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ABREVIATIONS

ADCC : Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
AICL : Activation Induced C-type Lectine
AML : Acute Myeloid Leukemia

BAT-3 : HLA-B Associated Transcript 3
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMV : CytoMegaloVirus

CpG : Cytosine-Phosphate-Guanine

CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques
CSP : Cellules Souches Périphériques
DAP12 : DNAX Activation Protein 12

DC : Dendritic Cell

DNAM-1 : DNAX Accessory Molecule 1
EBV : Epstein-Barr Virus

EFS : Etablissement Francais du Sang
eGFP : enhanced Green Fluorescent Protein
GVvHD : Graft versus Host Disease

GvL : Graft versus Leukemia

HLA : Human Leukocyte Antigen

HSP : Heat Shock Protein

ICAM : InterCellular Adhesion Molecule
IFN-y : InterFeroN gamma

Ig : Immunoglobuline

IL : InterLeukine



ILT : Immunoglobulin-Like Transcript

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Moti
ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Mot
ITSM : Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif
KIR : Killer cell Immunoglobulin-like Receptor

LAMP : Lysosomal-Associated Membrane Protein
LFA : Lymphocyte Function-associated Antigen

LGL : Large Granular Lymphocyte

LIR : Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor
LLT-1: Lectin-Like Transcript 1

LRC : Leukocyte Receptor Complex

MIC-A, -B : MHC class | polypeptide-related sequerk, B
MOI : Multiplicity Of Infection

MTOC : MicroTubule Organizing Center

MULT-1 : Murine ULBP-Like Transcript 1

NCR : Natural Cytotoxicity Receptor

NK : Natural Killer

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell

RAET-1 : Retinoic Acid Early Transcript 1

RISC : RNA-Induced Silencing Complex

SAP : SLAM Associated Protein

SCID : Severe Combined Immuno-Deficient

SH2 : Src Homology 2

SHP : SH2 domain containing Phosphatase



ShRNA : short hairpin RNA

SiRNA : small interfering RNA

SLAM : Signaling Lymphocytic Activation Molecule
TcR : T cell Receptor

TGF : Transforming Growth Factor beta

TLR : Toll-Like Receptor

ULBP-1 : UL16 Binding Protein 1

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine
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I. Les cellules Natural Killer

l.1. Historique

Les cellules Natural Killer (NK) ont d’abord étéabéivertes chez la souris il y a
pres de 35 ans par Kiessling (Kiessletgal. 1975a; Kiesslinget al. 1975b), et en parallele
par Herberman (Herbermast al. 1975a; Herbermaret al. 1975b). Elles ont été
initialement considérées comme un artefact expériahalans I'étude de la cytotoxicité
des lymphocytes T. En effet, ces expériences avaiemr but d’étudier la capacité bien
caractérisée de lymphocytes T a lyser des cellule®rales contre lesquelles des souris
avaient été préalablement immunisées. Les résuoltaénus montraient de maniére répétée
gu’une certaine population de cellules semblaiabégde lyser les cellules tumorales sans
y avoir été préalablement sensibilisée, ce qut é&aicontradiction avec le seul modele
connu qui était celui des lymphocytes T. Ce n'asapres que ces cellules capables de
« réactivité naturelle » aient été observées dansambreuses espéces que I'hypothese
d'un lignage cellulaire distinct a été émise. Ledlutes NK humaines ont donc été
nommees ainsi par Kiessling et al. car elles nebtent pas requérir d’activation pour

lyser des cellules cibles (Kiessliergal. 1975a; Kiesslingt al. 1975b).

1.2. Caractéristiques

Elles ont été décrites comme de grands lymphocgtesuleux (LGL) non
adhérents et non phagocytaires (Trinchieri 19893Jgré que certaines cellules NK
puissent aussi présenter une morphologie normalgetitss lymphocytes en fonction de
leur état d’activation (Dvorakt al. 1983). Les cellules NK sont donc difficiles a aéée
simplement par leur taille et leur morphologie. £Ha souris, l'identification de la
protéine de surface NK1.1 (Ryahal.1992) a permis de définir grossierement les aslul

NK murines comme NK1.1 TcR (T cell Receptor), sigimmunoglobuline de surface) et



CD16'". Les cellules NK humaines sont quant a elles aficomme des lymphocytes
CD19 CD3 CD56° CD16" NKp46™ (Cooperet al. 2001; Walzeret al. 2007b). Elles
constituent entre 2 et 20% des lymphocytes cir¢uans le sang périphérique et elles sont
aussi retrouvées dans des tissus périphériques, leldoie, la cavité péritonéale et le
placenta. Les cellules NK au repos circulent domecfpalement dans le sang mais elles
sont également capables, apres activation par deskimes, d’extravasation et
d’infiltration dans la plupart des tissus qui centient des cellules malignes ou infectées

par des pathogenes (Fogétral. 1996; Biron 1997; Glast al.2000).

1.3. La « résistance hybride »

Il a été montré que les cellules NK étaient lese@#urs de la « résistance hybride »
observée dans le contexte de greffes de moellaisssdez la souris (Kleiet al. 1986).
Cette « résistance hybride » avait été décrite deszsouris hétérozygotes (AB) irradiées
qui rejetaient des greffes de cellules souches togragétiques (CSH) provenant de I'un ou
l'autre des deux parents homozygotes (AA ou BBurkmt, le greffon n’exprimait dans
ce cas aucune molécule du Complexe Majeur d’Hisbpatibilité (CMH) differente de
celle du receveur. De plus, les greffons syngemigéiient toléerés. Ces observations
n'étaient pas en accord avec le modéle établi skquel le rejet était opéré par les
lymphocytes T et se produisait uniquement lorsgugréffon exprimait des molécules du
CMH différentes de celles du receveur, ce qui pidwea manifester aussi bien par une
réaction du greffon contre I'hdte que de I'héte tcerie greffon. Ce type de rejet pouvait
également étre observé chez des souris SCID (sewendined immunodeficient) qui
n'ont pas de lymphocytes B et T mais possedentelades NK fonctionnelles (Murphgt

al. 1987), ce qui confirmait leur implication dansmécanisme.



l.4. Le « soi manquant » (danissing self »)

Malgré qu’il ait été montré que les cellules NK oepaissaient les cellules
allogéniques, la facon dont les cellules NK distiewgt les cellules cibles qu’elles doivent
tuer de celles qu’elles doivent épargner n'étag pacore claire. Quand Klas Karre a
résumeé ses travaux et ceux d’autres chercheurailteent sur le sujet, il a trouvé a ces
cellules cibles un dénominateur commun. Ce quiirapbrtant, ce n’est pas ce qui est
exprimé par les cellules cibles mais ce qui leungou&. Ceci a conduit Klas Karre a
formuler 'hypothése du « soi manquant » selon éflgues cellules NK tuent uniquement
les cellules cibles qui n’expriment pas les moléswu CMH de classe | du soi (Ljunggren
and Karre 1990; Karre 2002). Pour confirmer ceftpothése du « soi manquant », une
lignée cellulaire tumorale déficiente en molécudasCMH de classe | nommée RMA-S a
été générée au laboratoire de Klas Karre a patiadignée cellulaire tumorale RMA. Les
souris inoculées étaient en mesure de rejeterdidglas tumorales RMA-S alors que la
tumeur issue de la lignée RMA, non déficiente etécudes du CMH de classe |, pouvait
se développer. En déplétant les cellules NK desoesis, les tumeurs issues des lignées
RMA et RMA-S pouvaient se développer de la mém®riachez les souris inoculées
(Karre et al. 1986). Ces expériences confirmaient que le réletcsf des cellules cibles
déficientes en molécules du CMH de classe |, iciAR®] est bien opéré par les cellules

NK.

Ce modele a été confirmé plus tard par la décoeveet récepteurs inhibiteurs
exprimés a la surface des cellules NK et qui reamsent les molécules du CMH de classe
| (Figure 1). Le «soi manquant » pouvait ainsi expliquer lémpomene de résistance

hybride : les cellules NK du receveur tuent lesubet du greffon provenant des parents
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Figure 1 Reconnaissance du soi et du soi manquant

A. Lorsqu'elle interagit avec une cellule cible @logue normale, la cellule NK peut
recevoir des signaux activateurs, mais ces sigrsmum compensés par les signaux recus
via les récepteurs inhibiteurs qui reconnaissentddigands du CMH de classe | du soi.
B. Si la cellule cible perd I'expression des molésudu CMH de classe |, par exemple
dans le cas d’une infection virale ou d’un procestunoral, les récepteurs inhibiteurs des
cellules NK ne sont plus engagés. La cellule NKegeit plus de signaux inhibiteurs et la

cellule cible est lysée. C’est de cette facon qaecellules NK pergoivent le soi manquant.



parce que ces cellules n’expriment pas toutes lekaules du CMH de classe | du

receveur au complet.

I.5. La lyse spontanée

La lyse spontanée est le mécanisme selon lequetdisles NK deviennent
cytotoxiques vis-a-vis de cellules cibles anormaass sensibilisation préalable. Cette
cytotoxicité « naturelle » est le résultat de labse d’inhibition des cellules NK. Ce
processus est en effet fermement controlé pareuitsirécepteurs inhibiteurs qui régulent
négativement la cytotoxicité des cellules NK, ertipalier vis a vis des cellules cibles du
« soi » Figure 1A. La plupart de ces récepteurs inhibiteurs ont figands les molécules
du CMH de classe I. Quand une cellule cible esimeae par ces récepteurs inhibiteurs, ce
qui signifie qu’elle présente suffisamment de molés du CMH de classe | du soi a sa
surface, la lyse NK est inhibée. Dans le cas delesltumorales ou infectées par certains
virus, il est fréquent d’observer une diminution miueau d’expression des molécules du
CMH de classe I. Les cellules cibles ne présenptug a leur surface ces ligands des
récepteurs inhibiteurs exprimés par les cellules (MISoi manquant >kigure 1B qui ne
sont plus inhibées et tuent ainsi les cellulesesibpotentiellement dangereuses avec

lesquels elles interagissent.

Percevoir I'absence de molécules du CMH de classe $oi n’est toutefois pas
suffisant pour induire I'activation des cellules N&’est le cas des globules rouges, des
cellules qui n’expriment aucune molécule du CMHctisse | a leur surface mais qui sont
tout de méme protégées de la lyse NK. En effety ptne cytotoxiques, les cellules NK
requiérent également une stimulation par des réaoeptactivateurs dont les ligands sont

exprimés par les cellules cibles. L’activation decitotoxicité résulte donc d’une balance



complexe ou les signaux délivrés par les réceptaativateurs dominent les signaux
inhibiteurs. Lorsque les récepteurs activateurs adisiles NK sont engagés avec leurs
ligands présents a la surface de la cellule ciidenombreuses cascades de signalisation
intracellulaires rendent les cellules NK cytotoxaquSi la cellule cible présente un niveau
normal d’expression des molécules du CMH de clasdesa surface, les cascades de
signalisation inhibitrices vont prendre le dessuslss signaux délivrés par les récepteurs
activateurs, ce qui va inhiber la cytotoxicité Nka reconnaissance de ces cellules cibles et
leur lyse par les cellules NK est ainsi réguléeyraprocessus résultant de I'intégration de

multiples signaux délivrés aussi bien par des &cep inhibiteurs qu’activateurs.

1.6. La cytotoxicité cellulaire dépendante de I'antorps

En plus de la lyse spontanée, les cellules NK CxEbhit également capables de
cytotoxicité cellulaire dépendante de I'anticorpdCC), une composante de la réponse
immunitaire de l'organisme envers les pathogénes.dD16 est en effet la forme
transmembranaire du récepteur de faible affinitarpe fragment Fc-gamma des IgG
(FcyRllla) et est appelé le «récepteur de 'ADCC »nPae processus, les anticorps
d’isotype 1gG se fixent sur les antigenes du pathegexprimés a la surface des cellules
cibles. Les cellules effectrices entrent alors entact avec les cellules cibles présentant
ces anticorps via le CD16 présent sur les cellNigFigure 2. Les résidus tyrosine de la
chaine( du CD16 sont alors phosphorylés (Vivegral. 1991), ce qui enclenche la lyse.
Ainsi, les anticorps établissent un lien entredelules cibles et les cellules effectrices,
rendant donc la réaction immunitaire spécifiquencamtigéne, bien qu’elle soit opérée par
des cellules effectrices non spécifigues de cetgame. Avec les lymphocytes T
cytotoxiques, 'ADCC est donc une composante deéf@onse immunitaire spécifique,

utilisée par I'organisme pour éliminer les celluiegectées par les virus et les cellules
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Figure 2 Mécanisme de 'ADCC
L’ADCC consiste en la lyse des cellules ciblesexpiriment des antigénes reconnus par

des anticorps qui se lient via leur fragment Fcrécepteur activateur CD16.



tumorales primaires. Enfin, le niveau d’expressionCD16 a la surface des cellules NK
est directement corrélé avec leur activité d’ADEE Jes fonctions de lyse spontanée et

d’ADCC opérees par les mémes cellules NK sont égathe corrélées.

Il. Le phénotype des cellules NK

[I.1. Les Killer cell Immunoglobulin-like Receptors (KIRS)

Découverts il y a 20 ans (Morett al. 1990b) et exprimés par les cellules NK
(Moretta et al. 1990a; Litwinet al. 1994) et les lymphocytes 76 et op CD8" et CD4
(Ferrini et al. 1994; Phillipset al. 1995), les KIRs sont des protéines appartenasat a |
superfamille des immunoglobulines qui reconnaissenimolécules du CMH de classe |
humain, les molécules HLA. Il a été montré graemanodele de souris transgénique que
la reconnaissance du « soi manquant » décrite geéu@ent était médiée vivo via les

récepteurs KIR (van Bergezt al.2009).

Il.1.a. Organisation des genes KIR

Les géneXIR codant pour ces protéines sont localisés sur tenobsome 19
(région 19913.4) (Trowsdale 2001), au niveau du L(R€likocyte Receptor Complex) qui
regroupe également d’autres genes codant pourédepteurs exprimés par les cellules
NK (Wilson et al. 2000; Trowsdaleet al. 2001). Ces génes comprennent 9 exons qui
codent pour des régions différent€sglre 3 : les exons 1 et 2 correspondent au peptide
signal et aux deux premiers acides aminés de |&ipe mature, les exons 3, 4 et 5
correspondent respectivement aux domaines de typeunoglobuline DO, D1 et D2,
I'exon 6 code pour la partie («stem ») reliantdemaine D2 proximal a la région
transmembranaire, elle-méme codée par I'exon Teseexons 8 et 9 correspondent a la

partie intracytoplasmique (Colonna and Samarid&5).9
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Figure 3 Organisation d’'un genelR

Les genes KIR comprennent 9 exons. L'exon 1 eéleitdde I'exon 2 codent pour le

peptide signal. La fin de I'exon 2 et I'exon 3 codpour le domaine DO, I'exon 4 code

pour le domaine D1, I'exon 5 pour le domaine D2eston 6 ainsi que le début de I'exon 7
codent pour la base de la région extracellulairpnesentée en bleu. Une partie de I'exon
7 code pour le segment transmembranaire (en rougejin de I'exon 7 et les exons 8 et 9

codent pour le domaine intracellulaire (en vert).



1.1.b. Nomenclature et structure

Il existe 16 génes (et 2 pseudogenk&$iR dont les noms sont les suivants :
KIR2DL1, 2, 3, 4 et 5 (A et B), KIR2DS1, 2, 3, 4 &t KIR3DL1, 2 et 3, KIR3DS1,
KIR2DP1 et KIR3DP1. Cette nomenclature dépend dstiacture des récepteurs pour
lesquels ils codent et a été établie par un coroi& en 2002, chargé de coordonner
I'appellation des genes codant pour les récepti€lRs(Marsh et al. 2003). Ce comité est

chargé de la gestion d’'un site interniett://www.ebi.ac.uk/ipd/ki)/ qui est une base de

données contenant les séquences de tous les dIRazcensés (Robinsaoet al. 2005).
De plus, tous les deux ans a lieu le KIR PolymawhiWorkshop au cours duquel la
nomenclature peut étre actualisée sur propositionamité et suite a un vote de tous les

participants.

Les récepteurs KIR sont des protéines de 306 aadiogs aminés qui possedent 2
ou 3 domaines extracellulaires de type immunogiobul (KIR2D ou KIR3D,
respectivement) Higure 4. Ces domaines extracellulaires sont impliquéssdém
reconnaissance spécifique des molécules HLA deselasAu niveau intracellulaire, les
récepteurs KIR inhibiteurs possédent une partidégtoplasmique longue (KIR2DL et
KIR3DL, pour « Long ») qui contient un ou deux ITIMnmunoreceptor Tyrosine-based
Inhibition Motif). Lorsque ces KIR inhibiteurs soahgagés avec leur ligand, les tyrosines
présentes sur les ITIM sont phosphorylées, recrdarsi des tyrosine-phosphatases qui
vont inhiber les signaux délivrés par les réceeutivateurs. Au contraire, les récepteurs
KIR activateurs possédent une partie intracytopigagencourte (KIR2DS et KIR3DS, pour
« Short ») et sont capables de s’associer a l@ipmtransmembranaire adaptatrice DAP12
qui possede des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrediased Activation Motif) grace a

un résidu chargé dans leur domaine transmembranaireque ces KIR activateurs sont

-11 -
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Figure 4 Structure des récepteurs KIR

Les récepteurs KIR possedent deux ou trois domagabke extracellulaires (KIR2D ou
KIR3D) ainsi qu'une extrémité intracytoplasmiquadoe (KIR2DL ou KIR3DL) ou courte
(KIR2DS ou KIR3DS). Les KIR2D de type 1 possedsrddmaines D1 et D2 alors que les
KIR2D de type 2 possédent les domaines DO et D2KIR3D ont eux les domaines DO,
D1 et D2. Les KIR avec une partie intracellulaireuce, ainsi que KIR2DL4, sont
capables de s’associer avec une protéine adaptatdapable de délivrer un signal
d’activation. Les KIR inhibiteurs possédent unetigaintracellulaire longue qui contient

un ou deux motifs ITIM.



engagées avec leur ligand, les tyrosines préseniedes ITAM sont phosphorylées,
recrutant ainsi des tyrosine-kinases qui vontenita cascade de transduction du signal

activateur (Vilches and Parham 2002).

De plus, les récepteurs KIR peuvent étre classé®msngroupes selon les domaines
Immunoglobulin-like qu’ils présentenEigure 4). Les génes KIR2D de type | codent pour
des récepteurs avec deux domaines extracellularesinoglobulin-like D1 et D2 et ils
possedent tous huit exons et un pseudoexon 3oripennent les inhibiteurs KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, les activateurs KIR2DS1, KIR2DSXKIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS?5 et le pseudogene KIR2DP1 (Wagtmatml. 1995a). Les génes KIR2D de type
Il possedent une structure difféerente et codent pi@s récepteurs avec deux domaines
extracellulaires Immunoglobulin-like DO et D2. lagit de KIR2DL4 et KIR2DL5, qui ne
possedent pas I'exon 4 présent chez tous les &ifRegSelvakumaset al. 1996; Vilcheset
al. 2000b). De plus, la partie intracytoplasmique dR2ZDL4 ne contient qu’un seul motif
ITIM et dispose d’'un résidu chargé (arginine) daos domaine transmembranaire. Cette
particularité lui confere la possibilité de délivra la fois des signaux inhibiteurs et
activateurs (Rajagopalat al.2001). Enfin, les génes KIR3D possedent la t@taés neuf
exons et codent pour des récepteurs avec troisidemeaxtracellulaires Immunoglobulin-
like DO, D1 et D2. Les récepteurs de ce groupe ksninhibiteurs KIR3DL1, KIR3DL2,
KIR3DL3 et l'activateur KIR3DS1. Le pseudogéne KBl n'a pas les exons 6 a 9, ni
parfois I'exon 2. Toutefois, il partage une homaéoge séquence importante avec les
KIR3D, en particulier KIR3DL3 (Martiret al. 2000). De plus, si KIR3DL1 et KIR3DL2
possédent bien deux motifs ITIM dans leur partteairytoplasmique, ce n’est pas le cas de

KIR3DL3 qui n’en a qu’un seul.

-12 -



Les récepteurs KIR activateurs sont plus récentss davolution et dérivent
probablement de leurs homologues inhibiteurs (Afctied and Parham 2005). La
fréequence des gen&sR activateurs est tres variable d’une populatioradtie (Singleet
al. 2007), alors que leur diversité allélique est tistée comparée a celle des inhibiteurs

(Hou et al.2008).

Il.1.c. Variabilité

Chaque individu differe dans le nombre et le typegdnes KIR dont il a hérité de
ses parents. En effet, les génes KIR sont orgasigéle LRC en haplotypes qui montrent
une variabilité extrémement importante dans le mena le type de genes KIR présents.
Les geneKIR « cadres » sont des génes tres conservés quiitéélirdeux régions tres
variables ou sont localisés les autres gelki® restants. Ces genes « cadres » sont
KIR3DL3 a I'extréemité centromérique et KIR3DL2 aXtrémité télomérique, ainsi que
KIR2DL4 et KIR3DP1 au centre, (Martiat al. 2000; Wilsonet al. 2000; Vilches and
Parham 2002). C’est ainsi que deux groupes d’hamst A et B, ont été décrits (Uhrberg
et al. 1997) Figure 5. Ces deux groupes se distinguent selon le nomérgenes KIR
inhibiteurs et activateurs présents. Alors queHaplotypes du groupe A ne possedent
gu'un seul gene KIR activateur, KIR2DS4, et quajgmes KIR inibiteurs (KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR3DL1 et KIR3DL2) les haplotypes du gqe B se caractérisent par la
présence de différentes combinaisons des génes DGR2 KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS5 et KIR3DS1. Les haplotypes du groupe B edeat donc une plus grande
variabilité dans le nombre de genes KIR présentisgp’ils possedent de un a cing KIR
activateurs, ainsi que des KIR inhibiteurs absédatss les haplotypes du groupe A comme

KIR2DL2 et KIR2DLS.
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Locus KIR
Extréemité centromérique Extremité télomeérique

Haplotype
B

2DP1

Figure 5 Exemples d’haplotypdsIR A et B (d’aprés Parham, 2005)

Les génes cadres KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 et KIBBDtres conservés, sont
représentés en brun. Les haplotypes A contiennenseml géne codant pour un KIR
activateur, le KIR2DS4, les autres genes codentr mms KIR inhibiteurs. Les genes
contenus dans les haplotypes A sont représentégaueme. Les haplotypes B peuvent
contenir de nombreux autres genes KIR, en pargcualctivateurs, qui sont représentés en

bleu.



Si 'absence d’expression de certains genes deslliiR est due a une absence de
transcription, comme c’est le cas pour les pseuteg&IR2DP1 et KIR3DPL1 et certains
alleles KIR2DLS5 (Vilcheset al.2000a), d’autres genes KIR intacts comme KIR3Dw3t s
transcrits mais leurs produits sont exprimés failglet a la surface des cellules NK
(Trundleyet al.2006). Certains polymorphismes alléliques affeckaiséquence protéique
des récepteurs KIR conduisent a une rétention derddéine dans le cytoplasme
(KIR3DL1*004) (Pandoet al. 2003) ou a la sécrétion de formes tronquées sadubl

(KIR2DS4*003) (Maxwellet al.2002).

Les produits des genes KIR sont distribués de fatmmale et aléatoire (expression
stochastique) au sein du répertoire de celluleWianteet al. 1997). Ainsi, les cellules
NK d’un individu expriment seulement un ou quelques des récepteurs KIR, alors que
certaines cellules NK n’expriment pas de réceptéiR. Ces différentes populations
peuvent étre mises en évidence par cytométrie ex @race a des combinaisons

d’anticorps spécifiques des KlRigure 6).

11.1.d. Réqulation de la transcription des géneR KI

L’expression sélective et stochastique des recept€lR génére un répertoire de
populations NK variées capables de détecter semséit des changements dans
I'expression des molécules HLA de classe | a I&asardes cellules cibles potentielles. Les
mécanismes qui contrdlent I'expression sélectivegines codant pour ces récepteurs sont
tres complexes et ne dépendent pas d'un promoteiguel comme c'est le cas pour
d’autres genes. Les études sur la régulation deatescription des gend€lR révelent la
présence de transcrits sens et antisens (Peisahl2006). Il existe en effet un promoteur

antisens qui chevauche le promoteur sens, ce @uiufirdes transcrits bidirectionnels
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Figure 6.Expression clonale et stochastique des KIR

Le répertoire NK KIR est formé de différentes spoulations qui peuvent exprimer

aucun, un ou plusieurs KIR. Ces différentes popmrat peuvent étre détectées par
cytométrie en flux grace a des anticorps spécigies KIR. Le diagramme représente ici
schématiquement l'allure d’'un density plot obtermu wdilisant une combinaison d’un

anticorps spécifiqgue du KIR2DL1 et d'un anticorpgafique du KIR2DL3. La population

1, ou double négative, n’exprime aucun de ces #dkxLa population 2 n’exprime que le

KIR2DL1 alors que la population 3 n’exprime queki&k2DL3. Enfin, la population 4 est

double positive et exprime les deux KIR. Ce typprdl peut étre appliqué pour chaque

KIR.



(Figure 7). Ces deux promoteurs, qui sont tres polymorpsest en compétition, ce qui
résulte en un contrdle probabiliste de I'expressiea gene&IR et des fréequences variées
de cellules NK exprimant ces récepteurs. Au comrales autres genes KIR dont
I'expression est régulée par des promoteurs bitlreeels, KIR2DL4, qui est le seul KIR
exprimé par toutes les cellules NK, possede un pteuon distinct avec une forte activité

transcriptionnelle (Stewaet al.2003; Trompeteet al.2005).

Les récepteurs KIR sont exprimés principalementlgsircellules NK ou ils sont
distribués de facon clonale (Valiang¢ al. 1997). Cette distribution clonale est rendue
possible par un mécanisme de méthylation des €S (une cytosine séparée d’une
guanine par un phosphate) de 'ADN. En effet, libition de 'TADN méthyltransférase
conduit a une expression de tous les récepteurs AR toutes les cellules NK
(Santourlidiset al. 2002; Charet al. 2003). L'activité transcriptionnelle des gendf est
donc régulée par le degré de méthylation de 'ADbhd séquence contenant des motifs
CpG et chevauchant la région du promoteur (Cétaal. 2005). Ainsi, alors que dans les
geneKIR actifs ces motifs CpG ne sont pas méthylés, laeg€IR dont I'expression est
éteinte présentent une meéthylation importante. diférents clones NK possedent donc
des profils de méthylation du lockdR bien différents selon les récepteurs KIR qu’ils

expriment Figure 8.

Un autre mécanisme important de régulation épigguet de I'activité
transcriptionnelle des génes est la modificationlalestructure de la chromatine via
'acétylation, la méthylation ou la phosphorylatiodes histones. L’analyse des
modifications des histones au sein des cellulesaMiontré une acétylation importante des

histones aussi bien pour les génes KIR expriméspque les non-exprimés (Uhrberg
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Promoteur Promoteur Géne KIR
distal proximal

Figure 7.Localisation des promoteurs bidirectionnels dasegKIR.

La région en 5’ du géene KIR3DL1 est représentéérseliquement. Les fleches identifient
le sens de la transcription a partir des promoteutse promoteur proximal est
bidirectionnel et le promoteur antisens est acdifisl les cellules NK qui n’expriment pas le

géene KIR correspondant ou il entre en compétitioecde promoteur sens.

e s s .

JCIone NK n“1 iCIone NK n°2

Figure 8.Génération de clones NK par déeméthylation

Un répertoire NK KIR varié est généré par déméttigtade 'ADN des promoteurs des

genes KIR. Ce mécanisme épigénétique est stoamastigq qui conduit a une distribution

clonale des genes KIR et a un profil d’expressitable. Dans I'exemple ici, les géenes
KIR2DL3 et KIR2DL4 sont déméthylés, ce qui condudur expression par le clone NK

n°l1, alors que les autres genes KIR sont méthii&g ét ne sont pas exprimés. Le clone
NK n°2 présente en plus le gene KIR3DL2 déméthgléui conduit & son expression en

plus du KIR2DL3 et KIR2DLA4.



2005). Ceci indique une structure ouverte de lamlatine de tous les genes KIR dans les
cellules NK, ce qui explique pourquoi I'inhibiticshes déacétylases d’histones ne permet
pas d’induire I'expression des genes KIR (Santdiglet al. 2002), au contraire de
I'inhibition des méthyltransférases. L'expressi@sdjenes KIR est donc dépendante des
promoteurs et de leur méthylation, mais pas dé&l&tsire de la chromatine, ce qui permet
d’établir un modéle de I'acquisition du répertoik&R (Uhrberg 2005). Initialement, les
promoteurs des genes KIR sont bloqués par la nadtbylde 'ADN et la condensation de
la chromatine. Durant le développement, les geriBssidnt progressivement acétylés et la
chromatine adopte une structure ouverte au nivedingégralité du locus KIRKigure 9,

qui reste néanmoins méthylé. La déméthylation eéeeg KIR se déroule ensuite de fagcon
séquentielle en commencant par le KIR2DL4, puisplesnoteurs des autres genes KIR
sont déméthylés de facon clonale, générant un tedperNK KIR varié avec de

nombreuses possibilités de combinaisons de réaspteu

Il.1.e. Ligands des récepteurs KIR

Les ligands connus des récepteurs KIR inhibitearst $ous des molécules du
CMH, ou HLA, de classe IFigure 10. Ainsi, les molécules HLA-C sont reconnues par
les KIR2DL1, KIR2DL2 et KIR2DL3, les molécules HLA-et HLA-B par KIR3DL1 et
HLA-A par KIR3DL2, alors que HLA-G est reconnu géiR2DL4 (Moretta and Moretta
2004). Les déterminants HLA qui se lient aux réeam KIR inhibiteurs sont appelés
épitopes KIR. Les allotypes HLA-C ont soit I'épiopCl (présent sur les molécules
encodées par les alleles HLA-Cw caractérisés par Si@rine en position 77 et une
Asparagine en position 80, qui comprennent legealleCwl, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw12,
-Cwl3, -Cw14 et —Cw16) qui est reconnu par KIR2D4tKIR2DL3, soit I'épitope C2

(présent sur les molécules encodées par les aliRlasCw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cw15,
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Acétylation
des histones

Figure 9.Structure condensée et ouverte de la chromatine
L’'acétylation des histones permet I'ouverture decteomatine. Pour le locus KIR, cette
acétylation se fait au cours du développement peisth chromatine présente une

structure ouverte au niveau de tous les genes ¢Rs soient exprimés ou non.



-Cw*1602, -Cwl7 et —Cwl18 possédant une Asparagmeasition 77 et une Lysine en
position 80) qui est le ligand du KIR2DL1 (Biass@tial. 1995; Winter and Long 1997).
Toutefois, cette régle simple a été ajustée récethmaisque certaines molécules HLA
présentant un épitope C2 peuvent également étoamaes par KIR2DL2 et KIR2DL3, le
premier étant un récepteur de plus forte affiniiddstaet al. 2008). De la méme facon,
tous les allotypes HLA-B ont soit I'épitope Bw4,itsbépitope Bw6, mais seulement
I'épitope Bw4 est un ligand du KIR3DL1 (Litwiet al. 1994; Gumperzet al. 1995;
Wagtmann et al. 1995b). Les séquences de certains récepteurs KtRaturs et
inhibiteurs sont hautement homologues au nivealediedomaine extracellulaire, ou se
situe le site d’interaction avec le ligand. C'estdas de KIR2DL1 et KIR2DS1, de
KIR2DL2/3 et KIR2DS2, mais aussi de KIR3DL1 et KIR31. Ainsi, les ligands du
KIR2DS1 sont comme pour le KIR2DL1 les moléculesAHC présentant un épitope C2
(Stewartet al. 2005). De plus, les résultats d’études génétiguida forte homologie de
leurs domaines extracellulaires suggerent queskE®rimes KIR2DS2 et KIR2DL2/3 ont
toutes deux pour ligands les molécules HLA-C aveépitope C1. C’est également le cas
du KIR3DS1 qui pourrait partager comme ligands aéR3DL1 les molécules HLA-
Bw4 avec une isoleucine en position 80 (Bw4*80hfi, une étude récente montre que le
KIR2DS4, qui reconnait certaines molécules HLA-Gufbellet al. 1998; Katzet al.
2001), est le résultat d'une conversion génigue évelomaine D1 du KIR3DL2, ce qui le
rend également capable de se lier aux molécules-AtIA (Graefet al. 2009). Malgré
cela, au contraire des récepteurs KIR inhibitearpjupart des ligands des récepteurs KIR

activateurs restent moins bien définis au niveationnel.
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Cellule NK | _ Cellule cible

Figure 10.Ligands connus des KIR

Les ligands des KIR sont les molécules HLA de eldsskKIR2DL1 et KIR2DS1
reconnaissent les molécules HLA-Cw qui présentemt Lysine en position 80 (C2).
KIR2DL2, KIR2DL3 et peut-étre KIR2DS2 reconnaissesitmolécules HLA-Cw avec une
Asparagine en position 80 (C1). Les molécules HL&-ANLA-B avec un épitope sont les
ligands du KIR3DL1, et potentiellement ceux de bBomologue activateur KIR3DS1.
KIR3DL2 et KIR2DS4 reconnaissent les molécules KALA- KIR3DL2 reconnait
également les molécules HLA-A3 et KIR2DS4 recorggatement certaines molécules

HLA-Cw. Enfin, KIR2DL4 reconnait la molécule HLA-G.



I.2. Les hétérodimeres CD94/NKG2

En plus des récepteurs KIR, les cellules NK expnimaussi les hétérodiméres
CD94/NKG2 (Valianteet al. 1997) codés par les gené®94 et NKG2, qui sont localisés
dans le complexe NK du chromosome 12p12.3-p13.2i¢kioset al. 1991; Changet al.
1995). Un seul gen€D94 est ainsi lié de facon étroite a quatre geneadanhille NKG2
(NKG2A/B, C, E et F). NKG2A et NKG2B correspondentdeux formes générées par
epissage alternatif a partir du méme gene. NKG2pBassede pas I'exon 4 correspondant
a la jonction entre le domaine transmembranairdeedomaine de reconnaissance
extracellulaire (Plougastet al. 1996). Contrairement aux genes KIR, les génes G294
NKG2 présentent un polymorphisme limité qui n'ateepas la fonction de ces récepteurs
(Shumet al.2002).CD94 etNKG2 codent pour des protéines transmembranaires d@dltyp
appartenant a la famille des lectines de type C94CPpeut étre exprimé a la surface
cellulaire sous forme homodimérique ou sous formrdodimérique avec NKG2A/B ou
NKG2C, les deux sous-unités étant liées dans las das par des ponts disulfures (Lazetic
et al. 1996; Brookset al. 1997). NKG2A possede un motif ITIM au niveau cyagmique,
ce qui fait de I'nétérodimere CD94/NKG2A un réceptmhibiteur (Carreteret al. 1997;
Houchins et al. 1997; Le Dreanet al. 1998; Palmieriet al. 1999). A |'oppose,
I'hétérodimere CD94/NKG2C est un récepteur activatgui nécessite une association
avec la protéine adaptatrice DAP12 pour formerampiexe stable a la surface cellulaire
(Lanier et al. 1998). Le résidu lysine de la région transmembrardu NKG2C s’associe
en effet au résidu aspartate de DAP12 afin de gén#ér récepteur capable de délivrer un
signal activateur. Méme s'’il a été moins étudieCIe94/NKG2E semble aussi étre un
récepteur activateur. En effet, le domaine exttalzéte du NKG2E est similaire a celui du
NKG2C. De plus, le NKG2E possede un résidu lysiaesdsa région transmembranaire et

le CD94/NKG2E murin s’associe a DAP12 (Vareteal. 1999). Enfin, le NKG2F a un
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domaine cytoplasmique et un segment transmembeaoaitenant un résidu chargé mais
ne posseéde pas de région extracellulaire puisgeogon stop est placé avant le domaine

lectine-like (Plougastel and Trowsdale 1997).

