+ - -
71 21051 + + + - + + + -+ + +
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72 21355 + + + - + + + -[+ + +
73 23504 + + + - + + + -+ + +
74 23751 + - + +/+ - + + -/- + +
75 24043 + + + + + + + -[+ + +
76 10319 + + + - + + + +/- + +
77 10325 + + + +/+ + + + -[+ + +
78 10322 + + + +/+ + + + -[+ + +
79 6828 + + + - + + + -/+ + +
80 10123 + + + +/+ + + + -/+ + +
81 11253 + + + - + + + +/- + +
82 12298 + + + - + + + -/+ + +
83 10214 + + + + + + + -/+ + +
84 21028 + + + + + + + +/+ + +
85 23657 + - + +/+ + + + -/+ + +
86 23658 + + + +/- + + + -/+ + +
87 23659 + + + - + + + -/+ + +
88 27237 + - + +/+ + + + -/+ + +
89 27216 - - + - + + + +/- - -
90 27586 + + + + - + + -/- + +
91 147 + + + +/- + + + -[+ + +
92 46 + + + + + + + -[+ + +
93 65 + + + +/- + + + -/+ + +
94 3751 + + + - + + + +/+ + +
95 27336 + + + +/+ + + + -+ + +
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96

26233

97

26234

98

90

99

52

100

9944

101

59

102

26365

103

27114

104

27081

105

27127

106

11211

107

2322

108

8799

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

Annexe 1

Tableau des typages des génes KIR dans la population frangaise
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(%)

13

32

nb

14

35

Génotypes | 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 |2DL4 | 2DL5 | 3DL1 |3DL2|3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 |2DS4/1D|2DS5| 3DS1 | 2DP1 | 3DP1

39

40

41

12
20

26
42

43

13

14
18
19
44
45

46

Tableau des génotypes KIR observés dans la population frangaise

Annexe 2
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KIR FINLANDE
3DL2 | 3DL3 | 2DS1

3DP1

2DP1

2DS2 | 2DS3 | 2DS4 | 2DS5 | 3DS1

2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1

+

+

+

+

+

+

+

915

999
1003
1099
1159
1228
1241

1273
1290
1347
1430
1431

1485
1552
1599
1818
1821

2001

2033

2073
2107
2224
2245

2256
2286

2287
2318

2565
2574
2600

Génotype [n°ADN| 2DLA1

3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22
23
24
25
26
27

28
29
30

Page 107



+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

2732
2773
2786
2799
2938
2951

2971

3224
3297

3315

3447

3948

3986
4030
4039
4127
4155
4158
4265

4287

4307

4342
4426

4528
4540
4548
4597
4676
4787
4856
4962
5110
5173

31

32
33
34
35

36
37

38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50

51

52
53

54
55
56
57

58
59
60

61

62
63
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+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

5403

5415

5427

5436
5486
5487

5499
5631

5725

5766
5774
5829
5844
5918

5950
6098
6059
6099
6133
6152
6171

6179
6228

6229
6245

6370

6435

6436

6473

6486

6540
6562
6582

64
65

66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80

81

82
83
84
85

86
87
88
89
90

91

92

93
94

95

96
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97 6620 + + + + + + + + + + - + + + +

98 6621 + - + + + + + + + - - + + + +

99 6622 + - + + - + + + - - - + - + +

100 6623 + + + + + + + + + + + + + + +

101 6631 + + + + + + + + + + + + + + +

102 6642 + + + + - + + + - + - + - + +
Annexe 3 Tableau des typages des génes KIR dans la population finlandaise
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Génotypes| 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 | 2DS4 | 2DS5 | 3DS1 | 2DP1 | 3DP1 % nb
1 + + + + + + + + + + + + + + + + 4,90 5

20 + + - + + + + + + + + + + + + + 0,98 1

+ + + + + + + + + + - + + + + + 8,82 9

+ + + + + + + + + + + + - + + + 5,88 6

47 + - + + + + + + + - + + + + + + 0,98 1

48 + + - + + + + + + + + + - + + + 0,98 1

40 + + + + + - + + + + + - + + + + 0,98 1

49 + + + + + + + + + - + + - + + + 1,96 2

3 + + + + + + + + + + + + - - + + 588 | 6

14 + - + + + + + + + - - + + + + + 18,63 | 19

42 + + - + + - + + + + + - + + + + 0,98 1

50 + + - + + + + + + + + + - - + + 0,98 1

41 + + + + + - + + + + - - + + + + 0,98 1

16 + - + + + - + + + - - - + + + + 2,94 3

12 + + + + - + + + - + - + - - + + 9,80 | 10

17 + - + + - + + + + - - + - - + + 0,98 1

18 + - + + - + + + - - - + - + + + 1,96 2

19 + - + + - + + + - - - + - - + + 31,37 32

Annexe 4 Tableau des génotypes KIR observés dans la population finlandaise
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KIR GUADELOUPE