Les homodimeres CD94 peuvent étre exprimés a laccellulaire mais ils ne
transmettent pas de signal car CD94 ne possedal@atomaine cytoplasmique. Les
récepteurs CD94/NKG2 sont exprimés par la plupastakllules NK et des lymphocytes T
v8, mais également par certains lymphocytag3TCD8" (Aramburuet al. 1990; Toyama-
Sorimachiet al.2001). Dans le sang périphérique, les celluleseMpriment les récepteurs
CD94/NKG2A et CD94/NKG2C de facon stochastique,taiees populations NK
exprimant les deux récepteurs. Au cours du dévelognt des cellules NK, I'expression
des récepteurs CD94/NKG2 a lieu avant celle des Mihgari et al. 1997; Miller and
McCullar 2001). Mais au contraire des récepteu® Hont I'expression est maintenue de
facon stable une fois acquise, I'expression desptécrs CD94/NKG2 est modulée par les
cytokines telles que I'lL-12 (Derret al. 2002), I'lL-15 (Mingariet al. 1998) ou le TGH
(Bertoneet al. 1999) qui induisent leur expressiam vitro. L’expression du récepteur
inhibiteur CD94/NKG2A peut également étre induitar g’'engagement du TcR, le
CD94/NKG2A régulant ainsi négativement le signdiviié par le TcR (Jabret al. 2002).

Il a de plus été montré que la fréquence des esllekprimant du CD94/NKG2A était

augmentée lorsque les cellules étaient activeesz{Barderiasgt al.2009).

Les récepteurs CD94/NKG2A et CD94/NKG2C ont pogatid la molécule HLA
de classe | non classique HLA-E (Braeidal. 1998; Leeet al. 1998b) exprimée de facon
ubiquitaire sur les cellules nucléées. Tout comee récepteurs, le HLA-E présente un

polymorphisme allélique trés limité. Les principapeptides chargés dans le sillon de la
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molécule HLA-E et qui stabilisent son expressiola urface cellulaire proviennent des
séquences signal d’'une partie des autres molétlllésde classe | (Aldrichet al. 1994;
Braud et al. 1997; Borregoet al. 1998; Leeet al. 1998a). Ces peptides comprennent 9
acides aminés (résidus 3 a 11) mais ne sont pasvés chez toutes les molécules HLA
classiques. En effet, le principal peptide chargg&r pLA-E a pour séquence
VMAPRTLVL et I'acide aminé en position 2 (résidu 4¢mble étre important pour la
liaison a HLA-E. Toutes les molécules HLA ne petemt donc pas I'expression en
surface du HLA-E. D’autres peptides sont égalencaptbles de se lier a HLA-E (Miller
et al. 2003). Le propre peptide signal de HLA-E ne potyaas étre lui-méme chargé dans
le sillon de la molécule HLA-E, I'expression du HiERA a la surface cellulaire est
dépendante des peptides issus des molécules HLBA;C ou —G qui possedent la
séquence signal nécessaire. La diminution de lesgion des molécules HLA classiques
est associée a une diminution de l'expression dWA-HLa la surface des cellules.
L'interaction entre le CD94/NKG2A et la molécule RIE est donc un mécanisme
important de I'immunité innée par lequel les catIINK peuvent contrdler de facon

indirecte I'expression des molécules HLA classiques

Méme si CD94/NKG2A et CD94/NKG2C possedent le méigend, le récepteur
inhibiteur a une affinité plus forte pour la molécHLA-E que I'activateur (Vales-Gomez
et al. 1999). De plus, les peptides chargés par HLA-Ecééiht la reconnaissance par ces
récepteurs (Llant al. 1998; Vales-Gomeet al. 1999). Il a ainsi été montré que des
peptides dérivés de la protéine de choc thermigsig6bl se liaient a HLA-E et que le
complexe ainsi formé ne permettait plus d’inteactavec le récepteur CD94/NKG2A
(Michaelssoret al. 2002). Ainsi, les cellules en état de stress miexgnt plus de ligands

pour ce récepteur inhibiteur, ce qui permet auxulesd NK d’éliminer ces cellules
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anormales. Certains peptides issus de pathogemesclsargés par HLA-E et favorisent
I'engagement du CD94/NKG2A. C’est le cas par exentpUL40, une protéine codée par
le CMV dont est issu un peptide chargé par HLA-Bn(iasecet al. 2000; Ulbrechtet al.
2000; Cerbonkt al. 2001; Wanget al. 2002). Le peptide issu d’UL40 se substitue ainsi a
ceux des molécules HLA de classe | dont I'expressist diminuée lors de l'infection a
CMV, ce qui permet de maintenir I'expression du HEAa la surface des cellules
infectées et qui constitue un mécanisme d’échappedhe virus a la reconnaissance par
les cellules NK. Sur ce modéle, il est égalemerssiile que certains peptides issus de
protéines virales favorisent I'interaction entredB94/NKG2C et HLA-E, cette hypothese
pouvant expliquer le rble de ce récepteur activagelWaugmentation de la fréquence des
cellules NK CD94/NKG2C chez des patients co-infectés par le VIH et le C(B¥unetta

et al.).

I1.3. ILT-2

La famille des géne&lILR (Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptors), aussi
appelée LIR (Leukocyte Immunoglobulin-like ReceptolLT (Immunoglobulin-Like
Transcript) ou CD85, est localisée sur le chromasd®gl13.4, a coté des gendR. Sur
les 13 genedILR, deux codent pour des récepteurs inhibiteurs goornaissent les
molécules HLA de classe LILRB1 (ILT-2 ou LIR1) etLILRB2 (ILT-4/LIR2) (Colonna
et al. 1997; Cosmaet al. 1997). Ce dernier n’est pas exprimé par les @dltdK mais sur
les monocytes, au contraire de I'lLT-2 qui est é@xgr de facon variable a la surface des
cellules NK (de 0 a 75% des cellules NK du sandppérique), mais aussi de certains
lymphocytes T. Le récepteur ILT-2 est surtout exggrifortement et de fagon uniforme sur
les lymphocytes B et les monocytes (Coloehal. 1997; Cosmaet al. 1997). ILT-2 est

une glycoprotéine possédant quatre domaines Igdikes sa région extracellulaire et
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quatre motifs ITIM au niveau cytoplasmique. Au cairte d’autres récepteurs NK, ILT-2
se lie avec une faible affinité a une région conserdu domaine3 de quasiment toutes
les molécules HLA de classe | comprenant HLA-A, -8, -E, -F, et -G (Chapmaat al.
1999; Lepinet al. 2000). De plus, UL18, une glycoprotéine codée IpaCMV et qui
présente une homologie de structure avec les mekElLA de classe | (Beck and Barrell
1988), se lie a I'lLT-2 avec une affinité 1000 fpisis forte que les ligands HLA de classe
| (Cosmanet al. 1997; Chapmaret al. 1999). Dans le contexte de l'infection a CMV,
UL18 sert donc de ligand «leurre » afin d’engalgerécepteur inhibiteur ILT-2 et de
supprimer ainsi les réponses antivirales. Bienlgaaécepteurs ILT-2 peuvent inhiber les
fonctions des cellules NK lorsque les cellules esbexpriment des molécules HLA de
classe | a leur surface (Navareb al. 1999), il semble que l'inhibition via les récepteu
KIR et CD94/NKG2A soit dominante. Le réle de ceagteur est plus significatif dans la
régulation de la fonction des lymphocytes B et m@smocytes sur lesquels il est fortement

exprimé et qui ne possedent pas les systemes KIIR@4/NKG2A.

II.4. CD161

Le récepteur CD161 (ou NKR-P1A) est une protéiaasmembranaire de type I
codée par le gen€LRB1 situé sur le chromosome 12 (Yokoyama and Ploulgasts).
C’est un membre de la superfamille des lectineypie C qui s’assemble en homodimeéres
grace a des ponts disulfure (Lan@ral. 1994). Le CD161 est exprimé sur les cellules NK
immatures avant l'acquisition du CD16 ou du CD5€er{Bett et al. 1996), et son
expression peut étre augmentée sur les celluleamdkures par I'lL-12 (Azzonkt al.
1998; Poggiet al. 1998). Le CD161 est également exprimé par les hooptes T CDZ4,
CDS" etys, par les cellules NKT mais aussi par certains thyytes CD3 (Lanieret al.

1994; Takahashet al. 2000; Takahashet al. 2006). Sur les lymphocytes T, le CD161 est
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un récepteur activateur puisque son engagementuavanticorps anti-CD161 augmente
leur prolifération (Pogget al. 1996; Exleyet al. 1998). Au contraire, sur les cellules NK,
le CD161 est un récepteur inhibiteur puisque lasdia avec I'anticorps anti-CD161 va
inhiber la cytotoxicité NK (Lanieet al. 1994). Le LLT1 (lectin-like transcript 1), codérpa
le geneCLEC2Dadjacent au gern€LRB1(Yokoyama and Plougastel 2003), a été identifié
comme le ligand physiologique du CD161 (Aldermiral. 2005; Roseret al. 2005). Des
études fonctionnelles ont montré que linteractonre le LLT-1 des cellules cibles et le
CD161 des cellules NK inhibait la lyse NK (Aldenat al. 2005; Roseret al. 2005). Le
LLT-1 est exprimé principalement sur les ostéoelmst par la plupart des lymphocytes B
mais aussi sur les lymphocytes B activés ainsi lggecellules dendritiques activées

plasmacytoides et dérivées de monocytes (Resah2008).

I1.5. Les récepteurs activateurs

Les cellules NK expriment également a leur surfde® récepteurs activateurs dont
les ligands sont codés soit par des pathogenes,paoile génome de lindividu et
faiblement exprimés par les cellules normales, rmaiexprimés par les cellules stressées
ou malades. Ces récepteurs participent ainsi @clannaissance du « non soi » et du « soi

induit » et sont décrits ci-dessous.

[I.5.a. NKG2D

Le NKG2D (membre D du groupe 2 des récepteurs @dlsles NK) est un
homodimére transmembranaire de la famille desrlestde type C qui a été tres étudié en
raison de son r6le dans les réponses immunitaiees de contexte du cancer, des
infections et de l'auto-immunité. NKG2D est exprinp@r les cellules NK et les

lymphocytes T CD8activés, et par certains lymphocytegsTet NKT (Baueret al. 1999;
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Wu et al. 1999). Dans certaines conditions, NKG2D est aasprimé par les T CD4
humains (Grolet al.2006). Les ligands identifies de NKG2D sont desémaes du CMH

de classe | non classiques qui ne sont pas chapgées peptide et qui ne se lient pas a la
B2-microglobuline (Raulet 2003). Ces ligands compestnt chez 'Homme les molécules
MICA et MICB (MHC class | polypeptide-related seque A et B) qui présentent un
polymorphisme tres important (Bauet al. 1999) et qui n'ont pas d’homologues chez la
souris, ainsi que les protéines de la famille d8BL1/RAET-1 (UL16 Binding Protein 1
ou Retinoic Acid Early Transcript 1), qui existefiez 'Homme et la souris (Cerwenkt

al. 2000; Diefenbaclet al. 2000; Carayannopoulc al. 2002; Diefenbaclet al. 2003).
Les cellules normales n’expriment pas ces molécaldes niveaux suffisants, alors que
leur expression est induite dans les tissus ssesgsécancéreux. La plupart des cellules
tumorales surexpriment ainsi un ou plusieurs ligadel NKG2D a leur surface (Penee

al. 2001). C’est le cas des tumeurs humaines primpiaesexemple qui expriment des
ligands de NKG2D (Frieseet al. 2003; Wu et al. 2004). Et, de la méme maniere,
I'expression des ligands de NKG2D tels que RAETULMULT-1 (murine ULBP-like
transcript 1) a été observée sur des lymphomesstadénocarcinomes générés chez des
souris (Guerrat al. 2008). L'expression de ligands de NKG2D est égal@nnduite dans
des cellules infectées par certains pathogéenesigiL@&908). De nombreuses données
montrant le role important de NKG2D dans la sufasegde des tumeurs se sont
accumulées. L'élimination des tumeurs grace a NKG&D bien documentéia vitro
(Jamiesoret al. 2002), mais aussh vivo grace a des expériences de transplantation de
tumeurs (Cerwenkat al. 2001; Diefenbaclet al. 2001). Chez 'Homme, méme s'il reste
limité, le polymorphisme du géne codant pour NKG2D été associé avec une
susceptibilité au cancer (Hayagdti al. 2006), les alleles de haute activitdNK1) étant

protecteurs comparés aux alleles de basse adqliniti€l).
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[I.5.b. 2B4

La protéine 2B4 (CD244) est un membre de la fantiéle récepteurs proches des
molécules signalisatrices d’activation des lymphesy(SLAM). Elle est exprimée par
toutes les cellules NK et les lymphocytegdl certains lymphocytes T CD&t tous les
monocytes CD14humains (Bolegt al.2001). L’'unique ligand connu pour 2B4 est CD48
(qui est aussi un récepteur proche des SLAM), guiegprimé par toutes les cellules
hématopoiétiques et dont I'expression augmentedeidnfection par 'TEBV. Comme elle
possede quatre motifs ITSM (immunoreceptor tyrobased switch motif), 2B4 peut
fonctionner comme un récepteur activateur ou itdilsi selon la molécule adaptatrice de
signalisation avec laquelle elle s’associe (Schaizlal. 1999; Leeet al. 2004; Chlewicki
et al. 2008). Les motifs ITSM sont en effet capables ‘dssecier avec de nombreuses
protéines contenant des domaines SH2, qui peutrenind@ibitrices ou activatrice§igure
11). L'une de ces protéines est SAP (SLAM associgtedein) qui va recruter d’autres
molécules de signalisation afin de transmettre ugnas activateur. En absence
d’expression de SAP, 2B4 peut se lier aux phosphat&HP-1 et -2 qui contiennent des
motifs inhibiteurs SH2. 2B4 est ainsi un récepiabibiteur au cours des premieres étapes
du développement des cellules NK, puis un récepsativateur sur les cellules NK
matures (Sivoret al. 2002), ce qui pourrait indiquer un réle dans laursion des cellules

NK.

II.5.c. DNAM1

DNAM1 est une molécule d’adhésion qui est exprimédacon constitutive par la
plupart des cellules NK, des lymphocytes T, desroptages et des cellules dendritiques
(Shibuyaet al. 1996). Les ligands de DNAM1 sont le CD112 (conoussle nom de

nectine 2 ou PVRL2) et le CD155 (connu sous le denPVR) (Bottincet al. 2003). Ces
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Figure 11.Signalisation via 2B4

Le récepteur 2B4 posséde des domaines de signatisdiSM qui peuvent recruter a la
fois des kinases ou des phosphatases. A. L'inferaclu 2B4 avec son ligand entraine
I'activation des cellules NK matures via l'interaart de la protéine adaptatrice SAP avec
les domaines ITSM. SAP va ensuite recruter d’aupreséines dont la kinase FYN. B.
Dans les cellules NK immatures, en absence de $A&idnnelle, 2B4 va délivrer un

signal inhibiteur. Lorsque 2B4 est engagé, ses doesalTSM sont phosphorylés, ce qui
conduit au recrutement de phosphatases comme SbilP-2. Ces phosphatases vont

entrainer une inhibition en déphosphorylant les écales adaptatrices des récepteurs

activateurs.



ligands sont souvent exprimés par les cellules tales et peuvent activer ou augmenter la
lyse de ces cellulei® vitro (Carlstenet al. 2007). Des études récentes montrent que des
souris déficientes en DNAM1 présentent une capad@thiite de rejeter des cellules
tumorales et de limiter la formation de tumeursuites in vivo (Gilfillan et al. 2008;

Iguchi-Manakaet al.2008).

11.5.d. Les récepteurs de cytotoxicité naturell €HR

Les NCRs (Natural Cytotoxicity Receptors) compremineuatre récepteurs
activateurs : NKp30, NKp44, NKp46 et NKp80. Si NKpINKp44 et NKp46 sont des
membres de la superfamille des Immunoglobulinegof{Bet al. 1997; Pessinet al. 1998;
Vitale et al. 1998; Pendet al. 1999; Sivoriet al. 1999; Pende et al. 2001), NKp80 fait
quant a lui partie de la famille des lectines deetf (Vitaleet al. 2001). lls ont été tres
bien étudiés pour les cellules NK humaines et seaitet I'un d’entre eux, le NKp46, est
retrouvé chez la souris. Chez 'Homme, NKp30, NK@6NKp80 sont exprimés par
toutes les cellules NK, alors que NKp44 est expruméguement par les cellules NK
activées. La stratégie qui a permis leur identiftcarepose sur trois principes : les NCRs
ne doivent étre exprimés que par les cellules NKjgation d’'un NCR par un anticorps
doit déclencher la cytotoxicité NK et le blocage des récepteurs doit inhiber la
cytotoxicité NK (Morettaet al.2000). Le blocage d’'un ou plusieurs de ces réoepi@vec
des anticorps empéche donc souvent la lyse desligedlulaires tumorales par les cellules
NK humainesn vitro. De plus, les souris présentant une mutation eidlé géne codant
pour NKp46 perdent leur capacité a rejeter uneskgeellulaire de lymphome qui exprime

des ligands pour ce récepteur (Halftetkl.2009).
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Le NKp46 est exprimé par toutes les cellules NK aum@s et murines, mais
eégalement chez plusieurs espéces de singes (babmataques rhésus et crabier) (Walzer
et al. 2007a) et d’autres mammiféres (rat et bovins)régtet al. 2004; Westgaaret al.
2004). De plus, le NKp46 est exprimé uniquementlgsrcellules NK puisque les autres
types cellulaires tels que les lymphocytes T etlds granulocytes et les cellules
dendritiques n’en expriment pas, méme apres aiivéiValzeret al. 2007a). Il a donc été
proposé d'utiliser le NKp46 comme marqueur uniglideditification des cellules NK au

sein des différentes especes de mammiferes (Wetlz¢r2007b).

La diversité des ligands décrits pour ces réceptest surprenante tant ils sont
différents : les hémagglutinines virales (pour NKmt NKp46) (Mandelboinet al. 2001;
Arnon et al. 2006), les protéoglycanes héparan-sulfate (pourp3WK et NKp46)
(Bloushtainet al. 2004), le facteur nucléaire BAT3 (transcrit aséoau HLA-B) et la
molécule B7-H6 (pour NKp30) (Pogge von Strandmanal. 2007; Brandet al. 2009) et
les lectines de type C induites par I'activation@R) exprimées par les monocytes (pour
NKp80) (Welte et al. 2006). Il reste toutefois nécessaire de détermitmaportance

fonctionnelle de ces ligands variés pour les r@zeptde cytotoxicité naturelle.

11.5.e. Autres récepteurs reconnaissant des ligdndsnon soi »

Si les récepteurs activateurs des cellules NK pauetecter la présence de ligands
du soi induits par le stress, comme ceux reconaudlgG2D, d’'autres molécules existent,
comme des ligands infectieux du « non soi » (pangxte, certains ligands des NCR ou la
protéine m157 codée par le cytomégalovirus et negemar le récepteur activateur Ly49H
chez la souris) ou les ligands des TLRs (toll-lleeeptors). En effet, les cellules NK

expriment aussi des TLRs qui sont des récepteutSndmunité innée qui reconnaissent
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Nom du récepteur CD Ligand(s)
CD2 LFA-3
LFA-1 CDl1l1a ICAM-1, -2 et -3
FcyRIIIa CD16 IgG
CD28 CD80, CD86
ILT-2 CD85j HLA-A, -B, -C, -E, -F et -G
KIR2DL1 CD158a HLA-C2
KIR2DL2 CD158b1 HLA-C1
KIR2DL3 CD158b2 HLA-C1
KIR2DL4 CDh158d HLA-G
KIR3DL1 CD158e1 HLA-Bw4
KIR3DS1 CD158e2 HLA-Bw4*80I ?
KIR2DL5 CD158f ?
KIR2DS5 CD158g ?
KIR2DS1 CD158h HLA-C2
KIR2DS4 CD158i HLA-C et HLA-A11
KIR2DS2 CD158j HLA-C1 ?
KIR3DL2 CD158k HLA-A3 et -Al11
KIR2DS3 - ?
KIR3DL3 CD158z ?
NKG2A CD159a HLA-E
NKG2C CD159c HLA-E
NKR-P1A CD161 LLT-1
DNAM-1 CD226 CD112 et CD155
2B4 CD244 CD48
NKG2D CD314 MIC-A, -B et ULBP
NKp46 CD335 hémaglutinines virales
NKp44 CD336 hémaglutinines virales
NKp30 CD337 BAT-3, pp65
NKp80 AICL

Tableau I.Ligands des principaux récepteurs exprimés pardégles NK




les PAMPs (pathogen-associated molecular patt¢Aksla and Takeda 2004), des motifs
moléculaires conservés chez de nombreux pathogBoegines trés diverses (bactéries,
virus et parasites) et de nature variée (protéiaesles nucléiques, etc.). L’exposition,
vitro, des cellules NK a des ligands des TLRs induit progluction d’IFNy et augmente

la cytotoxicité, méme si ce processus est plusaf@ en présence de cellules auxiliaires,

ce qui suggeére que l'impact des TLRs sur les @dliNK peut étre indiredh vivo.

[1.5.f. Les récepteurs de co-stimulation

Des études ont également montré I'implication dacsivation des cellules NK de
récepteurs définis comme des molécules de co-sitianldes lymphocytes T. Il s’agit du
CD2 (dont le ligand est la molécule d’adhésion LBA-CD28 (dont le ligand est
I'antigene B7), et LFA-1 (dont les ligands sont teslécules d’adhésion ICAM-1, -2 et -3)
(Wilson et al. 1999a; Tangyet al. 2000; Watzlet al. 2000). Quand les molécules HLA de
classe | sont exprimées a un niveau normal suceddales cibles, les signaux négatifs
recus via les récepteurs inhibiteurs spécifiquasndelécules HLA de classe | dominent les
signaux activateurs de ces récepteurs de co-stimmlgui ne suffisent pas a activer les
cellules NK. Lorsque le niveau d’expression des@oales HLA de classe | diminue, les
signaux inhibiteurs ne sont plus suffisants etsigaaux délivrés par ces récepteurs de co-

stimulation vont prendre le dessus et participéadiivation des fonctions des cellules NK.

Ill. Fonctions des cellules NK

Les cellules NK sont des lymphocytes de I'nmmunit@ée qui constituent la
premiére ligne de défense de I'organisme contreiles et les tumeurs. En réponse a une
stimulation, les trois fonctions des cellules NKupent étre activées : (1) la cytotoxicite

vis-a-vis de cellules cibles via la libération defprine et de granzymes ou lI'expression de

-28-



ligands des récepteurs de mort cellulaire, suite deux voies d’activation décrites
précédemment (lyse spontanée et ADCC) ; (2) I'atitim d’autres cellules de 'immunité

via la sécrétion d’interféron (IFN)-et d’autres cytokines et (3) la capacité a pradifé

L’'immunosurveillance assurée par les cellules Nikest&l d’'une balance entre les
signaux activateurs et inhibiteurs délivrés par IExcepteurs qu’elles expriment
simultanément et qui ont été deécrits précédemn@tains de ces récepteurs activateurs
reconnaissent des molécules similaires a celldsldude classe | qui sont soit codées par
des pathogenes et exprimées par les cellules ésfgctsoit endogenes et exprimées
seulement dans un contexte d’infection, d’ADN endwgé ou de stress (Gasser and
Raulet 2006). Les récepteurs inhibiteurs reconaatsguant a eux principalement les
molécules du HLA de classe | présentes a la sudasecellules. Si des cellules infectées
ou tumorales perdent I'expression de ces ligandibiteurs ou sur-expriment des ligands
activateurs, les cellules NK ne sont plus inhib&edeviennent par conséquent capables de
tuer la cellule cible. Ainsi, I'activation des fdmans effectrices des cellules NK est le
résultat de l'intégration de ces multiples signahibiteurs et activateurs (Bryceson and
Long 2008). L'amplitude de la réponse cellulaire NKntre les cellules infectées ou
tumorales est aussi dépendante de signaux d’alamhédisrés par des sentinelles
immunitaires comme les cellules dendritiques, lesnmphages ou les tissus infectés. Ces
signaux incluent les interférons de type 1 (l&MKt IFN{) ou les interleukines IL-12, IL-
15 et IL-18 qui augmentent le potentiel cytotoxicues cellules NK et leur capacité a

produire des cytokines.
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lll.a. Cytotoxicité cellulaire et dégranulation descellules NK

La fonction de cytotoxicité des cellules NK (et dmdres cellules de I'immunité
capables de cytotoxicité comme les lymphocytesi§-awis des cellules cibles anormales
met en jeu des granules contenant un stock de ipesteytotoxiques. Ces granules
lytigues sont des lysosomes sécrétoires préforn@sespondant a des organelles
exocytiques spécialisées qui combinent la fonctae dégradation des lysosomes
conventionnels avec la capacité de subir une egseytontrolée (Lettaat al. 2007). La
reconnaissance d'une cellule anormale active I'giase polarisée de ces granules qui
relarguent des molécules cytotoxiques. Ce procedsigegranulation peut étre divisé en
quatre étapes (Topham and Hewitt 2009). Dans ummipretemps, une synapse
immunologique activatrice et lytique se forme ainpde contact avec la cellule cible. Il y
a alors un réarrangement du cytosquelette d’acbrags un deuxieme temps, le centre
d’organisation des microtubules (MTOC) de la cellNK et les lysosomes sécrétoires sont
polarisés vers la synapse lytique. La troisiemepettast I'accrochage des lysosomes
sécrétoires a la membrane plasmique au niveau sgnlpse lytique, avant de fusionner
finalement avec la membrane plasmique et de redarguir contenu cytotoxique au cours

de la derniére étape.

Les principales protéines cytotoxiques contenuass das granules des cellules
cytotoxiques (lymphocytes T et NK) sont les granegnet la perforine (Pipkin and
Lieberman 2007; Chowdhury and Lieberman 2008). adeur relargage, la perforine
facilite I'entrée des granzymes dans le cytoplasieada cellule cible, ou celles-ci clivent
un grand nombre de protéines comme les caspasasqoiant la mort cellulaire par
apoptose (Lieberman 2003; Trapani and Bird 200@xdcytose des granules lytiques doit

donc rester un processus hautement contrélé etlaoné. Les cellules NK sont capables
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de tuer en moyenne quatre cellules cibles chacuaret @e voir leurs niveaux de perforine
et de granzymes suffisamment diminués (Bhat andzW2007). Les cellules NK
redeviennent cytotoxiques apres 48 heures de eudnrprésence d’IL-2, correspondant
probablement au temps nécessaire pour reconstibugr stock de perforine et de
granzymes. En effet, a la difféerence des lymphaciyiteles cellules NK ont un stock de
perforine et de granzymes contenu dans les gra(Biekhardtet al. 1989) alors que pour
les lymphocytes T ces protéines cytotoxiques daiédre synthétisées aprés stimulation

via le TcR (Tschopp and Nabholz 1990; Pe&tral. 1991).

Les membres de la famille des protéines associéles membrane lysosomale
(LAMP) sont des protéines membranaires qui reptésernviron 50% des protéines de la
membrane lysosomale (Fukuda 1991; Kanretnal. 1996). Leur partie hautement
glycosylée a l'intérieur des granules semble prtég membrane de la cellule effectrice
contre les attaques par les enzymes lytiques coesemlans les granules, avant la

dégranulation au niveau intracellulaire et apreddgranulation au niveau de la synapse

lytique.

L'une des ces protéines, LAMP-1 ou CD107a, a a#tsi décrite comme un
marqueur de dégranulation des lymphocytes T TBI8des cellules NK cytotoxiques
(Betts et al. 2003; Alteret al. 2004). En effet, I'expression du CD107a est fodem
augmentée a la surface cellulaire aprés stimula@atte augmentation correspond a une
diminution du niveau de perforine intracellulairBefts et al. 2003) et est corrélée
également a la lyse cellulaire des cellules ciplasles cellules NK (Alteet al. 2004). Le
CD107a est donc un marqueur de dégranulation gumigied’éviter 'utilisation d’éléments

radioactifs et d’étudier 'activité cytotoxique desllules NK de fagon plus sensible que les
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tests de relargage de Chrome 51. En effet, la dibpieé d’anticorps spécifiques du
CD107a permet d'utiliser ce marqueur en cytomédeeflux multiparamétrique afin de
détecter simultanément la dégranulation et la prtioln de cytokines ou de discriminer
des sous-populations de cellules NK grace a dedioamsons d’anticorps. Ainsi, il est
possible d’étudier la capacité a répondre a uneer&imulation de plusieurs populations

de cellules NK.

lll.b. Production de cytokines et régulation de laréponse immunitaire

Comme leur nom l'indique, les cellules NK peuvemrtcertaines cellules cibles
sans sensibilisation préalable, mais elles sonsi axapables de produire de nombreuses
cytokines comme l'interféron gamma (IRN-le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-
a), le facteur de croissance des granulocytes etraphages (GM-CSF) et des
interleukines (IL). De plus, les cellules NK forminent également comme des cellules
régulatrices du systéme immunitaire, influencastdatres réponses cellulaires et agissant
comme un lien entre les réponses de I'immunitéeaneteadaptative. Des études montrent
en effet un impact des cellules NK sur les réportsss lymphocytes B ou encore une
interaction entre les cellules NK et les cellulendritiques (DC). En plus de leur role
d’initiatrices des réponses spécifiques d’antigemes cellules dendritiques soutiennent
I'activité des cellules NK alors que réciproquem@drlazzo and Munz 2004), les cellules
NK pré-activées par des cytokines activent lesulsdl dendritiques, induisent leur
maturation et leur production de cytokines (ZitMog@€02). L’activationin vivo des
cellules NK par un vaccin a base de cellules dégdds (DC) autologues chargées avec
un antigéne tumoral a également été montrée (&iral. 2001; Osadat al. 2006), ainsi
que la régulation de la réponse immunitaire vigyda de cellules dendritiques immatures

par les cellules NK (Wilsort al. 1999b).In vitro, le rapport NK:DC a un impact sur le
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sens de cette réponse (Piccieli al. 2002). En effet, lorsqu’il y a plus de cellules
dendritiques que de cellules NK, I'interaction NKJDavorise la production de cytokines
et la maturation des cellules dendritiques. A lrse, lorsque les cellules NK sont en
surnombre par rapport aux cellules dendritiques cidlules dendritiques sont lysées par

les cellules NK.

lll.c. Prolifération des cellules NK

La derniere fonction des cellules NK est la moimsnbétudiée. Il s’agit de la
fonction de prolifération cellulaire, qui consige la multiplication rapide et abondante de
ces cellules par des divisions mitotiques successika prolifération des cellules NK est
induite in vitro et in vivo par I'interleukine-2 (IL-2) (Londoret al. 1986; Bironet al.
1990). Les cellules NK peuvent ainsi étre maintenee culture pendant environ deux
semaines (Rabinowickt al. 1991). D’autres méthodes d’expansion des cellMksen
culture existent et conduisent a des résultatsabls. La plupart utilisent des lignées
cellulaires comme cellules nourricieres, telles ges lignées tumorales ou des lignées
lymphocytaires immortalisées (Perusstaal. 1987; Luhmet al. 2002) alors que d’autres
approches utilisent des anticorps (Carlehal. 2001). Dans tous les cas, la proportion de
cellules NK augmente fortement pendant les deumgmes semaines de culture et elles
peuvent étre maintenues en culture pendant un m@sat de devoir étre restimulées.
Pendant ce temps, elles conservent leurs capacytésoxiques et de production de

cytokines.
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IV. Développement des cellules NK

IV.1. Etapes du développement

Le deéveloppement des cellules NK se déroule prateipent dans la moelle
osseuse (Colucaet al. 2003; Yokoyameet al. 2004). En effet, le r6le important de la
moelle osseuse dans la maturaiiowivo des cellules NK a pu étre mis en évidence grace
a des expériences d’ablation sélective de la moskeuse chez la souris (Williaresal.
1998). De plus, des cellules NK a des niveaux iinéeliaires de développement ont été
identifiées dans ce tissu chez la souris ou leldgpement des cellules NK a été tres bien
décrit (Colucciet al. 1999; Rosmaraket al. 2001). Chez 'Homme adulte, la moelle
osseuse est riche en cellules souches hématop@@ti§D34 et en progéniteurs
hématopoiétiques, dont une fraction de précursgescellules NK (pré-NK). De plus, la
culturein vitro de cellules CD34dérivées de la moelle osseuse permet leur difféaton
en cellules NK fonctionnelles. De plus, le récepteD161 présenté précédemment (partie
[1.4) est exprimé trés tot au cours du développerden cellules NK (Benneét al. 1996;
Spitset al. 1998) et son ligand LLT-1 (Aldemet al. 2005; Rosert al. 2005) est exprimeé
aussi sur les ostéoclastes (Zhatwal. 2002), ce qui semble indiquer qu’au moins unei@art
du développement des cellules NK se déroule awanide la moelle osseuse. Malgré cela,
la possibilité que les cellules pré-NK ou a dasitraeiveaux intermédiaires de
développement puissent transiter par d’autres gjssomme le thymus, pour subir leur
maturation terminale n'a pas encore été exclue.pls, aucune voie compléte de
différenciation des cellules NK qui pourrait dénrentque ce processus se déroule
uniquement dans la moelle osseuse n'a encore étéedd.a principale raison de cette
absence réside dans le fait que les étapes duog@eshent des cellules NiK vivo n’ont
été définies que récemment. La plupart des infdomst concernant cette voie de

développement proviennent d’analysesvivoréalisées a partir de progéniteurs Cbag
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des intermédiaires CD34jui en dériventin vitro. En effet, les cellules NK matures
n'expriment pas de CD34 et sont identifiées pahiénotype CD3C56 (Trinchieri 1989).

Le CD34 est exprimé quant a lui par des cellulesaclses hématopoiétiques, des
progéniteurs hématopoiétiques et des précurseasems dans différents compartiments
tissulaires de I'organisme. Les cellules NK cytagmes peuvent étre obtenui@svitro a
partir de ces cellules CD34lérivées de foie foetal, de moelle osseuse, duuByde sang

de cordon, de sang adulte ou de tissus lympho&temdaires (Lotzovat al. 1993; Miller

et al. 1994; Sancheet al. 1994; Mrozeket al. 1996; Jalecet al. 1997) et cultivées avec
de I'lL-2 ou de I'lL-15 (Waldmannet al. 1998). Quatre étapes de développement des
cellules NK ont pu ainsi étre décriteBapleau 1) : pro-NK, pré-NK, iNK et NK matures

(Freud and Caligiuri 2006).