2DL1 [ 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 | 2DS4/1D | 2DS5 | 3DS1 | 2DP1 | 3DP1
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+/+

+/+
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_/+
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_/+
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+/+

+/+
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_/+

+/-

-+

+/-

+/+

-+

+/-

+/-

_/+

+/-

_/+

Génotype

nO
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14
15
16
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18
19
20

21

22
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+/+
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+/+
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-+
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+/-

+/+

+/+

23
24
25
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28
29

30

31

32
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34
35
36
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39
40
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43

44
45

46

47

Page 113



[ I O U Y T T Y Y T N A Y T T Y NN T I T N T N O Y O N T N " Y T Y T AN N O |
+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+|+][+]|+]|+][+]|+]|+]|+]|+
+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+|+][+]|+]|+][+]|+]|+]|+]|+
o R R O T T T O 0 R T O T R -3 (N I A TN R B I
o I R O T T O 0 T - O T -3 (R T o A S R I I
S SR R R R R R E Y e N O E S E I E e R Y E A EA EY E ER
T S I O N A SO I I SO N HI SO N S A I S T (R IS I A B
T S I O A NSO O I NSO I SO R O I (S IR B S IO I I
o L I O L T L T o T - T T T o A S T A N I I I
+l+ |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ + |+ |+ +][+|+|+][+]|+]|+][+]|+]|+]|+]|+
+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+|+][+]|+|+][+]|+]|+]|+]|+
+l+ |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ + |+ |+ +][+|+|+][+]|+]|+][+]|+]|+]|+]|+
I A R R Y R P A R R I A I N R R
+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+|+|+][+]|+|+][+]|+]|+]|+]|+
o L I T T o T T A A S S ) BT (R B S
O S I O A SO O I SO I SO I O I O S R B S O I I
+l+ |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ + |+ |+ +][+|+|+][+]|+]|+|[+]|+]+]|+]|+
SIIBS|BIBF|8|8|5 BB SS|SS|I388|5|8|8|R|<|N

Page 114



73 + + + + + + + + + + +/- + +
74 + + + + -[+ + + + - + -/+ + +
75 + + + + + + + + - + -/+ + +
76 + - + + - + + + - - +/- + +
7 + - + + - + + + - - +/+ + +
78 + + + + -[+ + + + + + -/+ + +
79 + + - + -+ + + + - + +/+ + +
80 + + + + -/+ + + + - + +/+ + +
81 + - + + - + + + - - +/- + +
82 + + + + - + + + - + -/+ + +
83 + + + + - + + + - + +/+ + +
84 + + + + -/+ + + + - + -/+ + +
85 + + + + -/+ + + + - + +/+ + +
86 + + - + +/+ + + + + + -/+ + +
87 + + - + -+ + + + - + -+ + +
88 + + + + I+ + + + - + I+ + +
89 + + + + +/- + + + + + +/- + +
90 + - + + - + + + - - -+ + +
Annexe 5 Tableau des typages des génes KIR dans la population guadeloupéenne
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%

13

23

nb

12

21

Génotype | 2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 |2DS1|2DS2|2DS3(2DS4/1D|2DS5/3DS1|2DP1 3DP1

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22
23
24
25
26
27

28
29

Tableau des génotypes KIR observés dans la population guadeloupéenne

Annexe 6
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111
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150
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Génotype |ADN |2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4/1D 2DS5 3DS1 2DP1 3DP1 3DP1v

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
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22

23
24
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281
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31
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34
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115
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Tableau des typages des génes KIR dans la population sénégalaise

Annexe 7
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%

17

42

20

49

2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 [3DL2|3DL3|2DS1|2DS2|2DS3|2DS4/1D|2DS5|3DS1|2DP1|3DP1| nb

2DL1

Génotype

30

31
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32
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12
34

14
35

17
19
20

24
36
26
37

29

Tableau des génotypes KIR observés dans la population sénégalaise

Annexe 8
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