Les progéniteurs des cellules NK (pro-NK) correstent a une population CD34
CD45RA" CD117 CD94 qui n’exprime pas de CD122 (chaifi@lu récepteur a I'lL-2, IL-
2Rp) et donc ne répond pas a I'lL-2 ou a I'lL-15. 8sccellules peuvent se différencier en
cellules NK, elles peuvent encore donner des lyropies T et des cellules dendritiques
myeéloides, mais pas de lymphocytes B. Les pro-Niespondent donc au stade le moins
mature de la lignée NK. Cette population donneati@ent naissance aux précurseurs des
cellules NK (pré-NK) qui sont CD122La principale caractéristique des cellules pré-NK
est donc qu’elles sont capables de répondre alBll(eu a I'lL-2) afin de se différencier.
Elles sont CD342 CD45RA" CD117 CD94 et elles ont toutes la capacité de devenir des
cellules NK. Néanmoins, il existe encore une cedailasticité de ces cellules qui peuvent
encore se différencier en lymphocytes T et en ledldendritiques myéloides dans
certaines conditions de culturevitro (Freudet al. 2006). Elles ne présentent pas en effet

d’antigénes spécifiques des cellules NK (Blom apids2006; Di Santo 2006), et vu gqu'il
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CD34
CD45RA
CcD10
CD117
CcD161
NKp46
CD94/NKG2A
KIR

pro-NK

iNK

NK CD56""9ht

NK CD569™

CD16

pre-NK
+
+
+
-/+

1 4 4 1

+/-
+
+
+

+/-

Tableau II. Expression de différents marqueurs selon les

cellules NK humaines

étdpedéveloppement des




existe des précurseurs T/NK dans le thymus huntamdhezt al. 1994), ceci suggere
que la capacité des pré-NK a répondre a I'lL-2 dilal5 n’'implique pas forcément
gu’elles deviendront ensuite des cellules NK. lasteme stade correspond aux cellules
NK immatures (iNK) qui sont quant a elles incapahlide se différencier en lymphocytes T
ou en cellules dendritiques vitro, et donnent uniquement des cellules NK Cti%6en
culture. Les iNK sont CD34t expriment également a des degrés differentaudkagenes

et des récepteurs fonctionnels associés aux celNkecomme CD2, CD7, CD56, CD161,
2B4 (isoforme inhibitrice) et NKp44. Bien que Id$K se différencient en cellules NK,
elles ne présentent pas encore les deux caraicpgestprincipales des cellules NK matures
. la capacité de produire de I'lFNet d’étre cytotoxiques vis a vis de cellules défites

en molécules du CMH de classe I. Elles n’exprinpas non plus la plupart des récepteurs
présents a la surface des cellules NK matures co@D@®/NKG2A, NKG2D, NKp46,
CD16 ou encore les récepteurs KIR. Une partie M&saxprime néanmoins le NKp44, un
récepteur activateur des cellules NK. Les iNK slomialisées principalement dans les
organes lymphoides secondaires, qui sont des tisuisle role est d’activer la réponse
immunitaire, ce qui laisse penser qu’elles contritiypeut étre a I'immunité, par exemple

en produisant du GM-CSR vivo (Freudet al. 2006).

La progression vers le stade mature (cellules NK5€1™) est marquée
principalement par I'acquisition de I'expression ltetérodimére CD94/NKG2A, qui va
inhiber les cellules NK matures via la molécule HEAprésente a la surface des cellules
exprimant des molécules du CMH de classe |. CHitesition est également accompagnée
de nombreux autres changements dans le phénotypeesiecellules, incluant une
diminution de I'expression du CD117 et une acgigisilans le méme temps de récepteurs

des cellules NK comme NKG2D et NKp46, d’'une expisslétectable de I'lL-2R et de
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perforine intracellulaire. Ces cellules ont enfm dapacité d’étre cytotoxiques via le
systeme Fas/Fas-ligand ou perforine et de prodiarelFN-y. Néanmoins, ce n’est pas le
cas de toutes les cellules NK CO%8', ce qui suggére qu'il existe d'autres étapes de

maturation apres ce stade.

L’expression du CD56 ne suffit pas a distinguer desmdes de développement
intermédiaires car son expression augmente toldrepude la maturation des cellules NK.
Malgré cela, alors que les iINK CD%B sont majoritairement CD1&IR", les cellules NK
CD56"™ du sang périphérique sont elles principalement &CKIR*, ce qui semble
indiquer au moins une étape entre ces deux popngatiL’acquisition du CD16 et le
passage d’'un phénotype CD%8' CD94" CD16 vers un phénotype CD%8 CD94"
CD16 pourrait ainsi marquer la cinquiéme et derniérapétdu développement des
cellules NKin vivo. Une autre étape intermédiaire, ou les cellules $¢kt CD58™
CD94', a été caractérisée récemment @fwal. 2009a). De plus, les récepteurs KIR sont
principalement présents sur les cellules NK CtY56D94" CD16', ce qui est cohérent
avec les données selon lesquelles I'acquisitiocederécepteurs est un évenement tardif de
la maturation des cellules NiK vitro etin vivo (Sivori et al. 2003). Cette acquisition des
KIR est séquentielle puisque les cellules NK dé&svéle progéniteurs hématopoiétiques
acquierent d’abord le KIR2DL2/3, puis le KIR2DL1igEheret al. 2007). Les deux sous-
types NK décrits seraient donc en fait deux étapexessives d’une voie linéaire de

différenciation et de maturation.
IV.2. Sous-types NK

En effet, les cellules NK ont été rapidement classeén deux sous-types selon le

degré d’expression de la molécule d’adhésion CIDa@iér et al. 1986). Cette séparation
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n'‘est pas seulement phénotypique puisquelle a eégaht des conséquences
fonctionnelles. Les cellules NK CD%B représentent la grande majorité des cellules NK
du sang ¥90%) mais sont rares dans les tissus lymphoidesndates alors que les
cellules NK CD58™" sont prédominantes dans les organes lymphoidesndaices
comme les ganglions lymphatiques et les amygdedegui est cohérent avec le modéle de
développement décrit ci-dessus. Les cellules NK &P5et CD56"" expriment des
molécules d’'adhésion et des récepteurs activateuishibiteurs différents, répondent
différemment aux cytokines et ont surtout des fiomst effectrices uniques. Alors que les
cellules NK CD58™" sécrétent préférentiellement des cytokines immémdatrices
comme I'IFNy, les cellules NK CD58" sont cytotoxiques et capables de sécréter des
cytokines. De plus, les cellules NK C8®" expriment exclusivement la chafnedu
récepteur a I'lL-2 (CD25) alors qu’elles exprimergs faiblement le FdRIll (CD16) au
contraire des cellules NK CD%8 qui expriment fortement le CD16 et qui n'exprimeas

le CD25. Ces propriéetés démontrent des réles ife&ahts de chacun de ces deux sous-
types au regard de 'ADCC et de la réponse a tawdtion par I'lL-2. Comme expliqué
auparavant, des études récentes ont proposé qumuesypes représentent en fait deux
étapes du développement des cellules NK, les esllD56™™ étant des précurseurs des
cellules CD58™, qui représentent le type cellulaire NK le pluf§édentié et le plus mature
(Freud and Caligiuri 2006). En plus de ces prdif§érents d’expression de molécules
d’adhésion et de récepteurs aux cytokines, lesileslINK CD56™ expriment fortement
les KIRs alors que les cellules NK CO%8' en expriment trés peu. Cette différence
d’expression a un impact sur la reconnaissancdeganteractions KIR/HLA du « soi
manquant » qui serait donc assurée principalemantes cellules NK CD58" capables

de cytotoxicité.
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IV.3. Education des cellules NK

IV.3.a. Acquisition des fonctions NK

Les cellules NK ne lysent pas les cellules du sanatout car elles expriment des
KIR inhibiteurs qui reconnaissent des molécules HiéAclasse | et qui compensent les
signaux activateurs. Les génes de ces réceptethibitéurs sont localisés sur un
chromosome différent de celui de leurs ligands HBAcun mécanisme de transmission
génétique ne peut donc assurer chez un individprésence pour chaque récepteur
inhibiteur de son ligand HLA de classe |. Les deBuNK expriment donc des KIR
inhibiteurs dont les ligands ne sont pas forcémeggents chez I'individu. Ces cellules NK
pourraient donc théoriquement lyser les celluleésesaqui n’expriment pas les molécules
HLA de classe | reconnues par les KIR inhibiteuréspnts sur les cellules NK. Ceci
suggere une potentielle autoréactivité de ceslesINK qui doivent étre éduquées afin de
ne pas éliminer ces cellules saines. Ainsi, seldsscellules NK qui expriment des
récepteurs inhibiteurs spécifiques des molécules ldu soi sont fonctionnelles-igure

12).

Il a en effet été montré chez 'Homme que les tedluNK KIR2DLT,
KIR2DL2/3" ou KIR3DLI issues d'individus exprimant le ligand HLA de clasl
correspondant (alléles du groupe C2, alleles dupgdCl ou alléles présentant le motif
Bw4) répondaient plus que les autres populationsaNikengagement du CD16 ou a la
stimulation par des cellules cibles déficientesreécules HLA de classe | (Anfossi al.
2006; Yuet al. 2007). D’autres interactions, n’impliquant pas meslécules HLA, telles
que celle du récepteur 2B4 avec son ligand CD4&bkmt aussi impliquées dans
I’éducation et la tolérance des cellules NK (Siwatral. 2002). Ces données indiguent que

I'acquisition de I'expression des récepteurs irtailnis spécifiques du soi est un événement
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Individus E
C1C2 ou

C2C2

Invidividus
Ccic1

Individus
Bw4Bw6 ou
Bw4Bw4

Invidividus
Bw6Bwb

Figure 12.Fonctionnalité des cellules NK KiRen fonction du HLA autologue

Seules les cellules NK qui expriment des KIR itduilos spécifiques des molécules HLA de
classe | du soi sont fonctionnelles. A. Les cadllN& KIR2DLT ne sont fonctionnelles que
chez un individu possédant le ligand C2 (C1C2 o€Z)2Chez un individu CZC1C1),
les cellules NK KIR2DL1ne sont pas fonctionnelles. B. Le mécanisme es€hae pour
cellules NK KIR3DL1 qui sont fonctionnelles uniquement chez les idd&iBw4, mais

pas chez les individus Bw4



crucial durant le développement des cellules NKsquirielle détermine si une cellule va
étre acquérir ou non les fonctions de dégranulatitn production de cytokines et de

prolifération en réponse a une stimulation.

Toutefois, certaines cellules NK n’expriment aucéoepteur inhibiteur spécifique
des molécules HLA de classe | (Fernandeal.2005). De telles cellules ne vont pas lyser
les cellules du soi puisqu’elles deviennent moirapables de répondre suite a
I'engagement chronique de leurs récepteurs activat&n effet, si les ligands de certains
récepteurs activateurs sont des protéines encquedes pathogenes ou induites a la
surface des cellules infectées ou tumorales, ddautrcepteurs activateurs sont capables de
reconnaitre des molécules du soi. C’est le cagxyample de certains KIR activateurs dont
les ligands HLA sont exprimés par lindividu. Lellales NK qui expriment ces
récepteurs activateurs sont théoriquement autavéactt une régulation de leurs fonctions
est donc nécessaire pour qu’elles deviennent tdksaau soi. Les mécanismes qui
gouvernent cette « éducation » des cellules NHKeties récepteurs font I'objet de modeles

qui sont encore discutés.

IV.3.b. Modeéles proposédicensing disarmingettuning

Deux modeéles complémentaires ont donc été propd¥és coté, I'équipe de
Wayne Yokoyama propose un modele basé sur desimgudations chez la souris selon
lequel c’est I'engagement des récepteurs inhikstepécifiques des molécules du CMH du
soi qui rend directement les cellules NK capablesépondre selon un processus appelé
« licensing » (permis de tuer) (Kiet al. 2005; Yokoyama and Kim 2006). De l'autre, les
chercheurs de I'équipe de David Raulet suggereatlgumoindre capacité fonctionnelle

des cellules NK exprimant des récepteurs dont iggndls ne sont pas présents est la
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conséquence de stimulations persistantes qui ne m® compensées par des signaux
inhibiteurs. Dans ce modele appelé « disarminggsddmement) (Raulet and Vance 2006),

les cellules NK potentiellement autoréactives daesiaient moins fonctionnelles.

Ces deux modeles ne sont pas exclusifs mais selemmp Des études récentes
montrent en effet que la capacité fonctionnelle deltules NK varie selon le nombre,
variable, des différents récepteurs inhibiteuraaivateurs qu’elles expriment. Ainsi, la
capacité fonctionnelle des cellules NK augmente d@enombre de récepteurs inhibiteurs
spécifiqgues du CMH du soi qu’elles expriment (Broeli al.2009b; Jonckeet al.2009). II
semble donc qu’il n'y ai pas que deux états (fammielles ou non) dans lesquels les
cellules NK existent selon qu’elles expriment ou ies récepteurs inhibiteurs spécifiques
des molécules du CMH du soi, mais que leur fono@dité soit déterminée en fonction des
signaux inhibiteurs et activateurs recus penda@dulcation et dans I'environnement
normal. Ce modele plus consensuel, dit de « tusirfchéostat) (Brodin and Hoglund
2008; Joncker and Raulet 2008; Broéinal. 2009a), permet d’assurer la tolérance au soi
et d’optimiser la perception des changements dislez normales par les cellules NK

(Figure 13.

IV.3.c. Réversibilité de I'’éducation des celluhdg

Toutefois, le fait de savoir si cette moindre cajgaa répondre est stable ou peut
étre inversée dans certains contextes reste pealerdviDés la mise en évidence du
mécanisme dicensingchez la souris, il a été montré que I'additior_e?l ou de poly I:.C
pouvait activer suffisamment les cellules NK nomniggees pour les rendre fonctionnelles
(Kim et al. 2005). Chez 'Homme, I'utilisatiorex vivo d’'une protéine de fusion GM-

CSF/IL-2 provoque une forte activation des celluMis et augmente I'expression de
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Interactions avec les cellules normales lors du Balance des Capacite
developpement des cellules MK signalx fonctionnelle

Molécule
Recapteur du CMH
Inhibiteur  de classe I

0 \ 100

[

7 Récepteur Ligand
activateur activateur
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Figure 13.Education des cellules NK selon le modéle du esta »

Au cours du développement, les cellules NK intssagit avec les cellules normales. Plus
une cellule NK a de récepteurs inhibiteurs spéaéi) des molécules HLA du soi a sa
surface, plus sa capacité fonctionnelle est impuda L'acquisition des fonctions des
cellules NK via ce mécanisme d'éducation est dayaleénent un processus résultant

d’'une balance entre signaux inhibiteurs et activase



récepteurs activateurs tels que NKp44, NKp46 et DNA (Penafuerteet al. 2009). I
semble donc que dans certaines circonstancesllelesdNK non éduquées puissent étre
activées par des cytokines pro-inflammatoires. {Clescas par exemple de certaines
infections bactériennes ou les cellules NK qui praxent pas de récepteurs inhibiteurs
spécifiqgues des molécules du CMH du soi peuverdire autant d'IFNy que les cellules
NK éduquées (Fernandezt al. 2005). De plus, chez des souris déficientesp2n
microglobuline, une molécule qui permet I'expreasgtable des molécules du CMH de
classe | a la surface cellulaire, les cellules N#nblent fonctionnelles dans certains
contextes puisqu’elles sont quand méme capable®mtedler I'infection a CMVin vivo
(Tay et al. 1995).In vitro, les cellules NK hyporéactives peuvent étre reaes apres
plusieurs jours de culture en présence d’'IL-2 (dskanet al. 1997; Tripathyet al. 2008).
D’autres résultats récents montrent également ajgérhulation par des cytokines comme
'lL-2 et I'IL-15 permet d’éduquer les cellules Nknhoins capables de répondre pour
gu’elles deviennent fonctionnelles, sans pour dutasser leur tolérance au soi (Juetke
al. 2009). L’éducation des cellules NK semble done &in processus dynamique et
réversible qui leur permet de ne pas lyser lesileslisaines du soi sans pour autant devoir
passer par une délétion des populations NK potkartient autoréactives. Les molécules
du CMH de classe | du soi sont donc capables d@niter I'éducation et la tolérance des
cellules NK par d’autres moyens que la formatiorr@hertoire des différentes populations
NK, ce qui constitue une différence importante alke@rocessus d’éducation impliqué

dans le développement des lymphocytes T et B.

V. Les cellules NK en greffes de cellules souchesnhatopoiétiques

La greffe de cellules souches hématopoiétiques JG3iH une thérapie utilisée

depuis le début des années 1970 qui permet de aearpine moelle osseuse pathologique
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ou aplasique par la greffe de CSH a un receveuadwalElle permet le traitement de
plusieurs pathologies malignes telles que les leie® aigles, les myélomes, les
lymphomes, certaines tumeurs solides (cancer dy seuroblastome) ou non malignes
comme les déficits immunitaires constitutionnelsagquis. Si les greffes autologues, qui
consistent a injecter au patient malade ses prope#ales souches débarrassées des
cellules anormales, sont utilisées principalememtsde traitement des lymphomes et des
tumeurs solides, les greffes allogéniques de CSiHcaonsistent a injecter a un receveur
malade les CSH d’'un donneur sain apparenté ouaumstituent un traitement de choix de

nombreuses hémopathies malignes comme les leucémies

V.1. Sources de CSH

Il existe trois sources différentes de CSH permeéttdobtenir des greffons
allogéniques. Tout d’abord, les CSH de la moelkease peuvent étre prélevées au niveau
du bassin du donneur, ce qui nécessite une intiovechirurgicale sous anésthésie. Il est
eégalement possible de recueillir des CSH périphésqCSP) aprés mobilisation de ces
cellules grace a des facteurs de croissance (GM-G@ministrés au donneur. Le
prélevement des CSP représente un avantage plisguéffectué par cytaphérese et que
le greffon est plus riche en progéniteurs hématdppies. Enfin, depuis 20 ans, les
greffons utilisant le sang de cordons (ou sangepitaire) sont également utilisés car ils
sont particulierement riches en cellules primitivespables de se différencier et de
proliférer. lls semblent constituer également desffgns immatures et tolérants,
produisant moins de cytokines et permettant dontlider des greffons qui ne sont pas
totalement compatibles en terme de HLA. Toutefil@daible nombre de cellules souches
recueillies rend nécessaire I'utilisation de deukés de sang placentaire pour greffer les

patients adultes.
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V.2. Conditionnements pré-greffe

Le conditionnement du receveur utilisé avant ldfgrest variable d’un donneur a
l'autre et d'un centre de transplantation a lautf®@utefois, I'objectif du traitement
administré reste le méme, a savoir détruire ldsleslleucémiques et la moelle osseuse du
receveur de facon a permettre la reconstitutionat@poiétique a partir du greffon. Pour
cela, le receveur recoit un traitement de condigmnent myéloablatif qui comprend une
puissante chimiothérapie et une irradiation cor@retale. Afin de diminuer la toxicité
de ces traitements tres lourds, des conditionnesvaténues appelés « non myéloablatifs »
sont également utilisés. lls consistent en [l'adstiation de traitements
immunosuppresseurs dont la résultante apres grsfffien chimérisme hématologique entre
le donneur et le receveur qui peut subsister plusisois. Ces conditionnements atténués
ont été d’abord congus pour les patients agés ontul@bat général était préoccupant, et ils

sont a présent de plus en plus utilisés.

V.3. Choix des donneurs de CSH

Au sein d'une fratrie, il existe une chance suredtuver un donneur qui soit
compatible & 100% avec le receveur. Cette prolb@lpksse a une chance sur un million
lorsqu’un donneur non apparenté est recherché ldanfichiers des volontaires. Dans la
plupart des cas, lorsque la recherche d’'un donoc@mpatible est un échec, il est possible
d’envisager une greffe haploidentique (compatibite 50%) a partir d’'un donneur de la
famille. En effet, la majorité des patients, entipalier les enfants, partage au moins un
haplotype HLA identique avec I'un des membres déasallle (parents, freres et sceurs).
Mais, dans ce cas, il y a souvent des incompadébilpour tous les types de molécules
HLA de classe |, ce qui peut conduire a un mauxssiltat clinique. Afin de réduire le

rejet, rare en greffe de CSH, et déliminer les we# leucémiques, ces greffes
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haploidentiques sont menées selon une approchieybiare. Les patients sont greffés avec
des doses trés importantes de cellules souchesdgoigiques CD34mobilisées dans le

sang périphérique. L’administration de cing a virfgts plus de cellules souches
hématopoiétiques est en effet tres importantealarfacilite la prise de greffe et permet de
générer un grand nombre de cellules NK présentanépertoire KIR conservé et donc
une alloréactivité efficace, ainsi qu’un bon eféetti-leucémique (Martelli and Reisner

2002).

V.4. Résultats cliniques de la greffe de CSH

Malgré la recherche de donneurs le plus HLA-conegi possible avec le
receveur, la greffe de CSH est une situation almgée qui a des conséquences pouvant
étre opposées. Dans un cas, les disparités HLA émtdonneur et le receveur semblent
prédire une réaction dans le sens HJ®s(-versus-graftou les cellules du receveur
reconnaissent et détruisent les cellules du doni@®ai qui provoque une réaction de rejet
du greffon, qui n’a lieu que trés rarement, et egpond au modele de résistance hybride
décrit precédemment (partie 1.3). Dans l'autre éascellules du receveur sont reconnues
par les cellules immunitaires du donneur. Deuxtréas sont alors possibles. La premiere
est délétere puisque les cellules du greffon preinpeur cibles les cellules de I'héte, en
particulier certains tissus comme la peau, le tilgestif ou les poumons. Il s’agit de la
réaction du greffon contre I'hdtegraft-versus-host GvH) qui est provoquée par
I'activation des lymphocytes T du donneur. La Guthduit a la maladie du greffon contre
I'héte (graft-versus-host diseas&vHD) qui peut étre aigue si elle se manifestanales
100 premiers jours suivant la greffe ou chroniquedela. La deuxieme réaction
impliquant les cellules du greffon est bénéfiquasgue les cellules leucémiques du

receveur encore présentes vont étre éradiquéest I@Het GvL (graft-versus-leukem)a
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qui est évidemment trés recherché en greffe de @814 lequel les cellules NK semblent

jouer un role important.

V.5. Role des cellules NK en greffe de CSH

Chez des souris a qui des cellules leucémiques ihemant été préalablement
injectées, le transfert de clones NK alloréacti#sutte en une guérison et une meilleure
survie, ce qui confirme le role des cellules NK sléiaffet anti-leucémique. De plus, dans
un modele murin de greffe de moelle osseuse incobipal’injection de cellules NK
alloréactives se déroule sans rejet du greffon wH: Ces résultats indiquent la
possibilité que les cellules NK alloréactives pmoswet du donneur peuvent prévenir la
GvHD en éliminant des cellules présentatrices aetiyene qui initient la GvHD (Ruggeri
et al. 2002). Chez 'Homme, l'intérét porté au réle dedlules NK dans la greffe de
cellules souches hématopoiétiqgues a commencé agergence des données
significatives de 'immunogénétique NK sur le réatides greffes de CSH déplétées en
lymphocytes T. Les cellules NK sont les premiereSagparaitre dans le sang périphérique
lors de la reconstitution hématopoiétique qui Bugreffe (Chklovskaiat al. 2004) et des
études ont montré leur implication dans la supjpwasse la GvHD, la réussite de la prise

de greffe et I'effet GvL (Ruggegt al.2006).

V.6. Le « soi manquant » en greffe de CSH

Dans les paramétres de la greffe de cellules ssundmatopoiétiques, I'appellation
« incompatibilit¢ HLA en terme de ligand KIR » esiuvent utilisée pour décrire une
potentielle reconnaissance du « soi manquant »efte, dans ce cas, certaines cellules
NK du donneur, appelées alloréactives, pourraiget@pables de tuer les cellules cibles

du receveur. La présence de ces cellules NK alitivés a d’ailleurs été associée avec une
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amélioration importante de la survie apres la greti cellules souches hématopoiétiques
dans le cadre des leucémies myélogéniques aiguesiféi, ces cellules NK alloréactives
semblent favoriser la prise de greffe, réduiredaction du greffon contre I'hote (Graft
versus Host Disease, GVHD) et surtout diminuer risshutes (Ruggeret al. 2006).
L’alloréactivité des cellules NK intervient lorsquie population NK exprime des
récepteurs KIR spécifiques de certaines molécules #e classe | qui sont absentes a la
surface les cellules allogéniques du receveigufe 14. Ces cellules NK tueraient alors
les cellules allogéniques, du moins celles qui iex@nt des ligands reconnus par les
récepteurs NK activateurs. L'existence des celllN&salloréactives a été décrite il y a

presque vingt ans par le groupe des fréres Mof€ttaoneet al. 1992).

L’étude des effets cliniques du « soi manquantmlesi cellules NK éduquées est
donc permise principalement par les greffes de @&dentant des incompatibilités HLA,
ou plus spécifiguement des incompatibilités KIRahig. Dans ce contexte, les cellules NK
provenant du donneur, théoriquement éduquées,rgentées a un patient qui ne possede
pas les ligands HLA de classe | présents chezneealo et vont « reconnaitre » I'absence
de ces ligands sur les cellules cibles potentieli@sci va conduire a une levée de
I'inhibition via les récepteurs KIR inhibiteurs donc a une augmentation de la lyse des
cellules tumorales, ce qui améliore le diagnostiardes patients. Ce modele a été décrit
par Ruggeri et al. (Ruggeat al.2002) qui ont étudié 60 patients leucémiques & tisgue
ayant subi une greffe de CSH provenant de donmeayant pas le méme haplotype HLA.
lIs ont alors identifié un rapport entre les gépety HLA du donneur et du receveur qui
permettait de prédire une alloréactivité NK du dsumpotentiellement responsable d’'un
effet GvL (Ruggeriet al. 1999). Parmi les 60 paires donneur-receveur égadie0

remplissaient les conditions du « soi manquanbrsgue les receveurs ne possédaient pas
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Figure 14.Soi manquant en greffe de CSH et cellules NK é#otives

A. Les signaux activateurs recus par la cellule ksqu’elle interagit avec une cellule

cible autologue normale sont compensés par lesasigndes KIR inhibiteurs qui

reconnaissent les molécules HLA de classe | duBsdbans le contexte d'une greffe de
CSH, les cellules NK du donneur interagissent desccellules cibles du receveur qui
expriment des molécules HLA de classe | différeetesterme de ligand KIR. Ces
molécules HLA étrangéres ne sont pas reconnuetepdfIR inhibiteurs, ce qui conduit a

la lyse des cellules allogéniques par les celliN&salloréactives.



les ligands KIR présents chez les donneurs. Leelel'inhibition de ces cellules NK du

donneur suite a I'absence d’engagement de leursiktiibiteurs a été confirmée par la
possibilité d’isoler des clones NK alloréactifs -aiwvis de cellules cibles provenant du
receveur (lignées leucémiques ou B-EBV), et ce uemnent chez des patients qui ne
possédaient pas les ligands KIR présents cheznlieedio (incompatibilité KIR ligand). De

plus, ces clones NK alloréactifs pouvaient uniquantgser des cellules cibles provenant
de leucémies myéloides (aigles ou chroniques) pasdymphoides, ce qui suggere que

les cellules NK sont plus sensibles aux cellulesarales d’origine myéloide.

Une incompatibilité¢ HLA entre le donneur et le nemar ne signifie pas toujours
une incompatibilité en terme de ligand KIR et nevaquera donc pas forcément une lyse
des cellules cibles allogéniques par les cellul&s Nes KIR inhibiteurs reconnaissent
dans ce cas des motifs partagés par des groupasléeules HLA de classe | et un typage
HLA différent peut étre le méme en terme de ligaktR. De plus, pour étre alloréactives,
les cellules NK ne doivent pas non plus exprimeétérodimere inhibiteur CD94/NKG2A,
étant donné que son ligand HLA-E est présent arfase de quasiment toutes les cellules
exprimant des molécules HLA de classe I. C’estae de certaines cellules leucémiques
dont I'expression du HLA-E augmente suite a la patidn d’IFN-+y par les cellules NK
(Nguyenet al. 2009), alors qu'aprées la greffe les cellules Nknbkent majoritairement
exprimer le CD94/NKG2A (Nguyeet al. 2005), ce qui diminue leur cytotoxicité et donc

potentiellement leur impact dans I'effet GvL.

L'incompatibilité HLA entre le donneur et le recewen’est pas forcément

nécessaire pour obtenir une alloréactivité NK ezffgrde CSH. Plusieurs études montrent

en effet qu’un effet bénéfique est possible mémes da cadre de greffes de CSH HLA-
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compatibles ou les donneurs possedent des KIRiiahis pour lesquels aussi bien le
donneur que le receveur ne possedent pas les dighisdiet al. 2005; Clauserret al.2007;
Miller et al.2007; Sobeckst al. 2007). Par exemple, pour une étude de 178 patiemts
ont recu des greffons HLA-identiques et déplétél/mphocytes T, prés de deux tiers des
receveurs n‘avaient pas un ou plus des ligands deAlasse | correspondant aux KIR
inhibiteurs du donneur. La comparaison de la suetide la rechute entre les receveurs
avec ou sans les ligands pour les KIR inhibitewrslonneur a réveélé que les receveurs ne
possédant pas les ligands KIR présentaient un deurechute plus faible et donc une
survie plus importante. De plus, les receveursidl qmanquait plus d’'un ligand pour les
KIR inhibiteurs du donneur présentaient une maeaidegaurvie que ceux a qui il n’en
manque qu’un seul, ce qui souligne un effet-dosi@t al. 2005). Il semble donc dans ce
cas que l'alloréactivité observée ne passe paseparellules NK KIR éduquées puisque
donneurs et receveurs sont HLA-identiques. Les eorsnne possedent pas non plus les
ligands HLA des KIR inhibiteurs et les cellules MR " correspondantes ne peuvent donc

pas étre éduqueées.

Enfin, d’autres études de leffet du « soi manquardnt donné des résultats
variables, ce qui semble indiquer que I'impact dsokmanquant » sur le résultat des
greffes de CSH est significatif seulement pouraiees catégories de maladies et apres
certains traitements, en particulier la déplétims dymphocytes T. Mieux comprendre
I'impact des interactions des récepteurs NK avacslégands sur la fonction des cellules
NK devrait donc permettre de déterminer les méoagssmoléculaires a I'origine de ces
observations cliniques. En paralléle, les étudemegant de corréler I'immunogénétique
NK avec le résultat des greffes permettent d’étatidis modéles sur la fonction des

récepteurs NK, y compris les activateurs dont kecfion et les ligands restent peu connus.
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V.7. Impact des genes KIR activateurs sur la greffde CSH

Des études ont montré une corrélation entre le tgproKIR du donneur et le
résultat des greffes de CSH. Par exemple, sur wm®rie de 65 greffes de CSH
compatibles au niveau du HLA, les patients dontdesneurs possedent les genes des
récepteurs activateurs KIR2DS1 et KIR2DS2 préséentee diminution de la rechute
(Verheydenet al. 2005). De plus, différents groupes ont décrit wiminution de la
réactivation a CMV en présence de genes KIR aetivatchez le donneur (Codalt al.
2006). Une autre étude a au contraire montré uradmpélétere de la présence du
KIR2DS2 chez le donneur lors de greffes HLA idemtis| apparentées (Coekal. 2004).
Il a été observé également qu'un nombre importanKtR activateurs chez le donneur
augmentait la prévalence de la GvHD aigue (Bislaral. 2004). D’autres études ont
eégalement identifié des combinaisons particuligiesécepteurs KIR activateurs avec des

KIR inhibiteurs ayant un impact sur la GvHD, lahrate et la survie.

Si des études supplémentaires, multicentriques graidde échelle, sont toujours
nécessaires pour confirmer les conditions idéabes pxploiter I'alloréactivité potentielle
des cellules NK, ces résultats donnent d’ores jatdies informations tres importantes pour
I'étude, en laboratoire, du réle de 'immunité iergans la greffe de CSH. L’identification
des ligands des KIR activateurs et I'étude de lactpde ces récepteurs sur les fonctions
des cellules NK devraient permettre dans un preteieps de clarifier les mécanismes
expliquant ces études génétiques. En effet, caegtgénétiques KIR et HLA montrent de
nombreuses contradictions (Bignon and Gagne 2Q0alNoréactivité NK KIR ne peut
donc pas étre étudiée seulement via des approaimasiiogénétiques, mais doit aussi
I'étre sous un angle cellulaire et fonctionnelsédra ainsi nécessaire de prendre en compte

les mécanismes d’éducation et de tolérance, mailer@dgnt les notions de soi manquant
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pour les KIR inhibiteurs du donneur et de HLA a#agjue du receveur pour les KIR

activateurs du donneuir.

VI. Rble des cellules NK dans le contrble des infeéons

Le réle important des cellules NK dans le contrdés infections virales a été
largement étudié chez la souris. Plusieurs étulte,certaines chez I'Homme, ont montré
que les cellules NK sont activées et proliferenfalgn significative aprés une infection
virale (Biron 1997; Bironet al. 1999), et ce avant le développement d’'une réponse
immunitaire adaptative spécifique d’'un antigéne peimettra le contréle du virus. Les
cellules NK utilisent plusieurs types de réceptepasmi ceux décrits précédemment
(partie 1) pour détecter les cellules infectées gas virus. De plus, le récepteur CD16
permet aux cellules NK de reconnaitre et d’élimilesr cellules opsonisées via 'ADCC
(partie 1.6). Les mécanismes antiviraux utilisés leg cellules NK sont la sécrétion de
cytokines antivirales, I'exocytose de granules lgyigues contenant des perforines et des
granzymes, I'induction de I'apoptose par le ligaledFas, 'ADCC et I'interaction avec les

cellules dendritiques.

Le rbéle déterminant des cellules NK dans la répamseunitaire contre les virus
chez 'Homme a été montré initialement lors deudie du cas d’'un patient présentant un
déficit total de cellules NK et qui a subi de nosses infections virales successives, dont
la varicelle, une pneumonie due au cytomégalowétusne infection cutanée due a 'HSV
(Biron et al. 1989). Le patient avait des lymphocytes T et Bnmarx, ainsi que des
neutrophiles, ce qui démontrait le réle des cellUNK dans le contréle des infections
virales dues aux herpesvirus chez 'Homme. Desedtuatiditionnelles ont par la suite

établi des liens entre la maladie génétique de Wttigkidrich, a I'origine de fonctions NK
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déficientes, et la susceptibilité aux infectionshds (Oranget al.2004). Enfin, le rble des

cellules NK dans le controle des infections viradss confirmé par le fait que certains
virus ont développé des mécanismes élaborés pbapper a la réponse NK, comme la
suppression des molécules de stress qui serveigaels aux récepteurs activateurs des
cellules NK a la surface des cellules infectéed;expression de molécules qui servent de

ligands pour les récepteurs inhibiteurs des celIMK.

VI.1. Récepteurs KIR et infections virales

L’'impact de certains génotypes KIR et HLA sur lagnession des maladies virales
ainsi que sur la résistance aux infections virategté mis en évidence dans certaines
études geéeneétiques. De facon générale, les génotypesonduisent théoriguement a une
inhibition plus faible et une activation plus fodemblent jouer un réle bénéfique dans
certaines infections virales comme le VIH ou I'hiégeaC, alors que des génotypes
activateurs semblent constituer un risque de stibdép aux maladies autoimmunes et a

certains cancers.

Vi.1.a. Virus de 'hépatite C (VHC)

L’interaction KIR2DL1/C2 semble étre plus forte gbvoque une inhibition plus
importante que l'interaction KIR2DL3/C1. Pourtaotest la présence du KIR2DL3 qui
semble protectrice dans le contexte de I'infecpanle virus de I'hnépatite C (Romeebal.
2008). De plus, chez les individus infectés par faifde quantité de virus, la combinaison
KIR2DL3/HLA-C1, qui résulte pourtant en un faiblégsal d’inhibition (et donc un
potentiel cytotoxique plus bas), est favorable & w@imination spontanée du virus
(Khakoo et al. 2004). D’autre part, la combinaisdGiR3DS1/Bw4*80lest protectrice

contre le développement de carcinomes hépatodedisia@hez les patients infectés par
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I'hépatite C (Lopez-Vazqueet al. 2005). Ces résultats ont été obtenus a partiudiest
génetiques et leurs répercussions phénotypiquiemetionnelles ne sont pas connues car

le VHC est difficile a étudiein vitro.

VI.1.b. Virus de la grippe

En utilisant un modéle vitro d’infection par le virus de la grippe, il a égaksm
eté montré que linteraction KIR2DL3/HLA-C1 conféran seuil d'activation plus bas
que linteraction KIR2DL1/HLA-C2 (Ahlenstiett al. 2008). Les cellules NK d’individus
KIR2DL3/HLA-C1 sécretent plus d’'IFN- et présentent une plus forte dégranulation
aussitot apres l'infection que les cellules NK dindus KIR2DL1/HLA-C2 Ces résultats
démontrent un niveau d’inhibition différent entrescdeux combinaisons KIR/HLA et
confirment I'importance de cette différence lorsl@eéponse immunitaire & une infection
virale. De plus, certains NCRs reconnaissent lesalgglutinines virales exprimées a la
surface des cellules infectées par différents \deita grippe, comme NKp44 (Arnat al.
2001; Hoet al.2008) et NKp46 (Mandelboirat al. 2001; Arnonet al.2004; Draghiet al.

2007).

VI.1.c. Herpésvirus

Comme cela a été évoqué précédemment, les calilesont importantes dans les
infections par les herpésvirus puisque les indwidiéficients en cellules NK y sont
particulierement sensibles (Birogt al. 1989). L'un de ces virus, le cytomégalovirus
(CMV) a développé des mécanismes d'échappemenysaénse immunitaire. Le génome
du CMV code par exemple pour plusieurs protéinadrdarférent avec I'expression des
molécules HLA de classe | (Liet al.2007), ce qui empéche la présentation antigératjue

protége les cellules infectées des lymphocytes @isngui les rend par contre plus
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sensibles a la lyse NK. Des mécanismes d’échappeimienlyse NK ont donc été mis en
place par le CMV comme la protéine virale UL40 dest issu un peptide identique au
peptide signal des molécules HLA de classe | epqut ainsi se lier a HLA-BJ)|brecht et

al. 2000). L’expression du HLA-E est donc stabilisda aurface des cellules infectées, ce
qui permet de réguler négativement la cytotoxides cellules NK via le récepteur
inhibiteur CD94/NKG2A (Wanget al. 2002). La protéine virale UL18 interagit quant a
elle avec directement avec le récepteur inhibitelir2 (Cosmanet al. 1997) et protege
ainsi les cellules infectées. Il a également ététmoque le CMV empéchait I'expression
des ligands du récepteur activateur NKG2D a laaserides cellules infectées (Lodasn
al. 2003). Enfin, pp65, la principale protéine du t@gnt du CMV, est capable d’interagir
directement avec le NKp30, ce qui provoque la disgimn du complexe formé par ce
NCR et la protéine adaptatrice CID3éduisant ainsi la capacité cytotoxique des fdlu

NK (Arnon et al.2005).

Chez la souris, les ligands de certains réceptaativateurs exprimés par les
cellules NK ne sont pas non plus des protéinesoidluGest le cas d'un membre de la
famille des Ly49, les homologues murins des KIRLYyd49H. Ce récepteur activateur est
responsable de la résistance au CMV murin (Bretval. 2001; Danielst al. 2001; Sjolin
et al. 2002; Leeet al. 2003). Le Ly49H ne se lie a aucune molécule H-&smai a une
affinité tres forte pour la protéine virale m15®ée par le mCMV et exprimée a la surface
des cellules infectées par le virus (Arateal. 2002; Smithet al. 2002). Il semble que le
Ly49H dérive par conversion génétique d’'un réceapiiguibiteur comme Ly49l, auquel le
mCMV s’était adapté grace a la protéine m157. Tomme les Ly49, les KIR ont évolué
rapidement et ces mécanismes de conversion d’'@pteéar inhibiteur vers un activateur

sont envisageables également pour des récepteursprégentent des séquences
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homologues au niveau de leurs domaines extracedslaomme KIR2DL1 et KIR2DS1,

KIR2DL2 et KIR2DS2 ou KIR3DL1 et KIR3DS1.

Ces données ont donc conduit a étudier le rble KI&s dans le contrdle de
l'infection a CMV. L’étude du cas d'un enfant imnadéficient infecté de fagon
récurrente par le CMV a montré que toutes seslesliNK exprimaient du KIR2DL1 et
que cet enfant possédait le ligand du KIR2DL1, HCA-(Gazitet al. 2004). Il est donc
possible que la tres forte interaction entre KIR20dt HLA-C2 empéche l'activation des
cellules NK et donc l'initiation d’'une réponse potrice contre le CMV. De plus, le réle
des récepteurs KIR dans la protection contre litibm a CMV a été confirmé dans une
étude geénétique qui montre que la présence dess ¢gdRe activateurs protege de la
réactivation a CMV en greffe (Cheat al. 2006; Cook et al. 2006). Dans le contexte de la
greffe, un fort potentiel d’activation des celluld& via les KIR activateurs semble donc
étre protecteur contre I'infection a CMV, alors ifjpeut étre au contraire problématique
chez les patients immunodéprimés. La présence thResabtivateurs est en effet délétere
chez ces patients puisqu’elle semble prédisposeta aréactivation d’infections

opportunistes quiescentes associées aux herpegviioset al.2007).

Un nombre important de gen&3dR activateurs a également été associé avec les
carcinomes nasopharyngés, un cancer associé ectiofi par I'EBV (Butsch Kovaciet
al. 2005). De plus, l'interaction entre certains KiRes molécules HLA est stabilisée par
la présentation de certains peptides viraux iseggpdotéines codées par le virus de 'EBV.
C’est le cas de KIR3DL2 dont l'interaction avec $igands HLA-A3 et HLA-A11l est
dépendante d’'un peptide EBV (Hansasetal. 2004). Le rOle de cette interaction n’est

toujours pas connu mais pourrait étre impliqué dathappement de 'EBV a la réponse
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immunitaire puisqu’il s’agit d’'un KIR inhibiteur. @nme il a récemment été montré que le
KIR2DS4 partageait les molécules HLA-A11 commenidgavec KIR3DL2 (Graeét al.
2009), il est envisageable qu'un peptide viral ifits aussi l'interaction avec ce KIR

activateur qui pourrait ainsi jouer un réle dansdatrble de cette infection.

VI.1.d.VIH

Pour l'infection par le VIH, la possibilité d'uniédes cellules NK a été envisagée
suite aux études de population qui ont mis en é@aelain impact du polymorphisme des
récepteurs KIR et de leurs ligands HLA sur la pesgion de la maladie (Martiet al.
2002; Alter et al. 2007; Bouletet al. 2008; Longet al. 2008), en particulier les
combinaisons entr&IR3DL1 ou KIR3DS1et HLA-Bw4 (Carringtonet al. 2008). Cette
infection est un bon exemple d'une adaptation dwsvipour échapper a la réponse
immunitaire, ce qui tend a démontrer une actionvaate des cellules NK. En effet, afin
d’échapper a la réponse immunitaire adaptativelesalymphocytes T, le VIH diminue
I'expression des molécules HLA-A et HLA-B a la sao# des cellules infectées (Colliets
al. 1998). Cette diminution de I'expression des mdeEstHLA de classe | pourrait rendre
ces cellules infectées plus vulnérables a la lylseadause de I'absence d’engagement des
récepteurs inhibiteurs. Ce n’est pas le cas puisgudH a évolué afin de maintenir ou
d’augmenter I'expression des molécules HLA-C (Cobkeml. 1999), principaux ligands
des KIR inhibiteurs, ainsi que du HLA-E (Nattermagtnal. 2005), ligand de I'inhibiteur
CD94/NKG2A. Le VIH est donc capable d’échapper eelzonnaissance aussi bien par les
lymphocytes T CD8que par les cellules NK, méme si certains alléles-C hautement
exprimés semblent au contraire favoriser une pssigpa plus lente du virus et une charge

virale plus basse (Thomas al.2009).
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De plus, il est possible que certains peptidessisis protéines du VIH soient
chargeés par les molécules HLA de classe | exprimékessurface des cellules infectées.
Ces peptides pourraient moduler I'interaction ehégemolécules HLA de classe | et les
KIR inhibiteurs ou activateurs. En effet, plusiegtades ont montré que l'interaction entre
les récepteurs KIR et certaines molécules HLA dss# | pouvait étre plus ou moins forte
selon les peptides présentés (Malmtal. 1995; Peruzzet al. 1996; Mandelboinet al.
1997; Rajagopalan and Long 1997; Hansasuta e0@l)2en particulier pour le KIR3DL1
(Peruzziet al. 1996; Thananchaat al. 2007). Le peptide chargé par les molécules HLA de
classe | peut donc avoir un impact sur leur intésacavec les récepteurs KIR inhibiteurs,
et aussi potentiellement activateurs, ce qui pawuriser ou non la lyse des cellules cibles.
Tout ceci résulte en une pression de sélectionleswirus au niveau de résidus bien
spécifiques afin d’échapper a la réponse NK, masgsiaen une évolution des récepteurs
KIR dépendante du virus. L’étude des mécanismesette coévolution fournit ainsi des
informations sur le role important que semblengjoles cellules NK dans le contrble de

I'infection par le VIH.

VI.2. Récepteurs KIR et infections bactériennes oparasitaires

Dans une cohorte mexicaine de patients atteinia deberculose, des fréquences
plus importantes des gen&$R2DL1 (100% vs. 92%) etKIR2DL3 (100% vs. 88%), et
moins importante pour I&IR2DS2 associé auCl (30% vs. 49%), ont été observées
lorsqu’elle était comparée a une population coat{®lendezet al. 2006). Malgré cela,
aprés une analyse multivariée, seule la fréquenc&IB2DL3 reste significativement
différente. Il nécessaire d’approfondir ces étudss particulier au niveau phénotypique,

pour comprendre les implications de tels résuitatsvo.
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Dans le contexte de la malaria, le role des calN& et de leurs récepteurs est
encore tres peu connu, méme s’il est établi qeedlent une des principales sources de
'IFN-y sécrété aussitot apres linfection par le paraaitéorigine de cette maladie
(Roetyncket al. 2006). Une protéine codée par ce parasite dimémsaite la production
d’'IFN-y et la cytotoxicité des cellules NK, méme si lesdés sur la réponse NK a la
malaria restent contradictoires (Hanssnal. 2007). Malgré cela, la présence de l'allele
KIR3DL2*002 semble étre corrélée avec une plus forte produatitFN-y suite a la
stimulation par des globules rouges infectés papdeasite (Artavanis-Tsakonag al.
2003), ce qui est curieux puisque les globules @sugexpriment pas de molécules HLA
ni de molécules de stress a leur surface. Puisguid des cellules NK dans le contréle de
cette infection est acquis, il est possible querdegpteurs des cellules NK reconnaissent
de nouveaux ligands. Ces ligands pourraient étde<@ar le génome du parasite et
exprimés au niveau de la membrane érythrocytaiemgienet al. 2007), régulant ainsi les

différentes réponses NK.

VII. Cellules NK et autoimmunité

Les associations génétiques entre les récepteurs ella prédisposition aux
maladies auto-immunes suggerent une implicatioreanajdes récepteurs KIR activateurs
(Flodstrom-Tullberget al. 2009). En effet, la fréquence d&$R activateurs dans une
population est corrélée négativement a la préseéadeurs ligands potentiels (Abi-Rached
and Parham 2005). Ces données suggerent une fedsign de sélection pouvant étre
exercée par les maladies auto-immunes afin de eminine faible fréquence d’individus
possédant a la fois des récepteurs KIR activateures ligands correspondants. Ces

mécanismes génétiques sont en accord au niveauiolmmel avec le mécanisme
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d’éducation permettant aux cellules NK d’étre tafées via certains récepteurs activateurs

dont les ligands sont exprimés par des cellulegesai

Certaines maladies auto-immunes qui impliquentdigsmages vasculaires et une
inflammation des vaisseaux sanguins (vascularibt)été associées au niveau géeneétique
avec leKIR2DS2 C’est le cas des patients atteints d’arthritenthtoide et présentant une
vascularite chez lesquels a été observée une fiéquaus importante d¥IR2DS2que
chez les patients sains ou atteints d’arthrite @ioide mais sans vascularite (Yehal.
2001). Ceci peut s’expliquer au niveau cellulaiae fa présence de lymphocytes T CD4
qui expriment du KIR2DS2, mais pas de KIR2DL2, et spnt autoréactifs vis-a-vis des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (Kewmazeet al. 2000). De plus, la
frequence duHLA-Cw3 (un allele du groupe C1, potentiel ligand du KIREA) est
eégalement augmentée chez les sujets atteints delaate (Yenet al. 2001). Il est donc
possible que le KIR2DS2 reconnaisse un complexe Hw8-peptide généré dans le
contexte de l'arthrite rhumatoide. Des lymphocyfe€D4" exprimant du KIR2DS2 sont
eégalement retrouves dans les plaques d’athéroseléoos des syndromes coronaires aigus
(Nakajima et al. 2003). Des associations géenétiques entre les gefieset d’autres
manifestations cliniques de Il'arthrite rhumatoide également été mises en évidence.
Celles-ci concernerKIR2DL3 qui est présent principalement chez les patieni®nt pu
étre dépistés toKIR2DS1et KIR3DS1dont la fréquence est plus élevée chez les patient
atteint d’érosion osseuse,KiR2DL2/S2dont la fréquence est augmentée chez les patients
atteints d’affections ne touchant pas les artioohest (Majorczyk et al. 2007). Enfin,
malgré un trés fort déséquilibre de liaison enge deux geénes, la fréquenceKIR2DS2
observée en absence KER2DL2 est augmentée chez les patients atteints de delénge

(Momotet al.2004).
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La maladie de Crohn, caractérisée par une inflamoma&hronique de I'ensemble
du tube digestif, est une autre maladie auto-imnguiex été associée aux gemdR. Il a
en effet été montré que la présence des gelRaDL2 et KIR2DS2en absence du ligand
C1 était protectrice pour cette maladie, alors tpge individus possédant les génes
KIR2DL2 et KIR2DS2en présence du ligand C1 présentait une prédigposi la maladie
de Crohn (Hollenbachkt al.2009). Ceci suggere que I'activation causée Fatgon entre
KIR2DS2 et son ligand potentiel C1 pourrait enteiice type de maladie auto-immune via

certains effecteurs cellulaires n’'exprimant pashibiteur KIR2DL2.

Le psoriasis a quant a lui été associée avec ldstyppsKIR B (Suzukiet al.2004)
et avec leKIR2DS1seul (Luszczelet al. 2004) ou en combinaison aveit A-Cwg un
allele du groupe C2 et ligand du KIR2DS1 (Hoéhal. 2005). De plus, la combinaison
entre les génotypdsIR2D et HLA-C semble avoir une influence sur la prédisposition a
psoriasis. Ainsi, les patients avec des génotypescgnferent la plus forte activation
(KIR2DS1ou KIR2DS2 homozygotes poudLA-C2 ou —C1) risquent plus d’étre atteints
d’un psoriasis alors que les génotypes qui confarea inhibition maximum (absence du
KIR2DS1et duKIR2DS2et présence des deux ligands inhibitddtsA-C1 et —C2) sont

protecteurs (Nelsoat al. 2004).

Les géenesKIR activateurs ont également été associés avec e&utraladies
inflammatoires comme I'endométriose (Kitawaki al. 2007), la choriorétinopathie
(Levinsonet al. 2008), la bronchectasie idiopathique (Boyttnal. 2006), la cholangite
sclérosante primitive (Karlseet al. 2007) et les diabetes sucrés de type | (van diereSl

al. 2003; Middletonet al. 2006). Cette liste devrait continuer d'augmenterfar et a
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mesure des études cliniques a venir. Malgré celane pour toutes les études génétiques,
il est nécessaire de mettre en évidence au niveactidbnnel une interaction entre les
récepteurs KIR activateurs et leurs ligands poténtafin de comprendre comment ces

associations peuvent étre a l'origine de prédisioos aux maladies auto-immunes.

VIII. Cellules NK et cancers

La perte de I'expression des molécules HLA de eldss la surface de la plupart
des cellules tumorales suggéere un réle des celNikeslans I'élimination de ces cellules
anormales. En effet, cette diminution d’expressien ligands des KIR va conduire a une
absence d’inhibition via les KIR qui résulte en upee des cellules tumorales selon le
mécanisme du soi manquant. Un haut niveau d’inbibipar les récepteurs KIR peut
toutefois faciliter I'échappement tumoral, commdaca été montré pour les patients
atteints de mélanome chez qui la combinaison deesyelR2DL2/3 et HLA-C1 est
retrouvée plus frequemment que dans une populatiatrole (Naumovat al. 2005). De
méme, la combinaisokIR3DL1/Bw4*80lest retrouvée de facon plus importante chez des
patients présentant un mélanome métastatique (Nauetoal. 2007). La frequence des
individus possédant les 3 genes inhibiteiR2DL1, KIR2DL2 et KIR2DL3 est plus
importante chez les patients atteints de leucéquesdans une population controle (51%
vs. 31%, Verheyderet al. 2004), et il a été suggéré que ces récepteursilmomient a
I'absence de réponse antitumorale dans le cadoaminome rénal (Gagt al. 2004). Les
geneKIR2DL5AetKIR2DL5Bsont quant a eux plus fréquents chez les patatemts de
syndrome lymphoprolifératif a lymphocytes granulede type NK (Scquizzat@t al.

2007).
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Les KIR activateurs semblent également avoir unachsur I'élimination des
cellules tumorales. En effet, les récepteurs ativaKIR2DS1et KIR3DS1sont associés
a une protection contre le lymphome de HodgkinssgBe et al. 2007). Un réle du
KIR2DS4 a été envisagé egalement pour le mélanarsgye ce récepteur activateur se
lie & des ligands non-HLA exprimés a la surfacéigieées cellulaires de mélanomes (Katz
et al. 2004), mais il n’y a pas de différence significatde frequence du gedR2DS4

entre les populations de patients et contréle (Nauarat al. 2005).

Les KIR peuvent avoir des effets opposés sur legetus selon le rble joué par
l'inflammation dans I'origine de la maladie. Enetffsi les génotypdasIR/HLA inhibiteurs
décrits precédemment prédisposent a certains capoar lesquels I'inflammation n’a pas
d’influence, ce n’est pas le cas des néoplasiesoades (cancer du col de l'utérus) contre
lesquelles des génotypkK$R/HLA fortement inhibiteurs (présence du KIR inhibitetide
son ligand) sont protecteurs (Carringtetral. 2005). En effet, une trop forte activation des
cellules NK dans ce contexte peut contribuer atahdinflammation chronique favorable
a la carcinogenese. D’autres cancers sont égalesnasécutifs a un état d’'inflammation,
comme les cancers de l'estomac et du colon ou bieore les hépatocarcinomes.
Certaines tumeurs, comme les mélanomes, parviermn@&chapper a la réponse NK en
diminuant I'expression de récepteurs activateurarne NKp30, NKp44 ou DNAM-1 et

en inhibant la formation des granules cytotoxigiBedsamoet al.2009).

Enfin, une expression anormale des récepteurs K& aetrouvée dans certaines
maladies malignes. C’est le cas par exemple du RIR3 dont I'expression a été observée
sur des lymphocytes T phénotypiquement anormaipatients atteints par le syndrome de

Sézary (Poszepczynska-Guigekeal. 2004; Ortonneet al. 2006). Le syndrome de Sézary
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est un lymphome malin affectant des lymphocytes uf pyoliferent au niveau de

I'épiderme et provoquent des lésions cutanées. IRSBIL2 est ainsi considéré comme un
marqueur de diagnostic de cette maladie (Badtlat. 2008). Dans les échantillons de peau
lésée, les transcrits KIR3DL2 sont surexprimés wemgent chez des patients atteints du

syndrome de Sézary (Ortonetal.2008).

Des récepteurs KIR inhibiteurs sont également exgsidans certaines populations
de lymphocytes T leucémiques (Moriee al. 2003). Dans ce contexte, la sévérité de la
maladie est d’ailleurs corrélée a I'absence deantig HLA correspondant aux KIR
exprimés (Nowakowskiet al. 2005). Les récepteurs KIR sont aussi exprimés|esir
cellules NK leucémiques (Morice et al. 2003), le&cepteurs KIR activateurs étant

prédominants (Zambellet al.2003).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE
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La plupart des modeles d’étude du role des réceptelR en greffe de CSH ont
été générés a partir de données génétiques daainesrsont parfois contradictoires. Les
données citées préecédemment montrent I'importagsecéllules NK en greffe de CSH et
I'impact probable des cellules NK KIR sur la rétessie la greffe, en particulier dans un
contexte d’incompatibilités KIR ou HLA en termeslamnds KIR. Il est donc nécessaire a
présent d’obtenir des données fonctionnelles afircldrifier I'impact des récepteurs KIR
sur la greffe de CSH et les maladies évoquées qeéudent. Les informations
contradictoires apportées sur le role des g&iRsactivateurs dans la greffe de CSG, les
maladies auto-immunes ou la protection contre icer$ainfections soulignent la nécessité
de mieux comprendre leur fonctionnement. La spat#fiet I'affinité des récepteurs KIR
activateurs pour leurs ligands doivent étre carmsé®, ainsi que leur impact sur les
fonctions des cellules NK qui les expriment. Cesnroies augmenteront notre
compréhension du role de ces récepteurs dans leslis&humaines et rendront possible

d’éventuelles applications cliniques.

Au laboratoire, les récepteurs KIR ont été étudigmrtir de 2002, tout d’abord au
niveau génétique dans le contexte de la greffe 8l Grace a une collaboration entre le
service d’hématologie du CHU de Nantes et le laioead’histocompatibilité de 'EFS. A
Nantes, les greffes non apparentées sont réaliséesecherchant un donneur HLA-
compatible afin de limiter la réponse T allogéniquee incompatibilité KIR reste donc
néanmoins possible, pouvant entrainer une poténtaloréactivité NK. C’est dans ce
contexte qu’un impact sur le résultat de la gréfisque de GvHD) des incompatibilités
KIR, en particulier des KIR activateurs, a pu &émontré (Gagnet al. 2002). Toutefois,
le caractére multiparamétrique des greffes de CS8idl nécessaire la mise en place de

modélesin vitro afin de comprendre le rble de ces incompatibilkéR. C’est pourquoi
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I'étape suivante au sein du laboratoire a été held@pement d’approches cellulaires
permettant I'étude phénotypique et fonctionnells décepteurs KIR, en particulier les

activateurs, exprimés par les cellules NK.

La situation du laboratoire au sein de I'EtablissemFrancais du Sang permet
d’avoir acces a de nombreux prélevements sangussiss id’'individus présentant des
génotypes KIR et HLA variés. Malgré cela, les autdommerciaux a disposition a
I'époque ne permettaient pas de distinguer les hmgmes inhibiteurs et activateurs des
KIR. Le premier projet auquel jai participé a dononsisté a générer des anticorps
spécifiques des récepteurs KIR permettant de clbkercellules NK exprimant des KIR
activateurs, puis a caractériser ces anticorpadenffine. Une fois ces outils obtenus, le
deuxiéme projet consistait a étudier les fonctides cellules NK KIR2DS1issus du
panel de donneurs génotypés KIR et HLA de notreelpau regard de I'environnement
HLA allogénique et autologue. Des expériences dgrasilation et de production de
cytokines, mais aussi de prolifération grace a wddte in vitro d’amplification des
cellules NK, ont donc été menées en ciblant direetd ces cellules grace aux anticorps
produits et caractérisés au laboratoire, afin destater I'impact de la présence ou non du
ligand HLA aussi bien chez I'individu que sur lelales cibles. Les résultats découlant de
cette deuxieme étude démontrant un impact a ladi&nvironnement HLA autologue et
allogénique sur les fonctions de ces cellules NRXKDST, un troiséme projet a été mis en
place afin d'éteindre I'expression du KIR2DS1 paRM interférence, de maniere a

disposer d’un outil supplémentaire pour en étuidiéonction.

Au cours du quatrieme projet, nous avons étudi@utne récepteur activateur, le

KIR3DS1, dont le réle important dans les infectionsales et la greffe de CSH a été
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démontré au niveau génétique. Le ligand de ce tégem’étant pas encore connu, les
fonctions de cytotoxicité et de prolifération desllWes NK KIR3DST au regard de
I'environnement HLA allogénique ont été étudiéesutitisant les cellules NK KIR3DL?

dont la fonctionnalité est bien caractérisée, comargrole.

Les résultats obtenus permettent de mieux compeecmimment fonctionnent ces
deux KIR activateurs et de participer a I'établissat des régles de l'alloréactivité NK
impliquant ces récepteurs. En corrélant ces donfoéesionnelles avec les données issues
des études dimmunogéenétique, il est envisageablerme de définir des criteres
permettant de sélectionner un donneur de CSH idéak’appuyant également sur le
génotype KIR. Les études fonctionnelles doiventefiet permettre de confirmer les
incompatibilités KIR ou HLA en terme de ligand KiRi semblent étre bénéfiques pour le

devenir de la greffe.
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RESULTATS

PROJET N°1 : CARACTERISATION DES ANTICORPS ANTI-KIR

Caractérisation de nouveaux anticorps monoclonaaxkmegttant de discriminer les
populations de cellules NK exprimant les principatécepteurs KIR inhibiteurs et

activateurs

« Discrimination between the main activating ankiibitory killer cell immunoglobulin-

like receptor positive natural killer cell subsetsing newly characterized monoclonal

antibodies »

Gaélle David, Maelig Morvan, Katia Gagne, Nolwenargudou, Catherine Willem, Anne

Devys, Marc Bonneville, Gilles Folléa, Jean-Denigr®dn et Christelle Retiére

Immunology (2009), 128 : 172-184
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La principale difficulté dans I'étude phénotypigeefonctionnelle des populations
NK exprimant a leur surface des récepteurs KIR ifinpées des molécules HLA de classe
| du groupe Cw réside dans I'absence d’anticorgmlsies de discriminer les récepteurs
KIR activateurs des inhibiteurs. En effet, les emjds commerciaux spécifiques des
récepteurs KIR disponibles sur le marché reconeaisaussi bien la forme activatrice que
la forme inhibitrice. C’est le cas de l'anticorpssui du clone EB6, qui reconnait le
récepteur inhibiteur KIR2DL1 (CD158a) et le réceptactivateur KIR2DS1 (CD158h).
L’anticorps issu du clone GL183 est quant a luicHmue des récepteurs inhibiteurs
KIR2DL2 (CD158bl1) et KIR2DL3 (CD158b2) et du réommt activateur KIR2DS2
(CD158j). Dans un cas comme dans l'autre, 'lhomielaty domaine extracellulaire est
tellement importante entre la forme inhibitrice l@tforme activatrice qu’il est difficile

d’obtenir un anticorps qui soit spécifique de I'uess deux uniguement.

C’est pourguoi, avant mon arrivée au laboratoihesipurs anticorps monoclonaux
spécifiques des récepteurs KIR ont été produiisn@munisant des souris avec une protéine
soluble KIR2DS2 (fournie par le laboratoire d’Exorier, Marseille). Parmi les nombreux
clones ainsi obtenus, trois anticorps d’intérét été caractérisés grace a des lignées
cellulaires BW (obtenues a partir d'un lymphomethdymus chez la souris) transfectées
afin d’exprimer un seul KIR (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR&E3, KIR2DS4, KIR2DL1,
KIRDL3 ou KIR3DS1) puis grace a des PBMC (cellulegléées du sang périphérique)
issues de donneurs dont le génotype KIR est cddanticorps monoclonal issu du clone
8C11, d'isotype IgG1, reconnait ainsi les récemdCiR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3 et
KIR2DS2 ; l'anticorps monoclonal issu du clone 1FtAsotype 1gG2, reconnait les
récepteurs KIR2DL3 et KIR2DS2 ; et I'anticorps molomal issu du clone 1A6, d’isotype

lgG1, reconnait les récepteurs KIR2DL1, KIR2DS1RRDL2, KIR2DL3 et KIR2DS2.
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Ces anticorps se révelent tres intéressants cgnéoa des fluorochromes et utilisés en
association avec les anticorps commerciaux déprnécédemment, ils permettent de
discriminer certaines populations NK KIR par cytdrigéen flux Tableau ). C’est le cas
en particulier des cellules NK KIR2DS1qui peuvent étre ciblées en utilisant la
combinaison 8C11/EB6. Cette population 8C1EB6 exprime donc le récepteur
activateur KIR2DS1 a sa surface, et de plus, adesrautres récepteurs KIR reconnaissant
les molécules HLA de classe | du groupe Cw (KIR2DKIR2DL2, KIR2DL3 et
KIR2DS2). Dans le méme ordre d’'idée, l'utilisatimombinée des anticorps 8C11 et
GL183 permet d’identifier la population NK KIR2DEIqui est 8C11, GL183. Enfin,
I'association des anticorps 1F12 et GL183 est @gahd intéressante puisqu’elle met en
évidence les cellules NK KIR2DLyui sont 1F12 GL183". De plus, chez les donneurs
qui possedent les genes KIR2DL2 et KIR2DS2 maislgaene KIR2DL3, la population
1F12, GL183 correspond donc aux cellules NK qui exprimentdeepteur activateur

KIR2DS2.

Ces combinaisons d’anticorps ont ensuite été laggentilisées afin d’établir le
phénotype KIR des cellules NK présentes dans ldd®Bsues du panel de donneurs de
sang volontaires disponible au laboratoire. LegUedices des différentes populations
ciblées grace aux combinaisons d’anticorps ontébtéparées selon les génotypes KIR et
HLA. Chez les donneurs possédant le gene KIR2DdZrésence du ligand C1 n'a pas
d'influence sur la fréquence des cellules NK KIRZDIKIR2DL3/S2 (1F1Z GL183),
qui est similaire chez les individus C1C1, C1CZ2C2. Au contraire, la fréquence des
cellules NK KIR2DLZ KIR2DL3/SZ (1F1Z GL183) est significativement plus
importante chez les individus KIR2DL3jue chez les individus KIR2DL3 Cette

différence peut s’expliquer par le fait que lesividlis KIR2DL3 possedent deux copies
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GL183 | EB6

KIR2DL1

KIR2DS1

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DS2

Tableau |.Spécificités des anticorps anti-KIR produits etacaérisés au laboratoire (8C11,

1A6 et 1F12) et des anticorps commerciaux (GL183B8)



du géne KIR2DL2 alors que les individus KIR2DLB'en possédent qu’une. En effet,

KIR2DL2 et KIR2DL3 sont des alleles du méme gene.

Aucune différence signficative de fréquence de ubedl NK KIR2DS1
KIR2DL1/2/3/S2 (8C11 EB6') n’a été observée en comparant les individus CTaG2
et C2C2, méme si cette frequence semble plus éttavé® le dernier groupe. En paralléle,
la fréquence des cellules KIR2DLKIR2DL2/3/S2 (8C1T GL183) a été comparée entre
les individus KIR2DS1 et KIR2DS1 et aucune différence significative n’a été observé
En prenant en compte le typage HLA, une fréqueras pnportante de cellules NK
KIR2DL1" KIR2DL2/3/S2 (8C1T GL183) a été observée chez les individus C2C2 par
rapport aux individus C1C2, méme si cette difféeemmst difficile a expliquer. Il est
intéressant de noter que la fréquence des celNke&IR2DL1" KIR2DL2/3/S2 (8C1T
GL183) est plus importante chez les individus KIR2DSjue chez les individus

KIR2DS1', mais uniquement pour les individus C1C2.

Ces anticorps nous ont également permis de détedesous-populations NK KIR
sur d’autres populations lymphocytaires. AinsiKiR2DL2, le KIR2DL1 et le KIR2DS1
sont bien exprimés sur les cellules NK (CI@D56), mais aussi sur les lymphocytes T
(CD3" CD56) et NKT (CD3 CD56). Toutefois, les fréquences de ces populations son
plus faibles sur les cellules NKT que sur les ¢eiNK, et nettement inférieures (<1%)
sur les lymphocytes T, ce qui confirme que les KRt principalement exprimés par les
cellules NK. Enfin, ces combinaisons d’anticorpsnpettent également de distinguer les
différentes populations NK KIR CD88 et CD58"" méme si ces derniéres expriment

moins de KIR.
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Les résultats phénotypiques obtenus ont ensuitea@ifontés aux génotypages
KIR réalisés également au laboratoire pour chaunes individus. Dans certains cas, les
données phénotypiques et génétiques ne semblaganicghérentes. C’était le cas en
particulier d’individus négatifs pour le gew@R2DS1qui présentaient malgré cela une
population NK 8C11 EB6". L’alignement des séquences protéiques des réaspte
KIR2DL1, KIR2DS1, KIR2DL2, KIR2DL3 et KIR2DS2 a pais d'établir les sites
potentiels de reconnaissance de chacun de cesorasticau niveau du domaine
extracellulaire. L'absence de ces sites sur leslypt® de certains alleleKIR2DL1 a
conduit a émettre I'’hypothese que les anticorpssigies clones 8C11 et 1A6 n’étaient
spécifiques que de certains variants alléliquesgdapteur KIR2DL1. Mon travail dans le
cadre de ce projet de caractérisation fine de oBsoaps a donc consisté ici a séquencer
les transcrits KIR2DL1 chez les individus présehtaes contradictions entre le génotype
(absence de KIR2DS1) et le phénotype (présencesgopulation 8C1IEBG), ainsi que
chez des individus témoins, afin de confirmer ck{fgeothése d’'une reconnaissance alléle-

spécifiqgue du KIR2DL1 par ces anticorps produitsadnoratoire.

Il a ainsi été confirmé que I'anticorps 8C11 reangait tous les variants alléliques
du KIR2DL1 a l'exception de KIR2DL1*004, *007 et ¥0. De plus, l'anticorps 1A6
reconnait quant a lui tous les variants alléliguks KIR2DL1 a I'exception de
KIR2DL1*005, *006 et *009. Le site de reconnaissame I'anticorps 8C11 semble donc
se situer autour du résidu 154, cet anticorps oenrgissant que les récepteurs présentant
une proline a cette position et non ceux possédaatthréonine. De méme, le site de
reconnaissance du 1A6 étant situé autour du rddiduseuls les récepteurs présentant une
proline sont reconnus par l'anticorps au contrdigs récepteurs possédant une leucine a

cette position.
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Introduction

Summary

Natural killer (NK) cells are key components of the innate anti-viral and
anti-tumour immune responses. NK cell function is regulated by the
interaction of killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) with human
leucocyte antigen (HLA) class I molecules. In this study, we report on the
generation of KIR-specific antibodies allowing for discrimination between
activating and inhibitory KIR. For this purpose, BALB/c mice were
immunized with human KIR2DS2 recombinant protein. The precise
specificity of KIR2DS2-specific clones was determined on KIR-transfected
BW cells and KIR-genotyped NK cells. When used in combination with
EB6 (KIR2DL1/2DS1) or GL183 (KIR2DL2/2DL3/2DS2), two KIR-specific
monoclonal antibodies (mAbs), 8C11 (specific for KIR2DL1/2DL2/2DL3/
2DS2) and 1F12 (specific for KIR2DL3/2DS2), discriminated activating
KIR2DS1 (8C11~ EB6") from inhibitory KIR2DL1 (8C11" GL1837) and
KIR2DL2 (1F12~ GL183"), while excluding the main HLA-Cw-specific
KIR. Using these mAbs, KIR2DS1 was shown to be expressed on the
surface of NK cells from all individuals genotyped as KIR2DS1" (n = 23).
Moreover, KIR2DS1 and KIR2DL1 were independently expressed on NK
cells. We also determined the amino acid position recognized by the 8C11
and 1F12 mAbs, which revealed that some KIR2DL1 allele-encoded
proteins are not recognized by 8C11. Because most available anti-KIR
mADbs recognize both inhibitory and activating forms of KIR, these newly
characterized antibodies should help assess the expression of activating
and inhibitory KIR and their functional relevance to NK biology.

Keywords: killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genotype;
KIR; KIR2DL1; KIR2DL2; KIR2DS1; monoclonal antibody; natural killer
cells

immunoglobulin-like receptors (KIR) are the main family
of human leucocyte antigen (HLA) class I specific recep-

Natural killer (NK) cells constitute a first line of cellular
defence against virus-infected or transformed cells, while
maintaining tolerance to healthy cells. The function of NK
cells is specifically regulated by a balance between numer-
ous inhibitory and activating cellular receptors. Killer

tors present on NK cells. The interaction between inhibi-
tory KIR on NK cells and their HLA ligands leads to the
generation of a negative signal, which inhibits their cyto-
lytic activity and so prevents target cell lysis. Down-regula-
tion of surface HLA class I molecules resulting from cell

Abbreviations: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FACS, fluorescence-activated cell sorting; FITC, fluorescein
isothiocyanate; HLA, human leucocyte antigen; ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif; ITIM, immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif; KIR, killer cell immunoglobulin-like receptor; mAb, monoclonal antibody; NK, natural killer;
OD, optical density; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; PCR-SSP, polymerase chain reaction-sequence-specific primer;

PE, phycoerythrin.
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Discrimination between the main activating and inhibitory KIR

transformation or viral infection prevents inhibitory KIR
engagement by their specific HLA ligands, which then
enables NK cell activation. The NK cells can be further
triggered upon engagement of activating KIR by tumour
or viral-induced ligands. Even though KIR are mainly
expressed on NK cells, they are also expressed on a small
proportion of memory T lymphocytes where they are
thought to regulate cell function.™

As the HLA complex is highly polymorphic, the KIR
gene family presents both haplotypic polymorphism (up to
16 genes and pseudogenes) and allelic polymorphism (up
to 63 alleles for KIR3DL1) (IPD-KIR sequence database,
release 2.0.1; http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir). The KIR are
characterized by the presence of two or three extracytoplas-
mic immunoglobulin-like domains (KIR2D or KIR3D).
Inhibitory KIR transduce the inhibitory signal through the
phosphorylation of immunoreceptor tyrosine-based inhibi-
tion motifs (ITIM) inserted in their long cytoplasmic tail
(KIR2DL or KIR3DL). KIR2DL1 and KIR2DL2/2DL3
recognize HLA-Cw molecules carrying respectively a lysine
(called C2 group) or asparagine (called C1 group) at amino
acid position 80.° KIR2DL2 and KIR2DL3 segregate as
alleles of one locus that is referred to as KIR2DL2/3.°
KIR3DLI recognizes the Bw4 serological epitope (IALT,
TALR or TLLR in amino acid positions 77-80) present in
one-third of HLA-B molecules’ and a small number of
HLA-A molecules (A23, A24 and A32).® KIR3DL2 on the
other hand binds HLA-A3 and HLA-A11 allotypes’ and
HLA-B27 homodimers.”"

Besides the inhibitory KIR, NK cells can also express
activating KIR which are characterized by a short cytoplas-
mic tail (KIR2DS or KIR3DS) with a lysine residue that is
necessary for pairing with KARAP/DAP12 polypeptide.
The cytoplasmic tail contains immunoreceptor tyrosine
activation motifs (ITAM) that are involved in the transduc-
tion of triggering signals. While inhibitory KIR allelic poly-
morphism is extensive, the number of activating KIR alleles
is limited. For example, only seven KIR2DS3, 10 KIR2DS2
and 12 KIR2DS1 alleles have been identified (IPD-KIR
sequence database, release 2.0.1; http://www.ebi.ac.uk/ipd/
kir), with only one predominant allele.'"' Some of these
triggering KIR molecules display a high degree of homo-
logy with the corresponding inhibitory KIR and accord-
ingly, have been shown to recognize the same HLA class I
ligands in some instances.'>'> However, the expression
modalities and specificity of activating KIR are still unclear.

Genetic KIR polymorphism and clonal expression of
KIR lead to considerable heterogeneity within the NK cell
population. Nevertheless, not all theoretically distinct NK
cell subsets are represented and the presence of a KIR gene
is not systematically associated with the cell surface
expression of the corresponding protein. Moreover, given
the high degree of amino acid sequence homology
between different KIR, most KIR-specific monoclonal
antibodies (mAbs) recognize epitopes shared not only by
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two or more inhibitory KIR but also by their activating
counterpart. As a result of the limited polymorphism in
the extracellular part of membrane KIR2DS2 and
KIR2DL2/2DL3 molecules, no antibody was generated spe-
cifically against the extracellular part of KIR2DS2. In the
same way, available mAbs do not discriminate between
inhibitory KIR2DL1 and activating KIR2DS1, both of
which are recognized by the EB6 mAb. Consequently, the
expression and function of activating KIR have not been
investigated in detail at the protein level.

Here, we describe the specificity of two new KIR-
specific mAbs (8C11 and 1F12) generated by immunizing
mice with soluble KIR2DS2 protein. The combination of
these mAbs with commercially available mAbs enabled us
to discriminate KIR2DS1, KIR2DL1 and KIR2DL2, while
excluding the main HLA-Cw-specific KIR. These reagents
allowed us to assess the expression of KIR2DS1, KIR2DL1
and KIR2DL2 in a large cohort of KIR and HLA
genotyped individuals (n = 52). These new KIR-specific
mAbs constitute useful tools to study the phenotype of
KIR-expressing NK cells and to better understand the
functional implication of these individual KIR.

Materials and methods

Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated
from the blood of healthy adult volunteers by gradient
centrifugation on Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Axis-
Shield, PoC AS, Oslo, Norway). All blood donors were
recruited at the Blood Transfusion Centre (Nantes,
France) after obtaining informed consent from all donors.
The BW5147 mouse thymoma (BW) cell line was
transduced to express one KIR (KIR2DS1, -2DS2, -2DS3,
-2DS4, -2DL1, -2DL3 or -3DS1) and the green fluorescent
protein (GFP) reporter gene (provided by E. Vivier,
Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy, France).
The RBL-DAP12" 2DS2" and untransfected rat basophil
leukaemia (RBL) cells were obtained from E. Vivier.

Immunization of mice

BALB/c mice were immunized by intra-peritoneal injec-
tion of 50 ug of soluble KIR2DS2 protein as described
previously.'* A first immunization was performed with
complete Freund’s adjuvant and four additional immu-
nizations were performed with incomplete Freund’s adju-
vant. Blood samples were collected from mice before the
first injection and 3-5 days after subsequent injection.
The immune response was monitored by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and antibody titres were
determined as the inverse of the dilution that gave optical
density (OD) values just above 0-2 (corresponding to
three times the background signal).
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Screening for KIR2DS2-reactive wells and cloning

The stimulated spleen cells were harvested and mixed at a
5:1 ratio with the Sp2/O-AGl4 murine myeloma cell
line. Fusion was performed by the polyethylene glycol
method, as previously described.'” Hybridomas that
secreted antibodies which significantly bound the coated
soluble KIR2DS2 protein (OD > 0-5 by ELISA) were
amplified to produce 1 ml of culture supernatants in
24-well culture plates. Hybridomas of interest were sub-
cloned threefold by limiting dilution.

Production, purification, immunoglobulin subclass
determination and labelling of mAbs

The antibodies were purified from culture supernatants by
affinity chromatography on immobilized protein A.
Isotypes were determined by ELISA using mouse mAb
isotyping reagent (ISO2, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany), according to the manufacturer’s recommen-
dations. Purified mAbs (~1 mg/ml in phosphate-buffered
saline) were labelled with fluorescein isothiocyanate
(FITC) for 2 hr at room temperature using FITC (Sigma,
dissolved to 5 mg/ml with dimethyl sulphoxide just before
use) with a FITC : mAb concentration ratio of 100 : 1.
Excess dye was removed by dialysis against phosphate-
buffered saline through a 10 000 molecular weight cut-off
membrane (Pierce, Rockford, IL).

KIR genotyping

Genomic DNA was extracted from PBMC using a classi-
cal salting-out method.'® The KIR genes were typed using
the polymerase chain reaction-sequence-specific primer
(PCR-SSP) method using a KIR genotyping SSP kit (Dy-
nal Biotech, Invitrogen, Compiegne, France). Primer sets
amplified the alleles described by the international
nomenclature committee of the World Health Organiza-
tion'” corresponding to the KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS4 and KIRID allele, KIR2DSS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2DPI,
KIR3DP1 and KIR3DPI variant (3DP1v). Genomic PCR
was performed as recommended by the manufacturer and
as previously described.'®

Flow cytometry analysis

Cell surface phenotypes were determined by three- or
four-colour flow cytometry using the following mouse
anti-human mAbs: phycoerythrin-conjugated (-PE) anti-
KIR2DL1/2DS1  (EB6), anti-KIR2DL2/2DL3/2DS2-PE
(GL183), anti-KIR3DL1/3DS1 (Z27) (Beckman Coulter,
Immunotech, Marseille, France), anti-KIR2DS4 (FES172),
peridinin chrlorophyll protein-conjugated anti-CD3 (SK7)
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and allophycocyanin-conjugated anti-CD56 (B159) (BD
Biosciences). Cells were also stained with a corresponding
isotype-matched control mAb (BD Biosciences, San Jose,
CA). Data were collected using a FACSCalibur (BD
Biosciences) and analysed using rLowjo 5.7 software
(TreeStar, Ashland, OR).

Amplification and sequencing of KIR2DLI transcripts

Total cellular RNA was prepared from 5 x 10° PBMC
using TRIzol (Invitrogen, Paisley, UK). First-strand
complementary DNA was synthesized from 1 pig RNA,
using Moloney murine leukaemia virus reverse trans-
criptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) at 37° for 50 min.
One PCR primer pair was used, including
KIR2DL1.331G(F) (5-ACTCACTCCCCCTATCAGG-3'),
described by Shilling et al.'® as the forward primer and
KIR2DL1.724C(R) (5'-CAGAATGTGCAGGTGTCG-3') as
reverse primer, amplifying a 0-4-kilobase fragment.
Amplifications were performed as previously described*
in a GeneAmp PCR System 9700 thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA). The PCR prod-
ucts were purified using the QIAquick PCR purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany) and then sequenced
using the BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) with the primers
described above. Sequencing products were detected
using an ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). Sequence data files
were analysed using AsSIGN-SBT  software (Conexio
Genomics, Applecross, Australia) with IPD-KIR DATABASE
version 2.0.0 (January 2008).

Results

Generation of KIR2DS2-specific mAb-secreting
hybridoma clones

To generate KIR2DS2-specific mAbs, BALB/c mice were
immunized with soluble KIR2DS2 protein. Supernatants
from 895 hybridoma colonies were screened by flow cyto-
metry using RBL-DAP12" KIR2DS2" and untransfected
RBL. Fifty-nine colonies, which produced antibody that
bound to RBL-DAP12" KIR2DS2" transfectants but not
untransfected RBL cells were subcloned two or three
times, and seven KIR2DS2-specific hybridomas (1A6,
1F12, 4A8, 5F4, 6F1, 8C11 and 9H7) were selected for
further characterization.

Characterization of the KIR specificity of the
generated mAbs using BW-KIR cell lines

To define the other KIR specificities of the selected mAbs,
we used a panel of BW-KIR transduced cells expressing
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DLI,
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with immunoglobulin G control mAb.

KIR2DL3 or KIR3DS1. The KIR expression by the
transduced BW was checked by flow cytometry using the
KIR-specific EB6 (anti-KIR2DL1/2DS1), GL183 (anti-
KIR2DL2/2DL3/2DS2) and FSE175 (anti-KIR2DS4) mAbs
(Fig. 1a). Consequently, the BW-KIR2DL1 and BW-
KIR2DS1 cell lines stained positive with the EB6 mAb,
the BW-KIR2DL3 and BW-KIR2DS2 cell lines stained
positive with the GL183 mAb and the BW-KIR2DS4 cell
line stained positive with the FSE175 mAb. We failed to
detect surface expression of KIR3DSI on BW-KIR3DS1
transduced cells, using the available KIR3DL1/3DS1-spe-
cific Z27 mAb (data not shown). However, as for all of
the BW-KIR cell lines, the BW-KIR3DSI cells expressed
GFP, the reporter gene associated with the KIR gene indi-
cating that the BW cell line was well transduced (Fig. 1b).
The negative control BW cell line did not stain positive
with any of the studied mAbs. All seven selected
KIR2DS2-specific mAbs also bound to BW-KIR2DL3 cell
lines, as illustrated for the five mAbs assessed (1F12, 5F4,
1A6, 8C11 and 4A8) (Fig. 1b). The 1F12 and 4A8 mAbs
did not recognize any of the BW-KIR cell lines studied,
except the BW-KIR2DS2 and BW-KIR2DL3 cell lines
(Fig. 1b). Interestingly, the 8CIl1 mAb recognized the
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BW-KIR2DS2, BW-KIR2DL3 and BW-KIR2DLI but not
the BW-KIR2DS1 cell lines. In contrast, the 5F4 and 1A6
mAbs recognized the BW-KIR2DS2, BW-KIR2DL3 and
BW-KIR2DS1 but not the BW-KIR2DL1 cell lines.
Finally 6F1 and 9H7 mAbs recognized all the BW-KIR
cell lines, except for the BW-KIR3DS1 and BW-KIR2DS3
cell lines (data not shown). Five KIR-specific mAbs (1A6,
1F12, 4A8, 5F4 and 8Cl1) were selected for further
studies.

Characterization of the KIR specificity of the
generated mAbs in KIR genotyped individuals

The fine specificity of 1A6, 1F12, 4A8, 5F4 and 8Cl1
mAbs was studied by four-colour flow cytometry. We
checked that the studied mAbs did not recognize other
molecules besides the KIR2DL1/2DL2/2DL3, 2DS1/2DS2/
2DS4. To this end, we assessed binding of FITC-labelled
mAbs to NK cells from KIR genotyped individuals. The
KIR genotypes of 13 individuals herein are summarized
in Table 1. Figure 2(a) illustrates the staining of NK cells
defined as CD3™ CD56" cells with each tested mAb in
combination with commercial EB6-PE (KIR2DL1/2DS1)
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Table 1. The killer immunoglobulin-like receptor (KIR) genotypes of individuals presented in the study

KIR typing
2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1
DI + + + + + - + + + + + - + +
D2 + + + + - + + + - + - + - -
D3 + + + + - + + + - + - + - -
D4 + - + + - + + + - - - + - -
D5 + - + + + + + + + - + + + +
D6 - + - + + + + + + + - + + +
D7 - + - + - + + + - + - + - -
D8 + + + + + - + + + + + - + +
D9 + - + + + + + + + - - + + +
D10+ + + + - + + + - + - + - -
D11 + - + + - + + + - - - + - -
D12+ + - + + + + + - + + + - +
D13+ + + + + + + + - + + + + -
Hereditary haemochromatosis-positive blood donors are indicated in bold.
(@)
2DL1| 2DL2| 2DL3| 2DL4| 2DL5| 3DL1| 3DL2| 3DL3| 2DS1(2DS2|2DS3|2DS4(2DS5 |3DS1
D1 + + |+ + + - + + + + - + +
g " 19 20 26
Y10
(E 10 Figure 2. Characterization  of  the  killer
R 1014 immunoglobulin-like receptor (KIR) specificity
W e | e e i e | of the generated monoclonal antibodies
100 10" 10" 10° 10" 10 10° 10° 10" 10" 10' 10° 10° 10° 10° 10’ 10" 10° 10
1F12 4A8 8C11 1A6 (mAbs) in KIR genotyped individuals. Periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC) were
®) stained with CD3- and CD56-specific mAbs
D2 2DL1]2DL2|2DL3|2DL4|2DL5|3DL1|3DL2|3DL3|2DS1|2DS2|2DS3| 2DS4|2DS5| 3DS1 to discriminate natural killr (NK) cells
+ + + + - + + + - + + - —

(CD3™ CD56") by four-colour flow cytometry.

34 (a) Combined use of the generated mAbs with
a mix of EB6 and GL183 mAbs from KIR
genotyped D1 individual and (b) combined

EB6 + GL183
+Z27 + FES172

,%1 use of the generated mAbs with a mix of EB6,

4A8

and GL183-PE (KIR2DL2/2DL3, 2DS2) from the individ-
ual D1 who did not have the KIR3DL1 and KIR2DS4
genes. The 1F12, 4A8, 8Cll and 1A6 mAbs did not
recognize any NK cell population that was not recognized
by the EB6 and GL183 mAbs. However, the 5F4 mAb
stained the EB6~ GL183™ NK cell population, showing
that this mAb recognized another cell surface molecule
(data not shown). Figure 2(b) illustrates the staining
patterns obtained with individual D2 who possesses the
KIR3DL1 and KIR2DS4 genes. In this case, the mAb
staining was performed in combination with a mix of
PE-coupled EB6, GL183, Z27 and FSE175 commercial
mAbs. The flow cytometry results confirmed that 1F12,
4A8, 8Cl11 and 1A6 did not recognize any molecule
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1F12 8C11 1A6

GL183, Z27 and FSE175 mAbs from KIR
genotyped D2 individual.

other than the KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2/2DS4/3DL1/
3DSI.

Assessment of KIR2DL2 recognition by the generated
mAbs

The previous results (Fig. 1b) did not allow us to
determine whether 1F12, 4A8, 8Cl1 and 1A6 mAbs
recognized the inhibitory KIR2DL2. To test this, we
assessed the specificity of these FITC-labelled mAbs in
combination with only KIR2DL2/2DL3/2DS2-specific
GL183-PE mAb by four-colour flow cytometry on NK
(CD3™ CD56") cells from KIR genotyped individuals
who possessed or lacked the KIR2DL2 gene (Fig. 3a).
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Figure 3. All the studied monoclonal antibodies (mAbs) recognize KIR2DL2 except the 1F12 mAb. Peripheral blood mononuclear cells were
stained with CD3- and CD56-specific mAbs to discriminate natural killer (NK) cells (CD3~ CD56") by four-colour flow cytometry. (a) Com-
bined use of the generated mAbs with the KIR2DL2/2DL3/2DS2-specific GL183 mAb from the KIR2DL2/2DL3/2DS2" genotyped D3 individual
and from the KIR2DL2/2DS2™ KIR2DL3" genotyped D4 individual. The boxes define the NK cell population only stained by GL183 determining

the studied mAbs which do not recognize KIR2DL2. Results are representative of 26 KIR2DL2/2DL3/2DS2*

individuals and 12 KIR2DL2/

2DS2” KIR2DL3" individuals (b) Density plot illustrating the KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2™ NK cell subset. (c) Frequency of KIR2DL2" KIR2DL3/
2DS2” NK cell subset in C1C1 (n =9), CIC2 (n = 19) and C2C2 (n = 10) groups. (d) Frequency of KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2~ NK cell subset
in KIR2DL3" group (n = 26) and KIR2DL3™ group (n = 12), P < 0-0004 (Student’s t-test).

Because all GL183" cells were stained by the 8C11 and
1A6 mAbs in KIR2DL2" individuals, these antibodies
recognized the KIR2DL2. However, the 1F12 mAb
recognized only a fraction of GL183" NK cells from a
KIR2DS2/2DL2/2DL3"  individual (D3), whereas it
stained all GL183" cells from a KIR2DL2/2DS2™
KIR2DL3" individual (D4). Hence, the 1F12 mAb was
specific for KIR2DS2 and KIR2DL3 but not for
KIR2DL2. The 4A8 mAb showed a staining pattern
different from that of 1F12 in combination with GL183,
even though both mAbs recognized the KIR2DS2 and
KIR2DL3 (Fig. 3a). The 4A8 mAb presumably recog-
nized an epitope close to the GL183 epitope because it
blocked GL183 binding (Fig. 3a). These results were
extended to a larger panel of different KIR2DL2-positive
(n=38) or negative (n=23) genotyped individuals
(data not shown). Expression of the KIR2DL2/2DL3
ligands (i.e. group 1 HLA-Cw alleles: Cl) did not
affect the frequency of the KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2~
NK cell population (Fig. 3b), which was very simi-
lar in C1C1 (n=19), CIC2 (n=19) and C2C2 (n = 10)
individuals  (Fig. 3c). However, the frequency of
KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2” NK cells was significantly

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 128, 172-184

higher in KIR2DL3™
with  KIR2DL3" individuals
(Fig. 3c).

individuals (n = 12) in comparison
(n=126) (P < 0-0004)

Discrimination of KIR2DS1" and KIR2DL1" NK cell
subsets

Because 8Cl1 did not recognize the BW-KIR2DSI cell
line, we tested this mAb in combination with EB6
(KIR2DS1, KIR2DL1) to target KIR2DS1 expression, and
with GL183 (KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS2) to target
KIR2DL1 expression, from four different KIR2DL1/2DS1-
genotyped individuals (D4, D5, D6 and D7). As illus-
trated in Fig. 4(a), while all EB6" NK cells from
KIR2DS1™ individuals were stained by 8C11 mAb, only a
fraction of EB6" cells from KIR2DS1" donors was stained
by this mAb, indicating recognition of KIR2DLI but not
KIR2DS1. The frequency of KIR2DS1* KIR2DL1/2DL2/
2DL3/2DS2™ NK cells (EB6" 8C117) was then assessed in
a large panel of KIR2DS1-genotyped individuals (n = 23).
The frequency of (EB6" 8C117) NK cells ranged from 1%
to 14-65% of NK cells, with a mean of 6-:25% (data not
shown). No significant difference in KIR2DS1* KIR2DL1/
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Figure 4. Discrimination of KIR2DS1* and KIR2DL1" natural killer (NK) cell subsets. Peripheral blood mononuclear cells were stained with
CD3- and CD56-specific monoclonal antibodies (mAbs) to discriminate NK cells (CD3~ CD56") by four-colour flow cytometry. (a) Combined
use of 8C11 with EB6 or GL183 mAb to target KIR2DS1" KIR2DL1/2D12/2DL3/2DS2™ NK cells and KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2~
NK cell subsets respectively from four KIR2DL1/2DS1 genotyped individuals (D4, D5, D6 and D7). The EB6'8C11~ boxes define the KIR2DSI™"
KIR2DL2/DL3/2DS2™ NK cells and the GL183™ 8C11" define the KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3™ NK cells (b) Frequency of KIR2DS1* KIR2DL1/
2D12/2DL3/2DS2™ NK cell subsets in C1C1 (n = 6), CIC2 (n = 11) and C2C2 (n = 6) groups. (c) Frequency of KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/
2DS1/2DS2” NK cell subsets in KIR2DS1* individuals (@) (n = 23) and KIR2DS1™ individuals (O) (n = 28), (d) in CIC1 (n = 11), C1C2
(n =20) and C2C2 (n = 19) groups. (e) Frequency of KIR2DL1" KIR2D12/2DL3/2DS1/2DS2™ NK cells in C1C1 (n = 11), C1C2 (n = 21) and
C2C2 (n = 19) individual groups harbouring (®) or not (O) the KIR2DS1 gene.

2DL2/2DL3/2DS2” NK cell frequencies was observed
when comparing C1C1 (n = 6), C1C2 (n = 11) or C2C2
(n =6) individuals, with even a trend towards an
increased frequency in the C2C2 group (Fig. 4b). In
parallel, we assessed KIR2DL1* KIR2DL2/2DL3/2DS2~
(GL183™ 8C11") NK cell frequencies in a large panel of

KIR-genotyped individuals (23 KIR2DS1* and 28
KIR2DS1™  individuals). The mean frequency of
KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS2~ (GL183~ 8C11%) was

not significantly lower in KIR2DS1" individuals than in
KIR2DS1™ individuals (Fig. 4c). However, the mean fre-
quency of KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS2" cells was sig-
nificantly higher in the C2C2 group than in the CIC2
group (P = 0-038) (Fig. 4d). Because this cell frequency
in C1C1 individuals was not significantly lower than in
the C2C2 group, it is difficult to explain the significant
difference of frequencies observed between C1C2 and
C2C2 groups only by the expression of the C2 ligand.
Interestingly, when taking into account the KIR2DSI
gene, a trend towards a lower frequency of KIR2DL1*
KIR2DL2/2DL3/2DS2" cells was observed in the KIR2-
DS1* C1C2 group compared with the KIR2DS1™ CIC2
group (P = 0-07) (Fig. 4e).

The combined use of 1A6 (KIR2DL2/2DL3, 2DS1/
2DS2) with EB6 (KIR2DSI, KIR2DL1) enabled specific
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assessment of KIR2DL1 expression, whereas its combined
use with GL183 (KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS2)
targeted KIR2DS1 expression (data not shown).

Expression of KIR2DL1, KIR2DL2 and KIR2DS1 on
different lymphocyte populations

The NK KIR-phenotyping analysis was initially performed
by flow cytometry on gated CD3~ CD56" cells. We next
analysed the KIR phenotype on CD56 CD3" and
CD56" CD3" T lymphocytes. In this way, we identified a
KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2~ subset (1F12~ GL183") not
only within the NK cell population but also within the
CD56 and CD56" T lymphocyte compartment, as illus-
trated for the KIR2DL2" D8 individual (Fig. 5a). As dem-
onstrated previously in Fig. 3(d) for NK cells, the
frequency of the KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2” subset in
CD56™ T lymphocytes was higher in KIR2DL3™ compared
with KIR2DL3" individuals (data not shown). A control
staining is also indicated for the KIR2DL2™ D9 individual
(Fig. 5a). The KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS2~ (8C11*
GL1837) subset was observed not only in the NK cell
compartment, but also in both CD56~ and CD56" T lym-
phocyte populations (8C11" GL1837), as illustrated for
the KIR2DL1" D11 individual (Fig. 5b). A control

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 128, 172-184
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Figure 5. Analysis of the distribution of KIR2DL1, KIR2DL2 and KIR2DS1 on natural killer (NK) cells, CD56~ and CD56" T lymphocytes.
Peripheral blood mononuclear cells were stained with CD3- and CD56-specific monoclonal antibodies (mAbs) to discriminate NK cells
(CD3™ CD56"), CD56~ T lymphocytes (CD3" CD567) and CD56" CD3" T lymphocytes (CD3" CD56") by four-colour flow cytometry. (a) Com-
bined use of 1F12 with GL183 to target KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2™ NK cells from KIR2DL2" D8 and KIR2DL2™ D9 individuals. (b) Combined
use of 8Cl1 with GL183 to target KIR2DL1* KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2™ NK cells from KIR2DL1" D11 and KIR2DL1™ D6 individuals.
(c) Combined use of 8C11 with EB6 to target KIR2DS1* KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2~ NK cells from KIR2DS1* D8 and KIR2DS1~ D10 individ-
uals. (d) Staining of NK cells (CD3~ CD56") with the combination of 8C11 with EB6 on total cells, CD56%™ and CD56"#" NK cells.

staining is also indicated for the KIR2DL1™ D6 individual.
Even though we were able to detect a KIR2DS1*
KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2”  NK  cell  population
(8C117 EB6"), the frequency of KIR2DS1" expression on
T lymphocytes (CD56~ or CD56") was low or absent, as
illustrated in Fig. 5(c) for the KIR2DS1" D8 individual.
Again, a control staining is also provided for the
KIR2DS1™ D10 individual. In general, the frequency of
KIR" CD56" T cells was more constant than the
frequency of KIR" cells in the CD56~ T-cell population.
For the KIR2DS1" D9 individual who displayed 14-5%
of KIR2DS1" KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2~ NK  cells
(EB6"8C117), activating KIR2DS1 was mainly expressed
on the CD56%™ NK cell population (19-1% versus 0-5%
for the CD56°8" NK cells) (Fig. 5d).

© 2009 Blackwell Publishing Ltd, /mmunology, 128, 172-184

Allelic KIR2DL1 variant recognition by the 8C11 and
1A6 mAbs

Figure 6(a) shows a typical 8C11/EB6 staining for the
KIR2DS1™ D11 individual lacking EB6" 8CI1~ cells.
However, for some individuals (D12 and D13 in Fig. 6a),
despite lacking the KIR2DSI1 gene, an EB6" 8C11™ cell
population was detected, suggesting that 8C11 does not
recognize all the allelic KIR2DL1 molecules recognized
by EB6. In fact, for the KIR2DL1 genotyped D12 indi-
vidual, an 8C11* GL183™ cell population (corresponding
to KIR2DLI1 expression) was detected (Fig. 6a). Taking
into account the KIR specificity of 8C11 and the align-
ment of KIR sequences published in the IPD-KIR
sequence database (release 2.0.0; http://www.ebi.ac.uk/
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Figure 6. 8C11 does not recognize all KIR2DLI allele-encoded molecules. (a) Peripheral blood mononuclear cells were stained with CD3- and
CD56-specific monoclonal antibodies (mAbs) to target natural killer (NK) cells (CD3™ CD56") and the combined use of 8Cl1 with EB6 or
GLI183 to target KIR2DS1* KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2™ NK cells and KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2” NK cell subsets respectively from
three different KIR2DS1~ KIR2DL1" genotyped individuals (D11, D12 and D13). (b) Codon at position 154 for all referenced KIR2DS2,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1 and KIR2DL1 alleles. P** is indicated in bold on grey background. (c) Electrophoretograms obtained for D11,
D12 and D13 individuals are presented above the aligned nucleotide sequences of KIR2DLI alleles around the position 523. Polymorphic position
is boxed on the electrophoretograms and indicated in bold on grey background in all KIR2DLI allele sequences. M = A + C. D11, D12 and D13
are representative of seven, two and two respectively of 11 studied individuals.

ipd/kir), it was possible, by deduction, to identify the
recognition site of 8CIl1 (Fig. 6b). Position 154 (in
amino acids) was the unique site potentially recognized
by 8Cl11, with a proline (P for all KIR2DS2,
KIR2DL1/2DL2 and 2DL3 but with a threonine (T'*)
for the KIR2DS1. However, in this way, it was also
possible to postulate that 8Cll1 does not recognize
KIR2DL1*004, *007 or *010 allele-encoded molecules, as
mentioned in Fig. 6(b). To check this hypothesis, we
sequenced KIR2DL1 alleles from different KIR2DL1*
genotyped individuals (n = 11) corresponding to three
groups of DI1, DI2 and DI3 individuals (Fig. 6c).
Individual D12 had two KIR2DLI alleles coding for a
molecule with a threonine (T) in position 154 (T'*%).
Based on our hypothesis, 8C11 does not recognize the
KIR2DL1 molecule with a T'**, which explains the stain-
ing of D12 NK cells with 8Cl11, characterized by the
absence of an 8C11" GL183™ cell population (KIR2DL1")
and the presence of an EB6'" 8C11™ cell population in
individuals lacking the KIR2DS1 gene (Fig. 6a). Similarly,
the D13 individual had one KIR2DL1 allele coding for a
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molecule with a threonine (T) in position 154 (T
and a KIR2DLI allele coding for a molecule with a
proline (P) at position 154 (P'**) (Fig. 6¢). For this indi-
vidual, therefore, 8C11 recognized the KIR2DL1 molecule
with a P"* which was consistent with the presence of
an 8CI1" GL183™ cell population. However, in this indi-
vidual, 8C11 did not recognize the KIR2DL1 molecule
with a T'*, which explained the EB6" 8C11~ cell popu-
lation in the absence of the KIR2DS1 gene (Fig. 6a). On
the other hand, individual D11, who presented a wide-
spread phenotypic profile without an EB6" 8C11~ cell
population and with an 8C11" GL183™ cell population,
had two KIR2DLI alleles coding for a KIR2DL1 with
P'**, which was recognized by the 8C11 mAb.

For some individuals (D10, D12 and DI13), despite
lacking the KIR2DS1 gene (Fig. Sla), an 1A6" GL183~
cell population was detected, suggesting that 1A6 recog-
nize some allelic KIR2DL1 molecules. The alignment of
KIR sequences enabled us to identify the recognition
site for 1A6. The unique site, which is common for
KIR2DL2/2DL3/2DS2 and KIR2DS1 and some KIR2DLI
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alleles, is a proline at position 114 (P''*). In this case,
KIR2DL1*001, *002, *004, *007, *008 and *010 mole-
cules can be recognized by 1A6 in accordance with the
alignment of KIR sequences published in the IPD-KIR
database (release 2.0.0; http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir)
(Fig. S1b). To check this hypothesis, we analysed the
sequence of KIR2DLI alleles determined from different
KIR2DL1"-genotyped individuals (n = 11) in position
404 (Fig. Slc). Hence, individual DIl had two
KIR2DL1 alleles coding for a molecule with a leucine
(L) in position 114 (L"), D10 and D12 individuals
had two KIR2DL1 alleles coding for a molecule with a
proline (P) in position 114 (P'™) and individual D13
had one KIR2DL1 allele coding for a molecule with a
proline (P) in position 114 (P*) and one KIR2DLI
allele coding for a molecule with a leucine (L) at
position 114 (L''*). To conclude, KIR2DL1 encoded by
KIR2DL1*001, *002 and *008 alleles are recognized by
8C11 and 1A6, KIR2DLI encoded by KIR2DL1*003,
*005, *006 and *009 alleles are recognized only by
8C11 and KIR2DL1 encoded by KIR2DL1*004, *007
and *010 are recognized only by 1A6.

1F12 mAb recognizes only the KIR2DS2 and
KIR2DL3

The alignment of KIR sequences enabled us to identify
the recognition site for 1F12. The unique site, which is
common for KIR2DS2 and KIR2DL3 but different for
KIR2DL2, is a proline at position 16 (P'®) (Fig. 7a). In
this case, molecules KIR2DL1*001, *002, *008 and the
molecule KIR2DL2*004 can be recognized by 1F12 in
accordance with the KIR sequence alignment performed
using the IPD-KIR sequence database (release 2.0.0;
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir). However, as could be
expected, 1F12 could not recognize the KIR2DL2*004-
encoded molecule because this molecule has been
described as a non-functional KIR that is not expressed
on the cell surface. Moreover, the flow cytometry study
performed on 51 studied individuals (28 KIR2DL2" and
23 KIR2DL2™ donors) did not reveal an 1F12* GL183~
cell population. We sequenced KIR2DL1 alleles for differ-
ent KIR2DL1" individuals (n = 11) in the region of three
nucleotides (404, 523 and 549) leading to the discrimina-
tion of the KIR2DL1*001, *002 and *008 alleles (Fig. 7b).

(a) (b)
Position 16 Position 404 523 549
2DL 1001 HPGIP L VK 2DL1%001 CCAGCCGGGCCICAGGGCECCAAGICAGGCTGACTT
2DL1*002 H PGP LV K 2DL1*002 CCAGCCGGGCCCAGGGECCCAAGCAGGCTGACTT
2DL1*00301 HPGRIL VK 2DL1"00301 C CAGCTGGGCC{CAGGGCCCAAGICAGGCTGACTT
2DL1*00302 HPGRIL VK 2DL1"00302 C CAGCTGGGCCICAGGGCCCAAGICAGGCTGACTT
2DL1*00303 HPGRIL VK 2DL1"00303 C CAGCTGGGCC{CAGGGCCCAAGICAGGCTGACTT
2DL1°0040101 H P G R L V K 2DL1*0040101 CCA GCCGGGCCICAGGGACCAAGICAGGCCAACTT
2DL1°0040102 H P G R L V K 2DL1"0040102 C CA GCCGGGCC{CAGGGACCAAGICAGGCCAACTT
2DL1*00402 HPGRIL VK 2DL1"00402 C CAGCCGGGCCICAGGGACCAAGICAGGCCAACTT
2DL1*005 HPGRLV K 2DL1*005 CCAGCTGGGCCICAGGGCCCAAGICAGGCTGACTT
2DL1*006 HPGRIL VK 2DL1*006 CCAGCTGGGCCICAGGGCCCAAGCAGGCCGACTT
2DL1*007 HPGRIL VK 2DL1*007 CCAGCCGGGCCICAGGGACCAAGICAGGCCAACTT
2DL1*008 HPDIP L V K 2DL1*008 CCAGCCGGGCCICAGGGECCAAGCAGGCTGACTT
2DL1*009 HPGRIL VK 2DL1*009 CCAGCTGGGCCICAGGGCCCAAGICAGGCTGACTT
2DL1*010 HPGRIL VK 2DL1*010 CCAGCCGGGCCICAGGGACCAAGCAGGCCAACTT
2DL2*001 HPGRILV K
2DL2*002 HPGRIL VK
2DL2*003 HPGRIL VK D10 \
2DL2*004 HPGIP L VK . n
2DL2*005 HPGRL VK ﬁ:g;g:j*gg; |
2DL3*001 HPGIP L VK KIR5DL1“008 a4 |
2DL3*002 HPGPL VK FRCIE T
2DL3*003 HPGPL VK
2DL3*004 HPGPL VK
2DL3*005 HPGPL VK
2DL3*006 HPGPL VK
2DL3*007 HPGPLV K © . D10
2DS2*00101 H PGP LV K N
2DS2°00102 HPGPL VK o 10°] " i

8" %
2DS2*00103 HPGPLV K S | 5«5’
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Figure 7. 1F12 monoclonal antibody (mAb) recognizes only the KIR2DS2 and KIR2DL3. (a) Codon at position 16 for all referenced KIR2DLI,
KIR2DL2, KIR2DL3 and KIR2DS? alleles. P'® is indicated in bold on grey background. (b) Alignment of nucleotide sequences for all KIR2DL1
alleles around the polymorphic positions 404, 523 and 549. The corresponding electrophoretogram obtained for donor D10 is presented below

the nucleotide KIR2DL1 sequences and polymorphic positions are boxed. (c) Peripheral blood mononuclear cells were stained with CD3- and
CD56-specific mAbs to target natural killer (NK) cells (CD3™ CD56") and the combined use of GL183 with 8Cl1 or 1F12 mAb to target
KIR2DL1" KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2” and KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2” NK cell subsets, respectively, for the D10 individual. D10 is

representative of three individuals of 11 studied individuals.
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Three of the 11 individuals studied carried KIR2DL1*001,
*002 or *008 alleles (C*** C°%° T°%), such as individual
D10 in whom a gene coding for the KIR2DLI with a P'®
was detected. While 8C11 recognized KIR2DL1 molecules
encoded by the KIR2DLI1*001, *002 or *008 alleles, as
illustrated in Fig. 7(c) for individual D10, 1F12 did not
recognize the KIR2DLI molecule with P'®. None of the
studied KIR2DL1*001, *002 or *008 positive individuals
(n =3) expressed a KIR2DL1 recognized by 1F12 upon
flow cytometry analysis. Consequently, in contrast to the
8C11 mAb whose recognition is dependent on P'**, the
P'® binding site is important, but not sufficient for 1F12
recognition. We can therefore hypothesize that the
three-dimensional structure of the KIR2DLI molecule
around the P! site observed for the KIR2DL1*001, *002
and *008 allele-encoded proteins prevents 1F12
recognition.

Discussion

In this paper, we describe the precise characterization of
several newly generated KIR-specific mAbs. Our results
show that some of these mAbs allow for the specific
assessment of KIR2DS1, KIR2DL1 and KIR2DL2 expres-
sion. Using KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2-specific 8C11 in
combination with KIR2DL1/2DSI1-specific EB6, we tar-
geted KIR2DS1 (8C11~ EB6") by excluding the expression
of the major HLA-Cw-specific KIR2DL1/2DL2/2DL3/
2DS2. We demonstrated the cell surface expression of
KIR2DS1 from all of the studied KIR2DS1 genotyped
individuals and found that the frequency of
KIR2DS1" 2DL1™ NK cells is relatively constant (mean of
approximately 6-25%). KIR2DS1 is barely expressed on
CD56~ CD3" and CD56" CD3" T lymphocytes and is
mainly detected on the surface of NK cells and especially
on CD56%™ NK cells. Conversely, using the KIR2DL1/
2DL2/2DL3/2DS2-specific  8C11 with KIR2DL2/2DL3/
2DS2-specific  GL183, we targeted the KIR2DLI1
(8C11" GL1837) by excluding KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2
expression. We found the KIR2DS1 and KIR2DL1 to be
independently expressed on NK cells. Interestingly, we
showed that the frequency of this KIR2DL1" NK cell
population is lower in C1C2 versus C2C2 individuals,
and that the frequency of this KIR2DL1" NK cell subset
is lower in C1C2 individuals who express the correspon-
ding activating KIR2DS1 gene than in KIR2DS1™ CIC2
individuals. Among all of the KIR2DS2-specific mAbs
evaluated, only one mAb, 1F12, did not recognize the
corresponding inhibitory KIR2DL2. The combined use of
KIR2DL3/2DS2-specific 1F12 with KIR2DL2/2DL3/2DS2-
specific GL183 led us to target KIR2DL2 (1F12~ GL183")
by excluding expression of the KIR2DL3 and KIR2DS2.
We found the frequency of KIR2DL2" KIR2DL3/2DS2~
NK cells to be significantly higher in KIR2DL3™ than in
KIR2DL3" genotyped individuals. This observation may
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be explained by a gene—dose effect because KIR2DL2 and
KIR2DL3 segregate as alleles of one locus.®

In most studies to date, inhibitory KIR2DL and acti-
vating KIR2DS have been studied simultaneously using
first developed antibodies EB6 or GL183. Studies using
these antibodies provided new insight into the mecha-
nisms regulating NK cell function via KIR.'> While no
activating KIR2DS1-specific mAbs have helped to identify
their functional surface expression, several studies using
KIR2DS1 transcript” NK clones have shown that
KIR2DS1 is an activating receptor that recognizes the C2
ligand.'»*"** Recently, using the combined association of
8C11/EB6 mAb to exclude KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS2
expression, we have shown that only KIR2DS1" NK cells
from C2~ individuals are C2 alloreactive.*

The presence of cognate HLA class I ligand for a given
KIR has been reported to increase the frequency of NK
cells expressing that particular KIR, and to decrease the
frequency of NK cells expressing other inhibitory KIR.**
Yawata et al. studied KIR2DL1" KIR2DSI™ genotyped
Japanese individuals and showed that the presence of
cognate C2 almost doubled the frequency of KIR2DL1*
NK cells. We observed a significant difference in
KIR2DL1" NK cell frequency only between C1C2 and
C2C2  individuals. Interestingly, by distinguishing
KIR2DS1™ and KIR2DS1" genotyped individuals, we
observed a significant increase in KIR2DL1" NK cells in
C1C2 individuals who do not carry the KIR2DS1 gene.
Our results suggest that not only does the HLA KIR
ligand have an impact on specific KIR NK cell frequency
but so does activating homologous KIR. However, we did
not note any significant differences in KIR2DL2" NK cell
frequency when comparing C1C1, C1C2 and C2C2 indi-
viduals. This may be explained by the fact that KIR2DL2
recognizes a large spectrum of HLA-Cw molecules
including not only Cl molecules (Asp®) but also C2
molecules (Lysso) and HLA-B molecules, as shown
recently.”

Allelic KIR polymorphism can have an impact on KIR
expression and function, as described for KIR3DL1.%* The
allelic KIR recognition of 8C11, revealed by the precise
characterization of its specificity, underlines the caution
required when studying KIR expression, because of the
high allelic KIR polymorphism. It will be necessary to
characterize the KIR specificity of mAbs at the KIR allele
level to avoid misleading interpretation of KIR NK cell
phenotype. The impact of allelic KIR polymorphism on
NK function has not been investigated widely except in
the case of KIR3DLI. Using these new mAbs, it will be
conceivable to study the functional impact of KIR2DL1
and KIR2DL2 polymorphisms. The use of combined 1F12
and GL183 would make it possible to determine the
impact of different C2 ligands, such as Cw*0501-encoded
or Cw*0202-encoded molecules, on KIR2DL2* NK cell
education, even though this has not yet been deter-
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Discrimination between the main activating and inhibitory KIR

mined.”> We showed that 8C11 recognizes KIR2DL1*003
allele-encoded molecules, which are the KIR most
frequently detected in different populations.'*®

From a clinical point of view, these newly characterized
mAbs should represent new and interesting tools in
numerous applications. NK cells present a phenotypic
and functional diversity in distinct tissues, notably uterine
NK cells versus blood NK cells. An investigation of
KIR2DS1 expression on uterine NK cells using a
combination of 8C11 and EB6 should be interesting
because this activating KIR gene has been implicated in
miscarriage and pre-eclampsia.””*® KIR2DS2 expression
has also been reported on CD4" T cells in healthy indi-
viduals,”” as well as in patients affected by rheumatoid
arthritis®® or acute coronary syndrome.’’ In agreement
with reports on the frequency of KIR" T cells in healthy
individuals,”® we observed that the majority of T cells
expressed KIR2DL2/2DL3 but that KIR2DL1" and
KIR2DS1" T-cell frequencies were low. The combined use
of 1F12 with GL183 would be useful to study the impact
of KIR2DL2 and KIR2DS2 on T lymphocytes expressing
only KIR2DL2 or KIR2DS2. Indeed, it has been recently
shown that even though CD4" T lymphocytes
carry KIR2DL2, -2DL3 and -2DS2 transcripts, they
selectively express inhibitory KIR2DL2/2DL3 or KIR2DS2
receptors.”> A number of associations have been identified
between the risk of autoimmune diseases and the expres-
sion of activating KIR2DS1 and KIR2DS2.>* This risk
seems to be increased in the absence of ligands for the
inhibitory counterparts, KIR2DL1 and KIR2DL2/2DL3,
respectively. Studies of KIR genotypes in viral infections
suggest a beneficial role of activating KIR genes but a
deleterious impact of activating KIR genes in autoim-
mune diseases.’>”* A better knowledge of activating KIR
expression and interactions would be essential to under-
stand their contribution to regulating NK cell function.
8Cl1 and 1F12 constitute useful tools to investigate the
functional contribution not only of activating KIR2DS1
and KIR2DS2 but also of inhibitory KIR2DL1 and
KIR2DL2. The combined use of these new mAbs with
commercial EB6 or GL183 mAbs should help to improve
our knowledge of individual KIR contributions to NK cell
biology.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Fig. S1: 1A6 recognize some KIR2DLI1 alleles encoded
molecules. (a) PBMC were stained with CD3 and CD56
specific mAbs to target NK cells (CD3- CD56 + ) and the
combined use of 1A6 with GL183 and 8C11 with GL183
to target KIR2DL1 + KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2- NK
cells and KIR2DL1 + KIR2DL2/2DL3/2DS2- NK cell sub-
sets respectively from 4 different KIR2DS1- KIR2DL1 +
genotyped individuals (D10, 11, D12 and DI13). (b)
Codon at position 114 for all referenced KIR2DS2,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1 and KIR2DL1 alleles. P114
is indicated in bold on grey background. (c) Electrophor-
etograms obtained for D10, D11, D12 and D13 indivi-
duals are presented above the aligned nucleotide
sequences of KIR2DLI1 alleles around the position 404.
Polymorphic position is boxed on the electrophoreto-
grams and indicated in bold on grey background in all
KIR2DL1 allele sequences. D10, D11, D12 and D13 are
representative of 3, 4, 2 and 2 respectively of 11 studied
individuals.
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(a) KIR2DS1 / 2DL1" individuals (b) (C) P
A
position 114 Y
2DS2*00101 S AQ P G P T
D10 2DS2+00102 S AQ P G P T e o e
2DS2*00103 S AQ P G P T
2DS2*002 S AQ P G P T L4
2DS2*003 S AQP G P T D11
2DS2*004 S AQ P G P T o
D11 2DS2*005 S AQ P G P T
2DL2*001 S AQ P G P T J
2DL2*002 S AQ P G P T A 6T
2DL2*003 S AQ P G P T
2DL2*004 S AQP G P T
D12 2DL2*005 S AQP G P T D12 ra
2DL3*001 S AQ P G P T
2DL3*002 S AQ P G P T
2DL3*003 S AQP G P T TR TTe o«
2DL3*004 S AQ P G P T
2DL3*005 S AQP G P T
D13 3 2DL3*006 S AQP G P T D13 n
— 2DL3*007 S AQ P G P T
6 2DS1*001 S AQ P G P T J SQ
2DS1*002 S AQ P G P T it i
2DS1*003 S AQP G P T
2DS1*004 S AQP G P T position 404
2DL1*001 S AQ P G P T 2DL1*001 C AGC/C GGG GTCC
2DL1*002 S AQP G P T 2DL1*002 CAGCCGGGTCC
2DL1*00301 S AQL G P T 2DL1*00301 C A G C T G G G C C
2DL1*00302 S AQL G P T 2DL1*00302 C A G C T G G G C C
2DL1*00303 S AQL G P T 2DL1*00303 C A G C T G G G C C
2DL1*0040101 S A Q P G P T 2DL1*0040101 C A G C/C G G G C C
2DL1*0040102 S A Q P G P T 2DL1*0040102 C A G C € G G G C C
2DL1*00402 S AQP G P T 2DL1*00402 C A G C € G G G C C
2DL1*005 S AQL G P T 2DL1*005 CAGCTGGGTCC
2DL1*006 S AQL G P T 2DL1*006 CAGCTGGGTCC
2DL1*007 S AQ P G P T 2DL1*007 CAGCZCGGGTCC
2DL1*008 S AQP G P T 2DL1*008 CAGCCGGGTCC
2DL1*009 S AQL G P T 2DL1*009 CAGCTGGGTCC
2DL1*010 S AQ P G P T 2DL1*010 C AGCIC GGG GTCC

Supplementary Figure 1: 1A6 recognize some KIR2DL1 alleles encoded molecules. (a) PBMC were stained with CD3 and CD56 specific mAbs to target NK cells (CD3- CD56+) and the combined
use of 1A6 with GL183 and 8C11 with GL183 to target KIR2DL1+ KIR2DL2/2DL3/2DS1/2DS2- NK cells and KIR2DL1+ KIR2DL2/2DL3/2DS2- NK cell subsets respectively from 4 different KIR2DS1
KIR2DL1" genotyped individuals (D10, 11, D12 and D13). (b) Codon at position 114 for all referenced KIR2DS2, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1 and KIR2DL1 alleles. P114 is indicated in bold on
grey background. (c) Electrophoretograms obtained for D10, D11, D12 and D13 individuals are presented above the aligned nucleotide sequences of KIR2DL1 alleles around the position 404.
Polymorphic position is boxed on the electrophoretograms and indicated in bold on grey background in all KIR2DL1 allele sequences. D10, D11, D12 and D13 are representative of 3, 4, 2 and 2
respectively of 11 studied individuals.
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La régulation des fonctions des cellules NK parré&epteurs KIR activateurs est
encore peu connue. Malgré une forte homologie desedomaines extracellulaires du
récepteur inhibiteur KIR2DL1 et de I'activateur KIRS1, le ligand du KIR2DS1 n’a été
mis en évidence que récemment. Différentes étudesées a partir de clones NK
KIR2DS1" semblaient montrer en effet que le KIR2DS1 estréoepteur activateur qui
reconnait les molécules HLA du groupe C2 (Chewreh@l. 2007; Foleyet al. 2008),
comme pour le KIR2DL1. Alors que les cellules cibl@Z sont protégées de la lyse par
les cellules NK KIR2DL1, ces études récentes montraient que les cloneKIRRDST'
étaient alloréactifs vis-a-vis de cellules cible®" .CToutefois, en I'absence d’anticorps
capables de détecter I'expression du KIR2DS1 autéase de ces clones, ce sont des
clones présentant des transcrits KIR2DS1 qui ansélectionnés sans I'assurance que ce
récepteur soit bien présent a la surface cellulde plus, I'interaction directe entre le
KIR2DS1 et les molécules HLA du groupe C2 n'avaét dise en évidence jusque la que

sur des lignées B-EBV grace a des tétrameres (8tetval. 2005).

Aucun anticorps ne permettait donc jusqu’a préseidientifier les cellules NK
exprimant le KIR2DS1 a leur surface, mais l'utitisa de la combinaison des anticorps
8C11 et EB6 décrite précédemment nous a donnésiilplité de cibler les cellules NK
KIR2DS1" et d’étudier la fonctionnalité de ce récepteurivatéur chez de nombreux
individus selon I'environnement HLA autologue etogénique. En effet, puisque les
cellules NK KIR2DLT ne sont fonctionnelles que chez les individus ppssédent le
ligand du KIR2DL1 (Anfosset al. 2006), il semblait intéressant de savoir dansremjer
temps si les cellules NK KIR2DS1étaient bien fonctionnelles, et ensuite si cette
fonctionnalité était dépendante ou non de I'enviement HLA autologue. L'utilisation de

ces outils a permis d’étudier I'impact du KIR2DS1ir ¢es fonctions des cellules NK qui
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I'expriment, a savoir la cytotoxicité grace a lsgdnulation (expression du CD107a), la
production de cytokines (expression de I'liNet la prolifération, et ce en fonction de la
présence ou non de son ligand dans I'environnetdeAt autologue et allogénique (C2

ou C2).

L’étude de la dégranulation et de la productiorFN4y a été menée par Gaélle
David. Les cellules NK KIR2DS1ont tout d’abord été triées grace a un modulericset
cytometre, puis stimulées pour les amplifier avdatles étudier. Le pourcentage de
cellules NK KIR2DS1 observé pour les PBMC de plusieurs individus éniteffet trop
faible. De plus, il était difficile de mettre eniégnce leurs fonctions sur des cellules au
repos. Comme la fonction inhibitrice de I'hnétérodnm CD94/NKG2A pouvait interférer
avec le réle activateur du KIR2DS1, un anticorpactiue du NKG2A a été ajouté afin
de cibler uniquement les cellules KIR2DSNKG2A'". La dégranulation et la production
d’'IFN-y par ces cellules a été étudié vis-a-vis de ciBl&BV déficientes en molécules
HLA de classe | (lignée 221), ou exprimant uniquettes molécules HLA du groupe C1
(221-C1) ou du groupe C2 (221-C2) a leur surfaceudNavons ainsi pu observer que la
dégranulation des cellules NK KIR2DSNKG2A™ était nettement plus importante vis-a-
vis d’'une cible C2que C2 Afin de vérifier que cette augmentation de laotyxicité était
bien causée par l'interaction entre KIR2DS1 et lsgend C2, des expériences de blocage
ont été réalisée grace a I'anticorps EB6. L'ajogtl'dnticorps EB6 inhibe la cytotoxicité
vis-a-vis des cibles 221-C2 tout en augmentant cal-a-vis de la lignée 221, ce qui

confirme la capacité de ces cellules NK KIR2D&Xégranuler en présence de cible& C2

Ces expériences de cytotoxicité ont ensuite ététéép sur des PMBC issues

d’autres individus qui ont été classés en deuxgcaitgs selon I'expression ou non du
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ligand C2 dans leur environnement HLA autologuen afe savoir si, comme pour le
KIR2DL1, celui-ci avait un impact sur la fonctioresi cellules NK KIR2DS1 Les
résultats obtenus sont particulierement intéresgansqu’ils montrent que les cellules NK
KIR2DST" sont fonctionnelles et alloréactives vis-a-vis alleles cellulaires C2 et ce
uniquement chez des individus ‘C2es résultats ont été établis pour la dégrammathais

€galement pour la production d’IFN-

Peu d’études ont été menées sur la fonction ddférailon des cellules NK
exprimant des récepteurs KIR. Lors des greffesalleles souches hématopoiétiques les
cellules NK sont les premieres a réapparaitreles groliferent de maniére importante. Il
paraissait donc judicieux de s’intéresser a cettetfon de prolifération des cellules NK.
Pour cela, nous avons utilisé un modeleitro afin de limiter les nombreux parametres
associés a la greffe et de tester I'impact de @iffts environnements HLA allogéniques
sur la prolifération des différentes sous-populaioNK KIR. Ce modeélein vitro
d’amplification des cellules NK avait été decriepédemment (Clemenceatial. 2006) et
il semblait adapté pour déterminer si la prolifinatdes cellules NK EB6(KIR2DL1/S1)
était modulée ou non par la présence ou I'abseans Henvironnement allogénique du
ligand C2. Les PBMC d’individus dont le génotypeRkét HLA était connu ont donc été
stimulées par deux lignées B-EBV, I'une @2 l'autre C2. Nous nous sommes d’abord
assurés que l'amplification des cellules NK totaétait bien similaire dans les deux
contextes en terme de nombre absolu et de fréquérdeeolution des fréquences des
cellules NK EB6 de différentes catégories d'individus a ensuite é&tdiée au cours du
temps selon la présence ou non du gene KIR2DS1étekes statistiques ont été réalisées
par Véronique Sébille, une biostatisticienne, déndéterminer si les différences observées

étaient significatives a un point donné mais adass le temps. En prenant en compte tous
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les individus, nous avons observé que la fréquedes cellules NK EBB était
significativement plus importante dans un environeet allogénique CXjue CZ2 aprés
deux semaines d’amplification. Cette observation cemfirme chez les individus
KIR2DL1" KIR2DST ou la fréquence des cellules NK EB$st toujours plus importante
dans un environnement allogénique” @Rie C2, et ce quelque soit le typage HLA
autologue. Ce dernier parameétre est important paisipez un individu C2les cellules
NK KIR2DL1" ne sont pas éduquées et donc non fonctionnebigsleb cellules NK
KIR2DL1" semblent pourtant fonctionnelles puisqu’elles réemt a I'absence du ligand
C2 en proliférant. Cette levée de I'absence d’étiloicgpeut étre expliquée par le contexte

viral (EBV) ou cytokinique (IL-2).

Chez les individus KIR2DL1KIR2DST, il n’y a pas de différence de fréquence
des cellules NK EBBentre les deux conditions, CBu C2. Ceci suggére un impact du
KIR2DS1 sur la prolifération des cellules NK. C’'@sturquoi nous avons ensuite étudié la
prolifération de chacune des populations EB&ns ces différents contextes. Pour cibler la
population KIR2DS1, nous avons utilisé I'anticorps 8C11 disponibldahoratoire et qui
a eté décrit précédemment. Grace a la combinaissmudticorps 8C11 et EB6, nous avons
pu étudier I'évolution des fréquences des celludis KIR2DSI™ dans ces deux
environnements allogéniques, 'C&t C2. De plus, comme linteraction KIR2DS1-C2
n'avait pu jusque la étre mise en évidence qu'alexclignées B-EBV, I'impact de 'EBV
a été étudié en stimulant les PBMC a la fois parldmées B-EBV et par les lymphocytes
B correspondants. Les individus ont également Eigsés selon la présence ou non du
ligand HLA-C2 au niveau autologue afin d’étudiernsompact sur la fonction de
prolifération. Les résultats obtenus confirmentdesnées obtenues pour les fonctions de

dégranulation et de production de cytokines. Emtgefllors qu'aucune différence de
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fréquence des cellules NK KIR2DSh’est observée chez les donneurs @grés deux
semaines d’amplification, cette fréquence est physortante dans un environnement'C2
que C2 chez les donneurs C2t ce quel que soit le type de cellules cibléissées (B-

EBV ou lymphocytes B non transformeés).

Ce travail a donc permis de mettre en évidencepbioh du récepteur activateur
KIR2DS1 sur les fonctions des cellules NK. Ainsislcellules NK KIR2DS1 sont
alloréactives vis-a-vis de cellules cibles qui présnt un ligand C2. Stimulées par des
lignées cellulaires C2 les cellules NK KIR2DS1 sont cytotoxiques et produisent des
cytokines. En termes de prolifération, cela seuitgolar une fréquence plus importante de
cellules NK KIR2DS1 aprés amplification par des lignées'@Rie par des lignées T2
Toutefois, ces cellules NK KIR2DShe sont alloréactives vis-a-vis de cellules cilii&s
que chez des individus C2.es individus C2 semblent ainsi protégés d’'une potentielle
autoréactivité de leurs cellules NK KIR2DSINos données montrent donc pour la
premiere fois que chez les individu qui possederkIR2DL1 et le KIR2DS1, seule la
population NK KIR2DLT est fonctionnelle chez les individus Talors que seule la

population NK KIR2DS1 est fonctionnelle chez les individus C2
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NK-cell function is regulated by a balance between inhibitory and activating killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIR) that specifically recognize HLA class I molecules.
Using KIR-specific mAb to discriminate between KIR2DS1 and KIR2DL1 receptors, we
show that KIR2DS1* NK cells are C2-alloreactive only from C2~ individuals. Moreover,
using an in vitro model of NK-cell expansion, we show here that the frequency of KIR2DL1*
NK cells is significantly higher in the absence of C2 ligand on stimulator EBV-B cells than in
its presence. This observation was made regardless of the presence or absence of the
autologous C2 ligand, suggesting that the C2~ EBV-B stimulator cells used in this in vitro
model could activate unlicensed KIR2DL1* NK cells. In the case of KIR2DL1"/S1" genotyped
individuals, KIR2DS1" NK-cell frequency was increased after stimulation with C2*
compared with C2~ stimulator B cells, but only from C2~ individuals. Altogether, these
data highlight the C2 alloreactivity of KIR2DS1* NK cells that is only observed in C2~
individuals. These results provide new insights into the way in which NK KIR cell
expansion might be regulated in an allogeneic environment.
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Introduction

The discovery of NK-cell alloreactivity has provided new insight
into hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) [1-3]. This
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is due to the potential cytotoxic activity of these cells and their
ability to eliminate recipient leukemia cells, thereby limiting graft
rejection while protecting against GVH disease. NK cells
express inhibitory receptors specific for self-HLA class I molecules
and can therefore detect the difference and/or loss of HLA
class I molecules that characterize allogeneic and tumoral cells,

*These authors contributed equally to this work.
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respectively [4]. This “missing self” recognition is ensured by
three types of NK-cell receptors: immunoglobulin-like transcripts,
(CD94/NKG2) and killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIR). Immunoglobulin-like
transcript 2 interacts with the mostly conserved B,-microglobulin
and o3 domains of HLA class I molecules and consequently
recognizes all HLA class I molecules (HLA-A, -B, -C and -G) [5].
The CD94/NKG2A receptor broad HLA class I
specificity, by recognizing leader peptides of most HLA-A, -B, -C
and -G molecules presented by the ubiquitous HLA-E
molecule [6]. In addition, four different inhibitory KIR seem to
play a major role in alloreactivity due to a more specific

C-type lectin-like molecules

displays

recognition of different HLA class I-encoded ligands. HLA-C
allotypes with asparagine at position 80 (Cl ligands) are
recognized by KIR2DL2/3, HLA-C allotypes with lysine
at position 80 (C2 ligands) are recognized by KIR2DL1, HLA-A
and -B allotypes with a polymorphic sequence motif at
positions 77-83 (Bw4 motif) are targeted by KIR3DL1, and
HLA-A3 and -All are recognized by KIR3DL2 [7]. Importantly,
this NK-cell cytotoxic activity is governed by a balance
between inhibitory and activating KIR. However, although the
ligands and functions of inhibitory KIR are well documented, this
is not the case for activating KIR. Thus, regulation of KIR NK-cell
functions by activating signals remains unclear. Although no
activating KIR2DS1-specific mAb lead to identify its functional
surface expression, different studies from KIR2DS1 transcript™
NK clones led to show up that KIR2DS1 is an activating receptor
recognizing C2 ligand [8-11]. Inhibitory KIR differ from
activating KIR mainly in their intracytoplasmic domain. Inhibi-
tory KIR bear immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
responsible for transducing the inhibitory signal. Activating KIR
on the other hand are associated with the signal transduction
protein DAP12, which contains the immunoreceptor tyrosine-
based activation motif [12, 13]. NK-cell subsets recognizing self-
HLA class I molecules can be distinguished based on differences
in expression of all of these KIR [14].

The independent segregation of HLA and KIR genes raises the
possibility that any given individual can express only the
receptor or the corresponding ligand, or both the receptor and
the ligand [15]. However, in mice, NK-cell education seems
to be dependent on the MHC environment, given that NK cells
acquire functional competence through “licensing” by self-MHC
molecules [16]. The mechanism of “licensing” could involve a
positive role for MHC-specific inhibitory receptors and
could require the cytoplasmic inhibitory motif. Thus, only NK
cells expressing inhibitory receptors specific for a self-MHC
molecule undergo full functional maturation. In humans, a
similar process of “NK licensing” by self-HLA molecules has
been recently demonstrated and KIR/self-HLA class I molecule
interactions play a key role in this process [17]. However,
in the context of HSCT, there is limited information on the
impact of donor allogeneic HLA class I molecules on KIR
expression by the recipient NK-cell repertoire. Moreover,
although numerous studies have underlined the emerging
implication of different activating KIR genes in HSCT [18-23],

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Innate immunity

the question concerning the role played by activating KIR has yet
to be answered.

In the present paper, we defined the conditions whereby
KIR2DS1* NK cells could be functional using a combination of
KIR-specific mAb targeting KIR2DS1 expression on NK cells.
Functional assays of degranulation and IFN-y production
showed that KIR2DS1" NK cells are C2 alloreactive only from
C2™ individuals. both KIR2DL1 and KIR2DS1
receptors recognize C2 ligand but they have opposing signaling
requirements, we sought to determine how allogeneic C2 ligands
can modulate the expansion of the KIR2DL1/S1 NK-cell
pool. For this, we used an in vitro culture where NK cells were

Because

amplified over a period of 2wk. In this system, PBMC
from different KIR and HLA-genotyped individuals were stimu-
lated with C2~ or C2" allogeneic B-cell lines. As determined
using EBV-transformed B-cell lines, the frequency of KIR2DL1™"
NK cells from KIR2DL1*/S1~ genotyped individuals was
significantly higher in the absence of C2 ligand on stimulator
EBV-B cells in comparison to the C2* counterparts. This obser-
vation was made regardless of the presence or absence of C2
ligand expression by the individual, suggesting that in
this in vitro model, C2~ EBV-B stimulator cells can activate
unlicensed KIR2DL1" NK cells from C2~ individuals. In
the case of KIR2DL1"/S1* genotyped individuals, no difference
in KIR2DL1/S1 NK-cell pool frequency was
between C2~ or C2* EBV-B stimulator cell environments.
However, when EBV™ B cells were used as stimulators,
we found that the KIR2DL1 /S1* NK-cell subset expanded
after stimulation with C2* B cells, but only from C2 individuals.
All  these data better understanding
of factors regulating KIR NK-cell alloreactivity, which bring
into play the allogeneic HLA environment, the education process
via inhibitory KIR-HLA interactions and the activating KIR.

observed

contribute to a

Results
KIR2DS1* NK cells are C2 alloreactive

In an attempt to determine whether KIR2DS1" NK cells were
cytotoxic, we performed degranulation experiments (CD107a)
using four-color flow cytometry. To this end and to precisely
characterize KIR2DS1" NK cells, we used a KIR2DL1/2/3 and
KIR2DS2-specific mAb (8C11) recently generated in our labora-
tory, in combination with the KIR2DL1/S1-specific EB6 mAb to
target KIR2DS1 expression (8C11~ B6™) by a specific pattern of
binding (Supporting Information Fig. 1). Using this mAb
combination, KIR2DS1" (8C11~ B6™) NK cells were character-
ized by the absence of KIR2DL1, 2DL2, 2DL3 and 2DS2
expression, ruling out a possible modulation of NK-cell function
by these HLA-Cw-specific KIR. The frequency of the KIR2DL1/2/
3/2DS2 KIR2DS1* NK-cell subset is generally low, as illustrated
in Fig. 1A for the individual D1 (2.7%). Thus, for the subsequent
functional studies, we sorted this KIR2DS1* NK-cell population
from CD3 depleted PBMC and amplified it in vitro using a mix of
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Figure 1. KIR2DS1* NK cells are C2 alloreactive. (A) After depletion of CD3"* cells from PBMC, KIR2DS1*KIR2DL1/2/372DS2”~ NK cells
(NKp46"8C11EB6*) were cell sorted (2.7% of the population; d0) and amplified in vitro with irradiated allogeneic PBMC and EBV-B cells as
feeders. After 3wk of stimulation (d20), the phenotype of these sorted and stimulated cells was assessed by flow cytometry and is illustrated for 1
representative KIR2DS1* genotyped individual (D1) out of 12 studied individuals. Eighty-one percent of these amplified cells are NKp46"NKG2A*
(first dot plot) and 73.5% of the NK cells (i.e. NKp46™ cells) are KIR2DS1*KIR2DL1/2/372DS2~ (8C11 EB6", second dot plot). The last dot plot shows
that the majority of these amplified KIR2DS1*KIR2DL1/2/372DS2~ NK cells expressed the inhibitory NKG2A marker (8C11"NKG2A*), with only 6%
not expressing the NKG2A molecule (8C11"NKG2A™). (B) Functional assays were performed on NKG2A~ and NKG2A" gated cell populations.
Results of CD107a mobilization obtained for a representative KIR2DS1" genotyped individual (D1) were presented after stimulation of the NKG2A™/
NKG2A" gated KIR2DL1/2/372DS2 KIR2DS1* NK cells with 221, 221-C1 and 221-C2 cell lines in parallel to the control (medium). Percentages of
CD107a* NK cells observed by flow cytometry are indicated on the density plots for all conditions of stimulation. A representative experiment of 12

performed with 11 other individuals is shown.

irradiated allogeneic feeders. Following stimulation, a majority of
NK cells characterized as expressing the specific NK-cell marker,
NKp46* [24], expressed the inhibitory NKG2A marker (81%) at
day 20 (Fig. 1A). However, within KIR2DS1" NK cells (73.5%),
some of them (6%) did not express NKG2A, as illustrated in the
last density plot (Fig. 1A). The CD94/NKG2A heterodimer
expressed on NK cells is an inhibitory receptor specific for the
non-classical HLA-E molecule expressed by almost all cells that
display classical HLA class I molecules. Its expression on
KIR2DS1" NK cells may inhibit the triggering signal of KIR2DS1
engagement. We thus assessed the function of KIR2DL1/2/3/
2DS2 KIR2DS1" NK cells expressing or lacking this inhibitory
NKG2A marker. As illustrated for the KIR2DS1" individual D1
(Fig. 1B), the frequency of CD107a*NKG2A"KIR2DS1" NK cells
(33.3%) is higher than the frequency of CD107a*
NKG2A KIR2DS1* NK cells (15%) after stimulation with HLA
class I-deficient 771.221 (221) cells. This higher frequency of
CD107a"NKG2A"KIR2DS1" NK cells after 221 cell stimulation
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can be explained by the absence of CD94/NKG2A engagement
with its ligand HLA-E, which is absent from the membrane of 221
target cells. When using Cl-transfected 221 (221-C1) cells that
express HLA-E, the engagement of CD94/NKG2A expressed on
NKG2A*KIR2DS1* NK cells contributed to the protection of
HLA-E* 221-C1 target cells (22.7%). On the contrary, after
stimulation with C2-transfected 221 (221-C2) cells that expresses
HLA-E, the percentage of CD107a*KIR2DS1*NKG2A™ NK cells
was similar to those observed with 221 cells (32.7 and 33.3%,
respectively) (Fig. 1B). In parallel, the percentage of the
NKG2A KIR2DS1* NK-cell populations expressing CD107a was
considerably greater (40.6%) after stimulation with 221-C2 cells
in comparison to 221 (15%) or 221-C1 cells (19.3%), suggesting
that a triggering of KIR2DS1 by C2 happened. We analyzed the
functional response of NKG2A KIR2DL1/2/3/2DS2 KIR2DS1™"
NK cells, phenotypically characterized (Fig. 2A), in presence and
absence of KIR2DL1/S1-specific EB6 mAb (Fig. 2B). EB6 mAb
inhibited CD107a mobilization on KIR2DS1" NK cells against
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Figure 2. KIR2DL1/S1-specific EB6 mAb inhibited the cytolytic activity of KIR2DS1* NK cells against C2 target cells but triggered their cytolytic
activity against 221 cells. (A) After depletion of CD3" cells from PBMC, KIR2DS1*KIR2DL1/2/372DS2~ NK cells (NKp46*8C11 EB6*) were cell sorted
and amplified in vitro with irradiated allogeneic PBMC and EBV-B cells as feeders. The phenotype of the sorted, stimulated cells after 3wk of
coculture is illustrated for a representative KIR2DS1* genotyped individual (D26) out of three studied individuals. Almost all of stimulated cells
were NKp46EB6" (first dot plot) and 95% of the NK cells (i.e. NKp46™* cells) were 8C11 EB6" (second dot plot) showing that KIR2DS1*KIR2DL1/2/
372DS2™ NK cells (NKp46* 8C11 EB6*) were specifically amplified. The low proportion of KIR2DS1* NK cells stained by the 8C11 mAb (around 5% of
EB6* NK cells) were GL183* (data not shown). Although the majority of amplified KIR2DS1*KIR2DL1/2/372DS2~ NK cells expressed the inhibitory
NKG2A marker (third dot plot), 9.5% did not express NKG2A. (B) The functional assays were performed on the NKp46*GL183 " NKG2A™~ gated cell
population. Results of CD107a mobilization obtained for a representative KIR2DS1* genotyped individual (D26) were presented after stimulation
with 221, 221-C1 and 221-C2 cell lines in parallel to the control (medium). The bars indicate the percentages of CD107a*NKG2A KIR2DL1/2/
372DS2 KIR2DS1* NK cells observed by flow cytometry. KIR2DS1 receptor was blocked with EB6 mAb (grey bar) and isotype control (open bar). A

representative experiment of three performed with two other C1C1 individuals (D2 and D26) is shown.

221-C2 target cells. However, EB6 mAb triggered cytolytic
activity of KIR2DS1" NK cells against 221 cells. These results
demonstrate the functional ability of KIR2DS1" NK cells (either
NKG2A* or NKG2A ™) to degranulate when challenged with C2*
target cells. However, it is in the absence of NKG2A expression
that we highlighted the C2 alloreactivity of KIR2DS1* NK cells.

C2 alloreactive KIR2DS1* NK cells are functional only
from C2~ individuals

In order to determine whether the functional capacities of the
KIR2DS1* NK cells are dependent or not on autologous HLA
ligand (C2) and the autologous KIR2DL1 gene, we assessed
CD107a expression and IFN-y production (Fig. 3A) by the sorted
and amplified KIR2DS1'KIR2DL1/2/3/2DS2~ NK cells that
did not express NKG2A from four C2 KIR2DL1* individuals
(D1-D4), one C2 KIR2DL1™ individual (D5) and seven
C2*KIR2DL1" individuals (five C2C2 and two C1C2 individuals)
(D7-D10 and D29-D31). The HLA and KIR genotypes of these 12
individuals are presented in Table 1. The results of CD107a
expression and IFN-y production are presented for the
C2 KIR2DL1" individual D3 (Fig. 3A), for the C2 KIR2DL1™
individual D5 (Fig. 3B) and for the C2*KIR2DL1" individual D10
(Fig. 3C). Interestingly, only C2~ individuals harboring the
KIR2DL1 gene (D1-D4) expressed CD107a marker (Fig. 3A

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

and D) and produced IFN-y (Fig. 3A and E) when challenged
with 221-C2 cell line as previously observed for both
individuals D1 and D26 who were C2 KIR2DL1" (Figs. 1B
and 2). Indeed, the functional experiments performed in
the case of a unique C2"KIR2DL1"™ individual (D5) (Fig. 3B)
or from seven C27 (D7-D10 and D29-D31)
illustrated by D10 (Fig. 3C) revealed a low percentage of cells
expressing CD107a (Fig. 3D) or producing IFN-y (Fig. 3E)
after stimulation with 221-C2 in comparison to 221 or
221-C1 cell lines. Freshly isolated C2"NKG2A KIR2DL1/2/3/
2DS2 KIR2DS1* NK cells did not respond to 221-C2 cells (data
not shown), suggesting that these cells have to be previously
activated to lyse C2% target cells. NKG2A KIR2DL1/2/3/
2DS2 KIR2DS1" NK cells from C2~ and C2* individuals
expressed similarly CD107a molecule in response to PMA and

individuals

ionomycin stimulation (data not shown). To conclude, C2
alloreactive KIR2DS1*" NK cells are functional in terms of
degranulation and IFN-y production, but only when they are
derived from C2~ individuals.

Impact of allogeneic C2 ligand expression on the
evolution of the KIR2DL1/S1 NK-cell expansion

Both inhibitory KIR2DL1 and activating KIR2DS1 receptors
recognize HLA-Cw molecules of the C2 (C2) group [7]. It has
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Figure 3. C2 alloreactive KIR2DS1* NK cells are functional only from C2~ individuals. The function of the NKG2A“KIR2DL1/2/372DS2 KIR2DS1*
NK-cell population obtained after cell sorting and cell amplification (as described in Fig. 1A and Materials and methods) was assessed in terms of
IFN-y production and degranulation capacity from five C2~ (C1C1) (D1-D5) and seven C2* individuals (five C2C2 and two C1C2) (D7-D10 and
D29-D31) individuals. CD107a expression and IFN-y production were defined by flow cytometry on gated NKG2A KIR2DL1/2/372DS2 KIR2DS1* NK-
cell population after stimulation with 221, 221-C1 and 221-C2 in parallel to the control (medium). (A) Density plots obtained for a representative
C27KIR2DL1" individual (D3), (B) C27KIR2DL1™ individual (D5) and (C) C2"KIR2DL1"* individual (D10) illustrating CD107a expression and IFN-y
production for which percentages were indicated on top of the density plots. (D) CD107a expression or (E) IFN-y production observed for four
C2 KIR2DL1* individuals (D1-D4), one C2~KIR2DL1" individual (D5) and seven C2*KIR2DL1* individuals (D7-D10 and D29-D31) are presented.

been shown that KIR2DL1 binds the C2 ligand, inhibiting
freshly isolated KIR2DL1* NK-cell cytotoxicity and cytokine
production only from C2% individuals [17]. In contrast, we
demonstrated in this study that KIR2DS1 binds C2, triggering the
same cellular functions of KIR2DS1™ NK cells, but only
from C2" individuals. Given that C2 is the ligand of KIR2DL1
and KIR2DS1 receptors and that they have opposing
signaling requirements, we next investigated the impact
of allogeneic C2 ligand on the evolution of the KIR2DL1/S1
NK-cell pool frequency using an in vitro allogeneic model
of NK-cell expansion. We studied NK-cell amplification by
stimulating PBMC from selected individuals with two
different irradiated allogeneic C2~ or C2" EBV-B-cell lines: FEB
(C27) and DAX (C2%). The frequency of CD3 CD56" NK cells
and of EB6* (KIR2DL1/S1) CD3 CD56" NK cells was deter-
mined by flow cytometry at days 0, 6, 9 and 16 following
stimulation by either C2~ (FEB) or C2* (DAX) EBV-B-cell lines.
The study was carried out using PBMC from 16 healthy
individuals (D14-D29), the HLA and KIR genotypes of whom
are presented in Table 1.

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

The absolute cell numbers ( x 10° cells), determined at days
0, 6,9 and 16 after PBMC stimulation by either FEB (C27) or DAX
(C2%) EBV-B-cell lines, demonstrate a cellular amplification in
this model of around 8-fold for total cells and around 80-fold for
NK cells, as illustrated for a representative individual D23
(Fig. 4A). The absolute number and the percentages of EB6* NK
cells observed in FEB (C27) and DAX (C2™") stimulating envir-
onments (Fig. 4B) for D23 show that although the frequency
of EB6" NK cells did not increase at day 6 with FEB and DAX
EBV-B-cell lines, the absolute number of EB6" NK cells increased
in both stimulating conditions. No contraction of the EB6™
NK-cell subset was observed. All KIR NK-cell subsets amplified in
this model but with different magnitude and no contraction of
any KIR NK-cell subset was observed. After 2wk of culture, the
majority (>60%) of the amplified cells were NK (CD3~ CD56™)
cells independently of C2~ or C2" EBV-B-cell stimulation. Figure
4C illustrates the evolution of NK-cell frequency (8% at day 0 and
84.7% at day 16) from PBMC of the individual D23 stimulated
with the C27 EBV-B-cell line. Even though absolute number of NK
cells can be a little bit different after FEB and DAX stimulations
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Table 1. The HLA and KIR genotypes of individuals included in the study

HLA typing HLA- KIR typing
Cw KIR
ligands
Ax A% Bx Bk Cwx Cwsk 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1
D1 01 08 07 Cl1C1 + + + + + + + + + + + — — —
D2 31 68 18 39 07 12 C1C1  + + + + + + + + + + - - + +
D3 24 68 18 27 01 12 Ci1Cc1 + - + + + + + + + — - - + +
D4 25 30 39 18 07 12 CIC1 + -« + + Null® + + + - - - 4 +
D5 02 33 14 15 03 08 CiC1 - + - + + + + + + + - - + +
D6 01 29 08 44 07 16 Cl1C1 - + + + — + + + - + - + — —
D7 02 02 40 51 02 04 C2C2 + + + + + - + + + + + - + +
D8 02 02 18 35 04 05 C2C2 + - + + + + + + + - + - + +
D9 24 34 14 35 04 15 C2C2 + - + + + + + + + - — — + +
D10 01 32 07 37 06 15 C2C2 + - + + + - + + + - — — + +
D11 24 07 15 02 c2Cc2 + + + + + - + + + + + - + +
D12 11 68 35 44 04 05 C2C2 + - + + + + + + + — — — + +
D13 03 24 18 35 04 05 C2C2 + + + + — + + + — + — — — —
D14 03 24 07 14 07 08 Ci1C1 + — + + — + + + - - - + — —
D15 02 33 52 57 07 12 C1C1  + — + + — + + + — — - — _ _
D16 02 24 15 03 c1Cc1  + + + + — + + + — + — — — —
D17 01 02 07 08 07 cic1 + — + + — + + + - - - + — —
D18 01 02 40 15 03 c1c1  + — + + — + + + — — — — — —
D19 03 68 35 15 03 06 Ci1C2 + + + + + + + + - + + — — —
D20 02 24 07 40 02 07 C2C1 + — + + — + + + - - - — — —
D21 02 03 15 49 04 07 C2C1 + + + + — + + + — + — + — —
D22 11 23 35 44 04 c2Cc2 + + + + — + + + — + — + — —
D23 32 23 45 41 06 17 C2C2 + — + + — Null® + + - - - — — —
D24 02 33 49 58 03 07 Ci1C1 + + - + + Null® + + + + + — + +
D25 03 08 18 07 c1Cc1  + — + + + + + + + — - - + +
D26 01 24 08 39 07 cict  + - + + + + + + + - + + + +
D27 24 18 44 07 16 C1C1 - + - + + + + + + + - + + +
D28 02 39 44 05 07 C2C1 + — + + + + + + + — - - + +
D29 02 11 40 44 02 05 (C2C2 + + - + + Null® + + + + + - + +
D30 01 33 14 37 08 06 C1C2 + + + + + + + + + + + - — +
D31 29 68 14 45 06 08 (C2C1 + + + + + + + + + + + - + +

3 The KIR3DL1 gene was detected by PCR but the cell surface expression of KIR3DL1 receptor was not detected by flow cytometry.

(Fig. 4A), the percentage of NK cells was always similar for all
studied individuals as illustrated for individual D23 in Fig. 4C
after stimulation with FEB (C27) and DAX (C2") EBV-B-cell lines.
Consequently, by comparing the evolution of EB6% NK-cell
frequency after FEB (C27) and DAX (C2*) EBV-B-cell line
stimulations, a bias induced by the different amplifications of
total cells is not possible. Next, we then checked if EB6" NK-cell
frequency was increased to the same extent with both FEB (C27)
and (C2™) EBV-B stimulator cells.

We found that EB6" (KIR2DL1/S1) cell frequency was
significantly higher (p = 0.038) after stimulation of PBMC with
the C2~ EBV-B-cell line compared with stimulation with the C2*
EBV-B-cell line (Fig. 4D). To further confirm the impact of C2
expression by stimulator cells, the frequency of the EB6" NK cells
was monitored after stimulation by the autologous EBV-B-cell
line and by the HLA class I-deficient 221 cell line for five and nine

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

individuals respectively, in parallel to stimulation with the FEB
(C27) and DAX (C2%) EBV-B-cell lines. As illustrated for the
individual D17 (Fig. 4E), the KIR2DL1"* NK-cell frequency was
higher when PBMC were stimulated with C2~ EBV-B-cell lines
(C2™ FEB, C27 autologous EBV-B-cell line and 221 EBV-B-cell
line) in comparison with the C2* DAX EBV-B-cell line. We
observed that the frequency of the KIR2DL1/S1 NK-cell pool was
higher after 16 days of culture with C2~ than with C2* EBV-B-cell
stimulation.

Unlicensed KIR2DL1" NK cells respond to the absence
of C2 ligand on EBV-B stimulator cells

In order to evaluate the impact of the KIR2DS1 gene on the
expansion of the EB6% NK cells observed in C2~ and C2*

www.eji-journal.eu



B 3480  Maelig Morvan et al. Eur. J. Immunol. 2008. 38: 3474-3486

A —o— Total cells (FEB stimulation) B =3 millions of EB6+ NK cells (FEB)
—a— Total cells (DAX stimulation) 1 millions of EB6+ NK cells (DAX)
---0-- NK cells (FEB stimulation) -o0— % of EB6+ NK cells (FEB)
50 ---m-- NK cells (DAX stimulation) -&— % of EB6+ NK cells (DAX)
% _ 6 - 30 )
@ w2 5+ T25 3
€% 5 8 o
ol = 4T T20 X
23 3 Z
28 EX 3+ +15 %
= = = m
2= o3 2T +1o W
< 50 5
SE 1T T5 &
o]
| < 0 0

—— % of NK cells (FEB)
—=— % of NK cells (DAX)

C 100
g 1)

@ 80

© < 60

Q Z 40

o 5
X 20

0+
0 6 9 16
Days

D KIR2DL1* individuals (N=16) E Individual D17 (KIR2DL1%)

< 30 —~ 20

X 2

0 25 © 15

g 20 3 —o— FEB (C2-)

x 15 x 10 _m DAX (C24)

o 10 p=0.038 o 5 ¢ 221 (HLA class | deficient)

o 5 o - autol. EBV-B cell line (C2-)

0 0+
16 0 6 9 16
Days Days

Figure 4. Impact of allogeneic C2 ligand expression on the evolution of the KIR2DL1/S1 NK-cell expansion. Frequencies of CD3 CD56" cells,
described as NK cells, and EB6" NK cells were determined for 16 individuals (D14-D29) by flow cytometry at days 0, 6, 9 and 16 following
stimulation with the irradiated C2~ FEB or C2* DAX EBV-B-cell line as described in “the Materials and methods”. (A) Shown are absolute numbers of
total cells and NK cells ( x 10° cells), (B) absolute numbers ( x 10° cells) and percentages of EB6* NK cells, (C) density plots presenting percentages of
CD3 CD56" NK cells obtained with C2~ FEB EBV-B-cell lines and graph representing percentages of NK cells obtained in C2~ FEB and C2* DAX EBV-
B-cell cocultures. (D) EB6* NK-cell frequency at different time points after PBMC culture with the C2* DAX EBV-B-cell line () or the C2~ FEB EBV-B-
cell line (o) from all individuals (n = 16; D14-D29). Means and SD for 16 experiments. p = 0.038. Repeated measures ANOVA using linear mixed
models were used. (E) PBMC from a C2KIR2DL1" individual (D17) were stimulated with the C2™ autologous EBV-B-cell line (A), the HLA class I-
deficient 221 cell line (x ), the C2~ FEB (o) and C2* DAX EBV-B (M) cell lines. Results are representative of five experiments performed for five
individuals with autologous EBV-B-cell line and nine experiments performed for nine individuals with the 221 cell line in parallel to the
stimulation with the C2~ FEB and C2* DAX EBV-B-cell lines.

stimulatory environments, KIR2DS1~ (n=10; D14-D23) Evolution of KIR2DL1/S1 NK-cell expansion in

and KIR2DS1" individuals (n=6; D24-D29) were analyzed C2 KIR2DL1%/S1* genotyped individuals

comparatively. In the KIR2DS1™ individual group in

which only the KIR2DL1 receptor was expressed, the In contrast to KIR2DL1"/S1™ individuals, KIR2DS1" individuals
frequency of KIR2DL1" NK cells was significantly higher after =~ (D24-D29) (n=6) express both KIR2DL1 and KIR2DS1
stimulation with C2~ EBV-B-cell stimulators than the C2*  receptors. For these KIR2DS1* individuals, the same
counterparts (p<0.001) (Fig. 5A). Regardless of whether EB6" NK-cell frequency was observed (p=0.233) following
the KIR2DL1%/S1™ individuals expressed (n=15; D19-D23) either C2~ or C2" EBV-B-cell stimulation (Fig. 6A). The
(Fig. 5B) or not (n=5; D14-D18) (Fig. 5C) the C2 ligand, majority of studied KIR2DS1* individuals (n=6) did not
the KIR2DL1* NK-cell frequency was higher after coculture express autologous C2 ligand (n=4; D24-D27). For
with C2~ than with C2* EBV-B cells (p=0.015 and 0.033, these C2 KIR2DL1*/S1" individuals, the EB6" NK-cell frequen-
respectively) suggesting that even when the individuals cies observed with C2~ and C2* EBV-B stimulator cells
do not express C2 ligand, unlicensed KIR2DL1* NK cells  was similar (p = 0.580) (data not shown). For the C2~ individual
respond to the absence of C2 ligand on stimulator cells in this D27 who was genotyped as KIR2DL1™ and expressed only the
in vitro model. KIR2DS1 receptor, the difference in EB6% NK-cell frequency
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Figure 5. Differential evolution of KIR2DL1" NK-cell expansion in C2~ versus C2* EBV-B-cell stimulating environments in both C2 KIR2DL1*/S1
and C2*KIR2DL1*/S1~ genotyped individual groups. PBMC from KIR2DL1*/S1~ genotyped individuals were cultured with irradiated C2~ FEB or C2*
DAX EBV-B-cell lines at a ratio (PBMC:EBV-B cells) of 10:1. NK cells were defined as the CD3~CD56" population and KIR2DL1" cells as the EB6*
subset. Phenotype of amplified cells was performed by flow cytometry for all conditions of stimulation at days 0, 6, 9 and 16 and shows significant
differences in EB6* NK-cell frequencies at different time points between C2~ FEB and C2* DAX EBV-B-cell lines. (A) Means and SD for the group of
KIR2DL1*/S1™ individuals (n = 10; D14-D23), p<0.001; (B) means and SD for the group of C2"KIR2DL1"/S1™ individuals (n = 5; D19-D23), p = 0.015; (C)
means and SD for the group of C2"KIR2DL1*/S1" individuals (n=5; D14-D18), p = 0.033. Repeated measures ANOVA using linear mixed models
were used.
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Figure 6. Absence of a difference in KIR2DL1/S1 NK-cell frequency after C2~ and C2* EBV-B-cell cocultures in C2 KIR2DL1*/S1* genotyped
individuals. PBMC from KIR2DS1" genotyped individuals were cultured with irradiated C2~ FEB or C2" DAX EBV-B-cell lines at a ratio (PBMC:EBV-B
cells) of 10:1. NK cells were defined as the CD3 CD56" population and KIR2DL1*/S1* cells as the EB6" subset. Phenotype of amplified cells was
performed by flow cytometry for all conditions of stimulation at days 0, 6, 9 and 16. (A) No significant differences in EB6* NK-cell frequencies were
observed in the group of KIR2DS1" individuals (n = 6; D24-D29). Means and SD for six experiments; p = 0.233. Repeated measures ANOVA using
linear mixed models were used. (B) Evolution of EB6" NK-cell frequency after stimulation with C2* and C2~ EBV-B cells for one C2 KIR2DL1 /S1*
individual (D27).

stimulation with C2~ EBV-B stimulator
cells in comparison with its C2* counterparts (Fig. 6B),
which is in agreement with the responsiveness of KIR2DS1*
NK cells assessed from C2~ individual D5 who did not

was low after frequency observed in the C2~ and C2*" EBV-B stimulating

environments.

harbor the KIR2DL1 gene (Fig. 3B, D and E). These results
support the conclusion that C2 KIR2DL1"/S1% genotyped
individuals may have KIR2DS1" NK cells that expand
better when challenged with C2* than with C2~ EBV-B stimulator
cells. Conversely, KIR2DL1" NK cells seem to expand better
with C2~ than C2* EBV-B stimulator cells, even if they are not
licensed, as observed above (Fig. 5C). Thus, the combination of
functional KIR2DS1" and KIR2DL1" NK cells in this in vitro
model of NK-cell expansion may explain the similar EB6" NK-cell
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KIR2DS1" NK-cell frequency is higher after C2* than
C2~ cell stimulation in C2~ individuals

It is possible that EBV-B stimulator cells may overcome
the absence of licensing of KIR2DL1" NK cells from C2~
individuals (Fig. 5C), limiting the observation of KIR2DS1" NK-
cell reactivity in C2% versus C2~ stimulator environments. In
order to follow only KIR2DL1 /S1* NK-cell evolution in C2~ and
C2* stimulator environments, we used the combination of 8C11
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with EB6 mAb (Supporting Information Fig. 1) to target the
KIR2DL1/2/3/2DS2 KIR2DS1" (8C11 EB6") NK-cell popula-
tion from C2 KIR2DL1"/S1" individuals using B stimulator cells
versus EBV-B stimulator cells. For this purpose, we sorted B cells
from C2~ (C1C1) and C2* (C2C2) PBMC individuals by magnetic
positive selection. As expected, selected B cells expressed lower
levels of HLA class I molecules when compared with the EBV-
transformed B cells derived from the same individual (Supporting
Information Fig. 2A). Expansions of NK cells from eight
individuals (D1, D2, D3, D5, D9, D11, D12 and D20; Table 1)
were lower with allogeneic B cells than the entire NK-cell
expansion observed with EBV-transformed B cells (Supporting
Information Fig. 2B).

We evaluated KIR2DL1/2/3/2DS2 KIR2DS1" (8C11 EB6™)
NK-cell frequency at days 0, 6, 9 and 16, from three groups of
individuals: three C2*KIR2DL1*/S1* individuals (D9, D11
and D12) (Fig. 7A and B), three C2 KIR2DL1*/S1* (D1, D2
and D3) individuals (Fig. 7C and D) and one C2 KIR2DL1 /S17
(D5) (Fig. 7E and F) for whom the HLA
and KIR genotypes are presented in Table 1. We did not observe
any differences in KIR2DL1/2/3/2DS2 KIR2DS1* NK-cell
frequencies after stimulation by C2~ or C2* EBV-B cells
(Fig. 7A) or B cells (Fig. 7B) for C2"KIR2DL1"/S1% individuals.
This result is in agreement with functional results showing
that KIR2DS1™"
cytokine production and degranulation from C2* individuals
(Fig. 3). For C2 KIR2DL1%*/S1* individuals, KIR2DL1/2/3/
2DS2 KIR2DS1% NK-cell frequency was higher with C2% than
with C2~ EBV-B cells (Fig. 7C), and clearly increased
with C2* as opposed to C2~ B cells (Fig. 7D), confirming
the C2 alloreactivity of this KIR2DS1* NK-cell population from
C2~ individuals. For the C2 KIR2DL17/S1" individual (D5),
no difference in KIR2DL1/2/3/2DS2 KIR2DS1*  NK-cell
frequencies was observed after stimulation by C2~ or C2* EBV-B

individual

NK cells are not functional in terms of

cells (Fig. 7E) or B cells (Fig. 7F). Using B cells as stimulators in
this model of NK-cell expansion, we showed that KIR2DS1* NK
cells expanded better after C2* than C2~ B-cell stimulation, but
only when from G2~ individuals harboring the KIR2DL1 gene.
Our data demonstrate that KIR2DS1 and KIR2DL1 receptors
regulate not only cytotoxicity and cytokine production of
KIR2DS1* and KIR2DL1* NK cells, respectively, but also their
proliferation.

Discussion

Recently, NK cells harboring KIR2DS1 transcripts have been
reported to mediate alloresponses against the C2 ligand
in vitro [10, 11]. However in these two studies, expression of
KIR2DS1 receptor has been shown only at the transcriptional
from NK-cell Here,
the first time that NK cells expressing the KIR2DS1 receptor
at the cell surface are functional in terms of degranulation and
IFN-y production after stimulation by C2* target cells, but

level clones. we demonstrated for

only from C2™ individuals. We demonstrated the C2 alloreactivity
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of KIR2DS1* NK cells from a selected NK population that
does not express the main HLA-Cw-specific inhibitory KIR2DL1/
2/3 and NKG2A marker. Thus, the KIR2DS1" NK-cell subset
was probably educated by another inhibitory receptor, since
the process of NK “licensing” has been shown to depend
on inhibitory but not activating KIR [17]. Foley et al. [11]
suggested that KIR2DS1-dependent alloreactive NK cells are
licensed by NKG2A interaction with self. It is important to
underline that NKG2A expression is modulated by activation
and cytokine environment [25, 26]. Indeed, we observed that
the KIR2DS1* subset expressed NKG2A marker at the cell
surface rapidly after in vitro stimulation, but after 2-3wk of
culture some of them recovered an NKG2A™ phenotype.
The hyporesponsiveness of the KIR2DL1/2/3 KIR2DS1* NK cells
from two KIR2DL1™ C1Cl1 individuals underlines the
question of the impact of a lack of expression of KIR2DL1 on
the studied KIR2DS1" NK-cell subset. Thus, the functional
NKG2A KIR2DL1/2/3 KIR2DS1* NK cells from C2~ and
KIR2DL1" genotyped individuals might express the KIR2DL1
receptor at early stages of cell differentiation. So, the absence
of education by the KIR2DL1 receptor with its C2 ligand might
allow for the education of the KIR2DS1* NK cells via the
interaction of another inhibitory receptor with a self-ligand. The
chronology of activating and inhibitory receptor expression on
NK cells is still unclear. According to our data, we could
hypothesize that the absence of engagement of the inhibitory
KIR2DL1 receptor with its C2 ligand from C1C1 individuals might
be the first step toward the education of KIR2DS1" NK cells via
other inhibitory signals.

Using an in vitro cellular model to amplify NK cells, we
show that the absence of the cognate C2 ligand in an EBV
culture environment leads to a significant increase in KIR2DL1/
S1 NK-cell frequency. A significantly higher percentage of
KIR2DL2/3* cells expanded from C1C1 individual cells have
been previously reported in the context of KIR ligand expression
by stimulator EBV-B cells [27]. Similar results have been
observed in IL-2-supplemented allogeneic mixed lymphocyte
culture upon the assessment of Ki67 (a proliferation
marker) expression on different KIR NK cells [28]. In this
latter study, the authors assessed KIR NK-cell expansion
from the PBMC of a single donor only, stimulated with 16 allo-
geneic PBMC. Nevertheless, neither KIR genotyping nor
activating KIR receptor expression was taken into account
in both studies. Interestingly, our data showed that NK
cells were better amplified with EBV-transformed B-cell lines
than with B cells, suggesting that EBV infection induces
the expression of cell surface receptors or soluble factors that
enhance NK-cell proliferation. It is well documented that
EBV modulates B-cell biology and particularly B-cell phenotype
[29]. Igarashi et al [27]
containing EBV-B-cell lines

reported that NK-cell cultures
expanded more than NK-cell
populations model, EBV-B-cell
stimulation appeared to activate NK cells non-specifically,
leading to unlicensed KIR2DL1™ NK cells able to respond to C2~
cells. In contrast, stimulation with sorted B cells uncovered

cultured alone. In our
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Figure 7. KIR2DS1* NK-cell frequency is higher after C2* than C2~ cell stimulation in KIR2DL1" genotyped individuals who do not express C2
ligand. (A-F) Percentages of KIR2DL1/2/3/S2 KIR2DS1* NK cells were defined by flow cytometry as 8C11 EB6*CD3  CD56" cells at day 0, 6, 9 and 16
after PBMC stimulation for three C2*KIR2DL1*/S1* individuals (D9, D11 and D12), three C27KIR2DL1%/S1" individuals (D1, D2 and D3) and one
C2 KIR2DL17/S1" individual (D5) with C2~ and C2" EBV-B cells and B cells. (A and B) Percentages of KIR2DL1/2/3/S2"KIR2DS1* NK cells obtained
from a representative C2"KIR2DL1*/S1* individual (D11) out of three studied individuals, after PBMC stimulation with (A) C2~ and C2* EBV-B cells
and (B) C2~ and C2* B cells. (C and D) Percentages of KIR2DL1/2/3/S2"KIR2DS1" NK cells obtained from a representative C2 KIR2DL1*/S1* individual
(D2) out of three studied individuals, after PBMC stimulation with (C) C2~ and C2* EBV-B cells and (D) C2~ and C2* B cells. (E and F) Percentages of
KIR2DL1/2/3/S2"KIR2DS1* NK cells obtained from one C2 KIR2DL17/S1* individual (D5) after PBMC stimulation with (E) C2~ and C2* EBV-B cells
and (F) C2~ and C2* B cells.

a prerequisite for licensing of inhibitory KIR2DL1" NK cells to  gene. Thus, KIR2DS1-C2 interaction appears to govern the
respond to C2~ cell targets. According to these results, viruses or  proliferation, cytotoxicity and cytokine production of alloreactive
tumors could induce non-specific activation and proliferation of =~ KIR2DS1* NK cells. In agreement with our results, C2* indivi-
unlicensed self-tolerant KIR NK clones. This could explain how  duals are logically protected against potential autoreactive
unlicensed KIR NK cells might proliferate non-specifically in =~ KIR2DS1* NK cells. However, C2~ individuals present potential
autoimmune diseases following viral activation [30]. alloreactive KIR2DS1" NK cells against C2* allogeneic cells,
Using KIR2DS1 tetramers, Stewart et al. [9] observed an  which can be useful in HLA-Cw-mismatched HSCT to eliminate
interaction of KIR2DS1 with the KIR2DL1 ligand (C2) only in ~ C2* malignant cells.
conditions of up-regulated HLA class I molecule expression, after Based on our observations, from an individual harboring both
infecting B cells with EBV. In our model, the KIR2DS1 receptor  inhibitory KIR2DL1 and activating KIR2DS1 genes, just one of
seemed to be engaged with its HLA C2 ligand even when using  both KIR is functional depending on the presence or absence of
B cells as stimulators. Indeed, it is in the absence of EBV infection  autologous C2 ligand. Thus, from KIR2DL1"/S1% genotyped
that we highlight KIR2DS1* NK-cell expansion after stimulation  individuals, only KIR2DL1* NK cells are functional from C2*
by C2% B cells from only C2~ individuals harboring KIR2DL1  individuals, and only KIR2DS1* NK cells are functional from C2~
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individuals. However, although unlicensed inhibitory KIR2DL1
NK cells cannot respond in the absence of C2 ligand, they may
proliferate in a situation of EBV infection or reactivation during
hematopoietic reconstitution. Finally, we show that activating
KIR2DS1* NK cells may proliferate, produce IFN-y and express
CD107a after stimulation by C2* cell target when homologous
inhibitory KIR2DL1" NK cells are unlicensed. All these data
provide new insights into the regulation of NK KIR cell allor-
eactivity. Our observations may help to select HSCT donors taking
into account their activating KIR genes, education of inhibitory KIR
NK cells and HLA KIR ligands expressed by the recipient to ensure
a good allogeneic response. Further studies are required to assess
whether these rules are operative in vivo and whether they are
adhered to despite different graft parameters.

Materials and methods

Cells (PBMC and EBV-B-cell lines)

PBMC were isolated from heparinized blood from healthy adult
volunteers by gradient centrifugation on Ficoll-Hypaque
(Lymphoprep, Axis-Shield, PoC AS, Oslo, Norway). All blood
donors were recruited at the Blood Transfusion Center (EFS,
Nantes, France) and informed consent was obtained from
all individuals. HLA class I-deficient 721.221 lymphoblastoid
cells, referred to as 221 cells, were used as controls to
stimulate NK-cell expansion. The 221 cell line and C1- and
C2-transfected 221 cells (respectively named 221-C1 and
221-C2) were used to assess natural NK-cell cytotoxicity
and IFN-y production in functional assays. Allogeneic and
autologous B-cell lines were established by EBV transformation
of peripheral B cells using EBV supernatant harvested from
the cell line B95-8 (American Type Culture Collection).
FEB and DAX, both principal EBV-B-cell lines used in the
model, were obtained from two different HLA-typed donors:
FEB (HLA-A%01-%01; -B*08-%08; -Cw*07-%07) and DAX
(HLA-A%02-%03; -B%44—%44; -Cw#*05-%05). Cells were
cultured in RPMI 1640 medium (Gibco, Paisley, Scotland, UK)
containing glutamine (Gibco) and penicillin-streptomycin
(Gibco) and supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco).

B-cell isolation

B cells were isolated from PBMC obtained from healthy C1C1 or
C2C2 individuals using a CD19-specific antibody (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) and murine IgG-coupled magnetic Dynabeads
according to the manufacturer’s instructions (Dynal, Oslo,
Norway). Beads and CD19-specific antibody were removed using
goat anti-mouse IgG antiserum (EFS) as described previously
[31]. After detachment of the Dynabeads from the positively
selected B lymphocytes, purity was systematically greater than
99% (as determined by flow cytometry).

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Eur. J. Immunol. 2008. 38: 3474-3486

HLA and KIR genotyping

Genomic DNA was extracted from PBMC using a classical salting-
out method [32]. HLA-A, -B and -Cw genes were typed via
molecular techniques using the PCR-SSP (sequence specific
primer) kit from GenoVision (Olerup Sssp™ HLA-A, -B and -
Cw, Bionobis, Montfort ’Amaury, France) under the conditions
recommended by the manufacturer.

KIR genes were typed using the PCR-SSP method using a KIR
genotyping SSP kit (Dynal Biotech, Invitrogen, Compiégne,
France). Primer sets amplified the alleles described by the WHO
International Nomenclature Committee [33] corresponding to
the KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1,
KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4 (and
KIR1D allele), KIR2DS5 and KIR3DS1. Genomic PCR was
performed as recommended by the manufacturer and as
previously described [34].

In vitro model of NK-cell expansion

Amplification of NK cells was evaluated using an in vitro model
based on a protocol described by Clémenceau et al. [35]. Four
millions of PBMC were cultured in 6-well flat-bottomed plates
with irradiated allogeneic EBV-B-cell lines at a ratio (PBMC:EBV-
B cells) of 10:1. Cells were grown in Cellgro SCGM serum-free
medium containing 10% human AB serum, 50 U/mL penicillin,
50 ug/mL streptomycin and 1001U/mL IL-2 (Chiron, Suresnes,
France). The culture medium was replaced weekly with new
Cellgro medium containing fresh IL-2. Cell phenotyping was
performed for all conditions of stimulation at days 0, 6, 9 and 16.
For some experiments, irradiated EBV-B-cell stimulators were
replaced by irradiated B cells to stimulate PBMC at the same
PBMC:B-cell ratio (10:1).

Phenotypic analysis by flow cytometry

Cell surface phenotype was determined by three- or four-color
flow cytometry using the following mouse anti-human
mAb:anti-KIR2DL1/S1-PE (EB6) (Beckman Coulter, Immuno-
tech, Marseille, France), anti-CD3-PerCP  (SK7) and
anti-CD56-APC (B159) (BD Biosciences). Cells were also
stained with a corresponding isotype-matched control mAb (BD
Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). 8C11 mAb (recently
generated in our laboratory) specific for KIR2DL2, 2DL3,
2DS2 and 2DL1 but not 2DS1, was used in combination
with EB6 to target KIR2DS1"2DL1/2/3/S2~ NK cells identified
as 8C117EB6" (manuscript in preparation). HLA class I
expression by B cells and EBV-B-cell lines was evaluated using
the anti-HLA-A, -B, -C-FITC (IE3) mAb (EFS) and purity of sorted
checked using the anti-CD19 (HIB19) (BD
Biosciences) mAb. Data were collected using a FACSCalibur
(BD Biosciences) and analyzed using FlowJo 6.2 software
(TreeStar).

B cells was

www.eji-journal.eu
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CD107a mobilization assay and IFN-y production
detected by flow cytometry

PBMC were stained with anti-CD3 mAb (OKT3) and CD3" cells
were depleted using murine IgG-coupled magnetic Dynabeads
according to the manufacturer’s instructions (Dynal). Then, cells
were labeled with 8C11-FITC, EB6-PE and NKp46-APC (BD
Biosciences) mAb and KIR2DS1 KIR2DL1/2/372DS2~ NK cells
(NKp46"8C11 EB6") were cell sorted using a FACSCalibur
equipped with a fluidic sort module (BD Biosciences). Sorted cells
were amplified after in vitro stimulation with irradiated C1* and
C2* allogeneic PBMC and EBV-B cells used as feeders following the
PBMC:EBV-B-cell ratio at 10:1. KIR2DS1* NK-cell secretion of IFN-y
was assessed after stimulation of NK cells for 5h with 221, 221-C1
and 221-C2 cell lines or without target cells (control) at
effector-target (E-T) ratio of 1:1. For the last 4h of incubation,
the cells were treated with brefeldin A (Sigma) at 10 pg/mL to block
trans-Golgi transport and allow the intracellular accumulation of
IFN-y. The cells were surface stained with 8C11-FITC, EB6-PE,
NKG2A-PE (Beckman Coulter) and CD3-PerCP (BD Biosciences)
and then permeabilized before the intracellular IFN-y staining with
AF647-conjugated anti-human IFN-y (B27, BD Biosciences). In
parallel, NK cells were tested for their cytolytic potential with the
CD107a mobilization assay after stimulation with 221, 221-C1 and
221-C2 cell lines. Pre-incubated NK cells with CD107-PE-Cy5
(H4A3, BD Biosciences) were incubated with the different target
cells (221, 221-C1 and 221-C2) for 5h at E-T ratio of 1:1 without
brefeldin A for the first hour. Anti-CD107 mAb was added at the
beginning of the experiment to capture any CD107 expressed on the
surface of the NK cells as it is degranulating. The cells were surface
stained with 8C11-FITC, EB6-PE, NKG2A-PE (Z199, Beckman
Coulter) and NKp46-APC (9E2, BD Biosciences). For blocking
experiments, NK cells were pre-incubated with EB6 and IgGl
isotype control (Beckman Coulter) at 10 pug/mL for 30 min. Data
were collected using a FACSCalibur (BD Biosciences) and analyzed
using FlowJo 6.2 software (TreeStar).

Statistical analyses

To account for the correlation between measurements from the
same individual, repeated measures ANOVA using linear mixed
models with restricted maximum-likelihood estimation were used
to examine changes in NK-cell frequency over time and across
EBV-B-cell lines (FEB and DAX). “EBV-B-cell lines” and “time”
effects as well as “EBV-B-cell lines” x “time” interaction effects
were included in the model along with baseline measurements of
NK cells (at day 0). Several covariance structures among the
repeated measurements (autoregressive, unstructured, etc.) were
compared using Akaike’s Information Criterion and Schwarz
Bayesian Criterion [36, 37], and autoregressive covariance
structures provided the best fit to the data. Statistical analyses
were performed with SAS 9.1 statistical software (SAS Institute,
Cary, NC, USA). p<0.05 were considered to be statistically
significant.

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Supplementary Figure 1. Discrimination between KIR2DS1 and KIR2DL1 receptor expression.
Combined use of commercial KIR2DL1/S1 specific EB6 mAb with a new KIR2DL1/2/3/S2 specific 8C11 mAb
generated and characterized in the laboratory. Using this combination, KIR2DL1 receptor is recognized by
both EB6 and 8C11 mAbs (8C11*EB6*); KIR2DL2/3/S2 receptors are recognized only by 8C1l1 mAb
(8C11*EB6°); and KIR2DS1 receptor is recognized only by EB6 mAb (8C11-EB6*). Density plots obtained
using flow cytometry are illustrated from 4 different KIR2DL1/2DS1 genotyped individuals (D6, D5, D13 and
D26). 8C11'EB6* NK cells are observed only for KIR2DS1* donors (D5, D26). This 8C11-EB6* NK cell
population does not express KIR2DL1/2/3/S2 receptors recognized by 8C11 mAb.
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Supplementary Figure 2. In vitro model of NK cell expansion using B cells as stimulator cells. (A) HLA
class | phenotype of C1C1 (C2-) and C2C2 (C2+) EBV cell lines and B cells was checked by flow cytometry.
Mean fluorescent intensity is indicated on all histograms. (B) PBMC from 8 individuals (D1, D2, D3, D5, D9,
D11, D12 and D20) were stimulated with irradiated allogeneic EBV-B cells or B cells derived from the same
C1C1 (C2-) or C2C2 (C2+) individuals. NK cells were identified by flow cytometry at different time points as
CD3- CD56+ cells in both C2- and C2+ environments. NK cell proliferation until day 16 observed in all
conditions is presented for a representative individual (D2).
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Corrections
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Frontline: Control of Anaplasma phagocytophilum, an obligate intracellular pathogen, in the absence of inducible nitric
oxide synthase, phagocyte NADPH oxidase, tumor necrosis factor, Toll-like receptor (TLR)2 and TLR4, or the TLR
adaptor molecule MyD88

Friederike D. von Loewenich, Diana G. Scorpio, Udo Reischl, J. Stephen Dumler and Christian Bogdan

It has just come to the authors’ attention that the strain of Anaplasma phagocytophilum reported in this article was the Webster strain
and not the MRK strain. The first sentence in the Materials and methods, section Bacterial strain should therefore read

The A. phagocytophilum Webster strain (formerly HGE agent Webster strain) was cultured in HL60 cells grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 1% fetal calf serum with 5% COs,.

In accordance, the original reference 43 needs to be replaced with:
Asanovich, K. M., Bakken, J. S., Madigan, J. E., Aguero-Rosenfeld, M., Wormser, G. P. and Dumler, J. S.,
Antigenic diversity of granulocytic Ehrlichia species isolates from humans in Wisconsin, New York, and a Californian horse. J. Infect.

Dis. 1997. 176: 1029-1034.

While this does not affect the scientific conclusion of the study, the authors would like to apologize for this mistake and any
inconvenience this may have caused.
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Autologous and allogeneic HLA KIR ligand environments and activating KIR receptors control KIR NK-cell functions
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Laure Denis, Béatrice Clémenceau, Gilles Folléa, Jean-Denis Bignon and Christelle Retiére

Unfortunately an error was introduced during typesetting of the manuscript. As a result the affiliation of one author was
incorrect.
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PROJET N°3: EXTINCTION DE L'EXPRESSION DU KIR2DS1 PAR ARN

INTERFERENCE

Utilisation de lentivirus shRNA dirigés contre KIR31
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. Introduction

En paralléle a I'étude fonctionnelle des celluldé KIR2DS1', nous avons mis en
place un protocole d’ARN interférence afin d’étemd’ expression du KIR2DS1 et de
mieux comprendre I'impact de ce récepteur activaseu I'alloréactivité NK. L’extinction
de I'expression du KIR2DS1 présente d’autant plugétét que son rble sur les cellules
NK n’exprimant aucun autre KIR est conriergjet n°2. Il est donc intéressant a présent
de déterminer I'impact fonctionnel du KIR2DS1 ses Icellules exprimant d’autres KIR,

éduguées ou non.

La technique d’ARN interférence (RNAI, Reynoldsal. 2004) a été choisie pour
cibler les ARN messagers KIR2DS1. Puisque noussaitis principalement un modédle
vitro d’amplification des cellules NK qui nécessite @edgr les cellules en culture pendant
plusieurs semaines et donc d’obtenir une extinchion transitoire de I'expression du
KIR2DS1, c’est I'approche via des shRNA (ARN shioairpin) qui a été retenue dans le
cadre de ce projet et développée au laboratoiramrme nouvelle technique. L’ARN
interférence est un processus naturel qui a étguged en 1998 (Firet al. 1998) et qui
consiste en [l'extinction spécifique de I'expressidiun géne par des ARN dont
I’hybridation avec 'ARN message ciblé va provogsardégradation ou I'inhibition de sa
traduction. Deux types d’ARN double brin non codsant impliqués dans ce processus

d’ARN interférence : les siRNA (small interferingf) les miRNA (micro).

La transduction des shRNA utilisés pour éteindeggression du KIR2DS1 dans
les cellules NK est effectuée grace a des lensvifleux-ci vont permettre l'intégration
dans le génome de la séquence shRNA et donc soessign non transitoird-jgure 1).

La transcription de cette séquence dans le noyanedan shRNA en forme d’épingle a
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cheveux constituée d’'une boucle de 6 bases. Usedfms le cytoplasme, le shRNA est
pris en charge par I'enzyme Dicer, une ribonuclépseclive la boucle, ce qui donne un
ARN double brin de 21 paires de bases, le siRNAssémblage de ce siRNA avec le
complexe RISC (RNA-induced silencing complex) vavaquer la séparation des deux
brins d’ARN et la dissociation du brin sens. Le pbeme RISC est alors activé et ne
contient plus que le brin antisens qui reconnagiéiquence de '’ARN messager ciblé, s’y
lie et le clive. LARN messager est ensuite dégraidéla machinerie cellulaire normale,
entrainant I'absence de traduction et donc d’exgioesde la protéine. Il existe deux autres
moyens d’apporter ces siRNA aux cellules d’intéigtj ne vont toutefois provoquer
gu’'une extinction transitoire de I'expression dungeiblé. Il s’agit de la transfection de
siRNA synthétiques dans le cytoplasme ou de plassnadntenant une séquence shRNA

dans le noyau.

Cing shRNA ont été définis a partir de la séquarmresensus du KIR2DS1, puis les
cing lentivirus recombinants correspondants ainsurm lentivirus contréle contenant
uniquement le géne rapporteur ont été produitdgpplateforme de production de vecteurs
viraux (Inserm U649, Philippe Moullier). Dans ureprier temps, les conditions optimales
permettant d’infecter correctement les cellules BNec ces lentivirus ont été définies.
Dans un second temps les lentivirus ont été tedtdsde déterminer si le shRNA qu'ils
contiennent permet d’éteindre I'expression du KI2Da la surface des cellules NK

infectées et d’étudier ainsi I'impact du KIR2DSZ Balloréactivité des cellules NK.
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Il. Matériels et méthodes

Il.a. Définition des shRNA

Cing siRNA de 21 bases ont été congus a partiradeéfuence nucléotidique
consensus du gem@R2DS1(Tableau I.A, selon plusieurs criteres (Reynolds et al. 2004).
Tout d’abord, la premiere base du siRNA doit étre adénine (A) ou une guanine (G). De
plus, la séquence du siRNA ne doit contenir nistibiymines (T) successives, ni trois
adénines successives. Il ne peut pas y avoir ngs quatre guanines ou quatre cytosines
(C) au total dans cette séquence. Afin que cebsenit le brin anti-sens du siRNA qui soit
pris en charge par le complexe RISC, il faut gy’'adit au moins trois ou quatre adénines
ou thymines entre la 8%et la 1§™base. Il y a ainsi un déséquilibre entre les exités
5’ et 3, avec plus de guanines et de cytosines' ete qui favorise I'accrochage du siRNA
sur ’TARNmM puisque ces bases s’associent par ligns hydrogénes. Enfin, la séquence
ne doit pas contenir la séquence GCCA car la segu@RN UGGC est toxique dans le
complexe RISC (Rao and Wilkinson 2006). Des loggctee bio-informatique en ligne ont
éte utilisés pour déterminer 5 siRNA répondant .aréeres Tableau 1.B. La séquence
sens du siRNA est ensuite complétée en 5’ parterdsi restriction Mlul et en 3’ par une
boucle de 9 bases, la séquence anti-sens du siRiAgueue polyT de 5 bases et un site
de restriction Clal. Afin d’obtenir un shRNA doubein & insérer dans le plasmide
pLVTHM, la séquence anti-sens de la séquence caenmlécrite précédemment est
également générée. Les deux oligonucléotides semtiesens ainsi obtenus pour chacune
des cing séquences siRNA ont ensuite été syntbhépigé I'entreprise Sigma-Aldrich

(Tableau 1.G.
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A. Séguence consensus du KIR2DS1

ATGTCCCTCACGGT CGTCAGCATGCECGT GTGI TGEGT TCTTCT TGCT GCAGGEEGECCT GGCCACAT GAGGEGAG
TCCACAGAAAACCT TCCCT CCTGECCCACCCAGGT CCCCTGGT GAAAT CAGAAGAGACAGT CATCCTGCAATG
TTGGTCAGATGTCATGI TTGAACACTTCCTTCTGCACAGAGAGGCGATGT TTAACGACACT TTGCGCCTCATT
GGAGAACACCATGATGGEGGT CTCCAAGGCCAACT TCTCCAT CAGT CGCAT GAAGCAAGACCT GGCAGGGACCT
ACAGATGCTACGGT TCTGT TACTCACT CCCCCT AT CAGT TGT CAGCT CCCAGT GACCCT CTGGACATCGTGAT
CATAGGTCTATATGAGAAACCT TCTCT CT CAGCCCAGCCGEEGECCCCACGGT TCTGGCAGGAGAGAATGTGACC
TTGICCTGCAGCT CCCCGAGCT CCTATGACATGTACCAT CTAT CCAGCGAAGGGGAGGCCCATGAACGTAGEC
TCCCT GCAGGGACCAAGGT CAACGGAACATTCCAGGCCAACT T TCCT CTGEECCCT GCCACCCAT GGAGGGAC
CTACAGATGCTTCGCCTCTTTCCGT GACT CTCCATACGAGT GGT CAAAGT CAAGTGACCCACTGCTTGTITTCT
GTCACAGGAAACCCT TCAAATAGT TGGCCT TCACCCACT GAACCAAGCT CCGAAACCGGTAACCCCAGACACC
TACATGT TCTGATTGGGACCTCAGTGGT CAAAATCCCTTTCACCATCCTCCTCTTCTTTCTCCTTCATCGCTG
GTI' GCTCCGACAAAAAAAAT CCT GCTGT AAT GGACCAAGAGCCT GCAGGGAACAGAACAGT GAACAGCGAGGAT
TCTGATGAACAAGACCATCAGGAGGT GTCATACGCATAA

B. Lentivirus obtenus et séquences des shRNA corrdaptm

Lentivirus n° shRNA n° Séquence Localisation Concentration
0 témoin GFP - - 8,5.10" Pi/mL
1 11 AGCGAGGATTCTGATGAAC  868-886 7.10° Pi/mL
2 31 AGACACCTACATGTTCTGA 724-742 1,5.10° Pi/mL
3 3.3 GTGAACAGCGAGGATTCTG  862-880  3,36.10° Pi/mL
4 3.4 GGAGGTGTCATACGCATAA  897-915 1,6.10° Pi/mL
5 3.5 ATCGCTGGTGCTCCGACAA  797-815 4,1.10° Pi/mL

C. Exemple de séquence shRNA double brin a insérex ldgriasmide pLVTHM

CGCGTCCCCAGCGAGGATTCTGATGAAC TTCAAGAGAGTTCATCAGAATCCTCGCT TTTTTGGAACCCGGAT
AGGGGICGCTCCTAAGACTACTTG AAGTTCTCTCAAGTAGTCTTAGGAGCGA AAAAA CCTTGGGCCMAAGC

Légende des couleur®emi-sites Mlul (en 5) et Clal (en 3’) pour I'ingen dans le
plasmide pLVTHM digérgséquences shRNA sens et antisehsucle séquence de

terminaisoretsite de restriction Smal pour le controle des iigser

Tableau I.Séquence consensus du KIR2DS1, séquences des didliNK et séquence

des inserts



Il.b. Construction plasmidiqgue (pLVTHM)

Le plasmide pLVTHM permet le clonage direct des SARJouble brin dans un
vecteur lentiviral et contient le géne rapportearl@é GFP (enhanced Green Fluorescent
Protein,Figure 2. Les deux brins (sens et anti-sens) du shRNA dont hybridés selon
un programme de dénaturation a haute températusedffhwbridation a des températures
décroissantes successives. Le plasmide pLVTHM al#&nu via un accord de transfert de
matériel (MTA) aupres de TronoLabs (Lausanne, 8)igsis amplifié par grace a un
clone bactérien transformé avec le plasmide. Lafipation plasmidique a ensuite été
réalisée avec le kit NucleoBond Maxi de Qiagen (@daoeuf, France) et le plasmide ainsi
obtenu est digéré par les enzymes de restrictiaml Mt Clal de New England Biolabs
(Ozyme, St Quentin en Yvelines, France). Les cmgglits contenant le shRNA ont été
introduits chacun dans un plasmide pLVTHM au nivdalce site d’insertion par ligation
grace a la ligase T4 (New England Biolabs) afippd®luire des plasmides recombinants.
Ces plasmides recombinants sont a leur tour ampliffrace a des clones bactériens
transformeés, puis purifiés avant d’étre controlésr@alisant une carte de restriction avec
les enzymes Smal, Hpal et Clal. lls pourront &tr& utilisés par la suite pour la

production des lentivirus recombinants contenantliéférents shRNA.

Il.c. Production des lentivirus

Les lentivirus ont été produits par la plate-fordeeproduction des vecteurs viraux
de I'Unité 649 de I'lnserm (Christophe Darmon etarkgoise Balter) a partir des cing
plasmides recombinants et d’un plasmide vide guiirsede contrble. Ces vecteurs viraux
sont issus de plasmides codants pour des protéin®sH qui vont générer des particules

virales ne possédant pas de capacités réplicatBugte a l'infection des cellules par les
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Figure 2 Carte de restriction du plasmide pLVTHM fttp://tronolab.epfl.ch/

Le pLVTHM est un plasmide de 11kb qui contientdeegrapporteur de la GFP ainsi

gu’'un géne de résistance a I'ampicilline (AmpR)slte d’insertion d’un gene d’intérét est

disponible au niveau des sites de restriction deymes Mlul et Clal, et il est précédé par

le promoteur ubiquitaire H1 et entouré de séquenddR permettant son insertion dans le

génome cellulaire grace a un lentivirus.



lentivirus, la séquence du shRNA est insérée dangéhome de celles-ci, ce qui va

permettre son expression de facon stable et nositioére.

ll.d. Infection de PBMC par les lentivirus

L’infection des PBMC est réalisée sur un million celules au repos par puits
d’'une plaque 48 puits en milieu CellGro contenaes dntibiotiques (pénicilline et
streptomycine) et de I'lL-2 a 150UIl/mL, mais saBsusn humain. Le polybrene, un agent
cationique favorisant l'interaction entre les leintis et les cellules, est utilisé a une
concentration de 8ug/mL (Micuc@t al. 2006). Les différents lentivirus sont ensuite
ajoutés dans le milieu a différentes MOI (multifilicof infection) et le tout est incubé a
37°C, 6% CQ pendant la nuit. Le lendemain, une partie du sygaat est enlevée puis
remplacée par du milieu CellGro avec des antibiesy de I'lL-2 et 10% de sérum
humain. Les cellules sont incubées pendant cingsjau37°C, 6% C@avant que leur
phénotype soit étudié par cytométrie en flux ancdntroler I'infection grace a la eGFP et

I'expression du KIR2DS1 grace a la combinaisonatggorps 8C11 et EB6.

Il.e. Infection par les lentivirus de cellules NKRRDST triées et amplifiées

Aprés déplétion des lymphocytes T CD&/ec les billes magnétiques Dynabeads
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) puis tri delutes NKp46 8C1I EB6 grace au
module de tri du cytometre FACScalibur (Becton neskn, Le Pont de Claix, France), les
cellules NK KIR2DS1 sont amplifiées en présence de cellules nourégsi@tlogéniques
irradiées a 35 Grays (PBMC et cellules B-EBV a apport de 10:1) dans une plaque 96
puits & fond rond en milieu CellGro avec des aatiques, de I'lL-2 et 10% de sérum
humain. Aprés cing jours, les cellules NK KIR2DSdmplifiées sont infectées selon le

protocole décrit précédemment.
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I1l. Résultats

lll.a. Sur les PBMC

Plusieurs MOI du lentivirus le plus concentré (né8) été testées sur des PBMC
suivant le protocole d’infection. Cing jours api&ésfection, le phénotype des cellules a
ete réalisé. Les cellules ayant été infectées gderitivirus sont celles qui expriment la
eGFP dont le gene est présent dans les plasmicembeants ayant servi a la production
des lentivirus. Si les differentes MOI utiliséesffiéctent pas la viabilité de la population
lymphocytaire, une diminution de la fréquence debules NK est observée lorsque la
MOI est augmentéd-{gure 3A. Ceci peut éventuellement s’expliquer par la ¢i&ide
certaines protéines virales auxquelles les celldlésseraient peut étre plus sensibles que
d’autres sous-types lymphocytaires. De plus, ddlsles NK exprimant la eGFP sont
observée des une MOI de 5 lors de l'infection galehtivirus n°3 et le pourcentage de
cellules infectées augmente avec la M®ig(gre 3B. Ces résultats montrent que sur
cellules non activées, une MOI de 20 semble étrdoam compromis entre une bonne
infection (22% de cellules NK GFPet une toxicité du virus encore négligeable, méme
cette MOI reste forte au regard de la faible cotre®ion de certains lentivirus.
Néanmoins, l'utilisation de ce lentivirus dans cesditions ne permet pas d’établir avec
certitude une diminution de I'expression du KIR2D&1ne part car la frequence des
cellules NK KIR2DST est faible, et d’autre part car méme si la frégeedes cellules
8C11 EB6" semble diminuer, c’est le cas des autres poputigalement, y compris la

population 8C11EB6.

lll.b. Sur les cellules triées et amplifiées

La faible fréquence des cellules NK KIR2DSEt la présence des autres

populations NK KIR posent donc probleme. C’'est poas raisons que le protocole
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Figure 3.Infection de PBMC au repos par le lentivirus n°3

Les PBMC d'un individu KIR2DS1ont été infectées par le lentivirus n°3 a difféesn
MOI (0, 5, 10 et 20). A. Sur les density plotspdarcentage de cellules NK (NKp3@st
indiqué. Sur les histogrammes comparant la flueease GFP des cellules NK infectées
(en vert) a celle des cellules NK cultivées sanssVien rouge), le pourcentage de cellules
NK eGFP est indiqué. B. Le graphique représente la frégaete cellules NK (NKp46

en rouge) et de cellules NK infectées (eGF vert) en fonction de la MOI.



d’infection par les lentivirus a ensuite été testé la population NK KIR2DS1triée et
amplifiée. Ces cellules n’expriment en effet quaeul récepteur KIR, le KIR2DS1 qui est
la cible des shRNA, et sont en pleine division,que en favorise l'infection par les
lentivirus. Trois d’entre eux (lentivirus 2, 3 ef dnt ainsi été testés sur les cellules NK
KIR2DS1' triées et amplifiées pendant 5 jours a partir dexddonneurs, le premier
KIR2DL1 KIR2DST et le second KIR2DL1KIR2DST". Cing jours aprés l'infection, le
phénotype de ces cellules est contrdlé par cytaenétr flux. Le tri est réussi puisque les
cellules NK représentent pres de 98% de la popuatymphocytaire Kigure 4A et
contiennent plus de 90% de cellules S8CEBG'". La présence des lentivirus ne diminue
pas la viabilité des lymphocytes et l'infectionadtionné pour chacun des trois lentivirus
puisque des cellules NK GFBont observées (16% a 23% selon les lentivifiggjre 4B.
Malheureusement, la fréquence des cellules NK KI®Phe diminue pas et les cellules
GFP sont toutes EBBet ce quel que soit le lentivirus utiliséigure 4B. L’extinction de
I'expression du KIR2DS1 par le mécanisme d’ARN iféeence ne semble donc pas

fonctionner avec les trois premiers lentivirus siARNstés.

IV. Conclusion
Afin de mieux comprendre le réle du KIR2DS1, lahieique d’ARN interférence a

été utilisée afin d'éteindre son expression. Caxctepose sur une étude publiée décrivant
I'utilisation de cette approche pour éteindre I'eegsion du NKG2D (Karimet al. 2005).
Aucune étude similaire basée sur 'ARN interféremta été reportée jusque la pour
I'étude des KIR. Nous avons donc du mettre inté&gnaint en place un tel protocole. Cing
lentivirus contenant une séquence shRNA spécifaipsee ARN messagers KIR2DS1 ont
ainsi été produits et un protocole d’infectionigtiht des cellules NK KIR2DS1riées et

amplifiées a été mis en place. Les lentivirus itdeten effet beaucoup mieux les cellules
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Figure 4.Infection des cellules NK KIR2DSriées et amplifiées par différents lentivirus
Les cellules NK KIR2DSINKp46 8C1I EB6) d’'un donneur KIR2DL1KIR2DS? sont
triées puis amplifiées grace a des cellules noieres irradiées. Apres 5 jours
d’amplification, les cellules triees ont été infees a 20 MOI par différents lentivirus (sans
virus, lentivirus 2, 3 et 4) puis phénotypées Sgaapres l'infection. A. Les density plots
correspondent au marquage CD3, CD56 obtenu a paeida population lymphocytaire
totale. Les pourcentages de cellules NK (CBB®56) sont similaires quelque soit la
condition. B. Les density plots correspondent auguage EB6 associé a la fluorescence
de la GFP. Le donneur ne posséde pas le géne KIR2Dhc les cellules NK EB&ont
toutes KIR2DS1 Le pourcentage de cellules infectées (eQFRt similaire pour les trois

lentivirus testés, mais aucune diminution de I'egsion du KIR2DS1 n’est observée.



en pleine division, et c’est le cas des cellul&es puis stimulées, que les cellules au repos
(Micucci et al. 2006). Si de bonnes conditions d’infection ont e définies, nous
n'avons observé aucune diminution de I'expressionkKiR2DS1 via les shRNA testés,

aussi bien sur PBMC au repos que sur cellulesstpées stimulées.

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises pour geeplicette absence de
diminution de I'expression du KIR2DS1 avec les il@nis utilisés. Tout d’abord, nous
n'avons peut étre pas choisi les bons shRNA atidifa donc en définir de nouveaux. Il est
eégalement possible que la quantité de siRNA regpefaible pour permettre le phénomeéne
d’ARN interférence. Si c’est le cas, deux infeciasuccessives permettraient peut étre
d’apporter un nombre suffisant de copies des sépseshRNA pour éteindre I'expression
du KIR2DS1. Une autre hypothese est que la protédaptatrice DAP12 transduisant le
signal lorsque le récepteur est engagé pourrdiiliser I'expression du KIR2DS1 a la
surface. En effet, I'expression du NKG2D a étérdgeavec succes mais I'extinction de la
protéine adaptatrice du NKG2D, DAP10, a permis medleure extinction de I'expression
du NKG2D a la surface des cellules (Kariatial. 2005). Il est donc envisageable que
I'extinction de I'expression du KIR2DS1 ne soit pitide qu’'en absence d’expression de
DAP12. Cependant, la protéine adaptatrice DAPl1Xss@e a d’autres récepteurs
activateurs et joue un réle dans de nombreuses waddéculaires. L'extinction de DAP12
en paralléle a KIR2DS1 pourrait biaiser I'intergitéan fonctionnelle de I'extinction de

I'expression du KIR2DS1.

Seulement trois lentivirus (sur les cing produiteptenant une séquence shRNA

ont pu étre testés jusqu’ici suite aux problemebrues rencontrés lors de la mise en

place de cette technique. Si aprés avoir essayédes derniers lentivirus, aucune
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extinction de I'expression du KIR2DS1 n’était obhs®r malgré une infection correcte des
cellules NK KIR2DS1, de nouveaux shRNA pourraient étre définis. Mais|a lourdeur
du protocole d’infection, ils pourraient tout d’allcétre testés cette fois-ci via un protocole
d’extinction transitoire utilisant des siRNA de flygse incubés avec les cellules d’intérét
avant de lancer une production colteuse de nouvéanibvirus. L’'obtention d'un
lentivirus permettant I'extinction non transitonle I'expression du KIR2DS1 devrait ainsi
permettre d’utiliser les cellules infectées pous études fonctionnelles (dégranulation et
production d’IFNy) et dans le modélan vitro d’amplification des cellules NK afin de
mieux comprendre I'impact de ce récepteur activasew l'alloréactivité des cellules NK.
En effet, les cellules NK qui expriment a la fasKIR2DL1 et le KIR2DS1 sont difficiles

a étudier pour le moment faute doutils. Or, cher individu CZ, les cellules NK
KIR2DL1" sont fonctionnelles alors que les cellules NK KIFA™ ne le sont pas. Il est
donc logiqgue de se demander comment les cellules gNK co-expriment ces deux
récepteurs chez un individu C2ont se comporter vis-a-vis d’une cellule ciblgemant
leur ligand. En éteignant I'expression du KIR2DB%gera ainsi possible de déterminer son
impact fonctionnel sur ces cellules NK. Il pourragalement étre intéressant de
déterminer, chez un donneur C1C2, I'impact d’'un RIFS1 sur la tolérance des cellules
NK potentiellement éduquées par un KIR inhibiteet gue KIR2DL3 Figure 5
puisqu’'une étude récente montre un rdle du KIR2[0&ds I'éducation des cellules NK
(Fauriat et al. 2009). Il est envisageable que l'extinction dexpeession du KIR2DS1
augmente la cytotoxicité de ces cellules, ce guficnerait la réversibilité de la tolérance

au soi médiée par les KIR activateurs.
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Impact du KIR2DS1 sur les
fonctions des cellules NK ?

Figure 5.Etude du réle du KIR2DS1 par I'approche d’ARN nféeence

L'objectif des études a venir est d’éteindre I'eegsion du KIR2DS1 afin de déterminer
son impact sur les cellules NK exprimant d’autrd® Kcomme le KIR2DL3. Chez un
donneur C1C2, une cellule NK KIR2DSKIR2DL3" est éduquée grace a linteraction
entre son KIR inhibiteur et le ligand C1 et rendakrante via I'engagement de son KIR
activateur avec le ligand C2. Cette tolérance dist-eversible si le KIR2DS1 n’est plus

exprimeée ?



RESULTATS

PROJET N°4 : FONCTIONS DES CELLULES NK KIR3DS1"”

Les fonctions des cellules NK KIR3DL &t KIR3DST sont régulées différemment par les

molécules HLA-Bw4 et I'expression du KIR3DS1 estuite sur les cellules activées
« Phenotypic and Functional Analyses of KIR3DLdAnd KIR3DSI NK Cell Subsets
Demonstrate Differential Regulation by Bw4 Molecund Induced KIR3DS1 Expression

on Stimulated NK Cells »

Maelig Morvan, Catherine Willem, Katia Gagne, Nohme Kerdudou, Gaelle David,

Véronique Sébille, Gilles Folléa, Jean-Denis BigebRhristelle Retiere

The Journal of Immunology (2009), 182 : 6727-6735
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Le locusKIR3DL1/Slest le plus étudié des IoKiR et il est tres polymorphique
puisque 52 alleles KIR3DL1 (codant pour 46 protgiddférentes et un allele nul) et 14
alleles KIR3DS1 (codant pour 12 protéines difféesrdt un allele nul) ont été décrits pour
le moment (http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/). La formehibitrice (KIR3DL1) et la forme
activatrice (KIR3DS1) sont en effet des allélesniiéme gene. L’expression du KIR3DL1
a la surface des cellules NK peut étre détectéeyiamétrie de flux grace aux anticorps
DX9 et Z27. Récemment, il a été montré que le 48djs pas le DX9, reconnaissait
également le KIR3DS1 a une faible intensité derlaoence (Pascalt al. 2007). Les
populations NK KIR3DS1 sont donc DX9 Z27" alors que les cellules NK KIR3DL1
sont DX9, Z27'. De plus, lintensité de fluorescence du marquaggec I'anticorps Z27
permet de distinguer 3 groupes dalléles KIR3DLZ27"" (forte intensité de
fluorescence), Z2%" (intensité de fluorescence plus basse) ef'?qpas d’expression de
KIR3DL1 & la surface des cellules). La populatio@7¥" (trés faible intensité de

fluorescence) correspond aux cellules KIR3DS1

Les ligands du récepteur KIR3DL1 sont connus agis des molécules HLA de
classe | du groupe A et B qui présentent un mot#Rles résidus 77 a 83, avec une
isoleucine ou une thréonine en position 80 (Gumperal. 1997). Ce n'est pas le cas du
KIR3DS1 dont le ligand est toujours inconnu, méméastres forte homologie de son
domaine extracellulaire avec celui du KIR3DL1 (>97&insi que certaines associations
reportées au niveau génétique suggerent fortemeitt spgit des molécules HLA de

classe | présentant un motif Bw4 avec une isoleuemposition 80 (Bw4*80I).

En effet, tout comme l'association d'un allele KR3L"" avec son ligand

Bw4*80I est protectrice contre la protection du Martin et al.2007), le rOle protecteur
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de la présence du KIR3DS1 a été souligné au nigéaeétique dans certaines infections.
C’est le cas du virus de I'hépatite C mais aussswgtout du VIH ou des associations
protectrices entre le KIR3DS1 et son ligand po&i3iv4*80I ont été reportées (Martin et
al. 2002; Qiet al. 2006), méme s'’il existe d’autres études contradies (Gaudieret al.
2005). De plus, au laboratoire, une associatioriigue a pu étre mise en évidence dans le
contexte de la greffe, qui suggére un role déladder&IR3DS1 du donneur en absence du

Bw4 chez le receveur (Gageeal.2009).

Des expériencem vitro ont également permis de mettre en évidence que cet
association KIR3DS1/Bw4*80I avait des répercussimmetionnelles puisque les cellules
NK de ces individus présentaient un potentiel @ximfue et une production de cytokines
plus importants (Longt al. 2008) et qu’elles étaient capables d’inhiber alication du
VIH (Alter et al. 2007). Néanmoins, la majorité des précédentessgtn pas permis de
mettre en évidence d’interaction avec ce liganeémpiel du KIR3DS1, sans doute a cause
de l'utilisation de modéles trop €éloignés de lditéan vivo, comme des tétraméres Bw4
(Gillespie et al. 2007), des protéines de fusion Ig ou CHGarret al. 2007; Trundleyet

al. 2007) ou bien encore des NKL transfectées par RERB(Alteret al. 2007).

L’'approche qui a été utilisée dans ce projet escdmiginale puisqu’elle consiste
pour la premiére fois & cibler directement lesutei NK KIR3DST (DX9, z27™) a
partir d’'individus dont le génotype KIR et HLA esinnu. L’interaction du KIR3DL1 avec
son ligand Bw4 est connue et conduit a une inlibities cellules NK. L'objectif de cette
étude est donc de comparer les fonctions des eglNK KIR3DLI bien caractérisées a

celles des cellules NK KIR3DS nal définies.
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Tout d’abord, les résultats phénotypiques de @ttde nous ont permis de montrer
que le KIR3DS1 pouvait étre exprimé selon troisfifgdoien différents. Si I'un de ces
profils permet d’observer une population NK KIR3DSdien distincte de la population
négative, ce n'est pas le cas des deux autres papalation KIR3DS1 est soit d'une
intensité si faible qu’elle ne se détache pas dgolaulation positive, soit complétement
absente. Additionnés aux données supplémentairesetiearticle qui montrent des
variations importantes de frequence et dintensitéxpression selon les conditions
expérimentales (congélation et décongélation ouatibm des cellules en
paraformaldéhyde), ceci explique trés certainerpentquoi, malgré la disponibilité d’'un
anticorps spécifique du KIR3DS1 (Z27), tres peuwdiés s’étaient focalisées jusqu’ici sur

ce récepteur activateur.

Chez des donneurs pour lesquels I'expression dBBE n’est pas détectable par
cytométrie de flux sur des cellules au repos, uoeef proportion de cellules NK
KIR3DS1" est observée aprés stimulation. Cette inductiboleservée aprés utilisation de
différents stimuli comme des lignées cellulairesnBnortalisées par le virus d’Epstein-
Barr (B-EBV) déficientes ou non en molécules HLAdllasse |, des lymphocytes B triés,
la lignée leucémique myéloide K562, le poly | :Cdes interleukines (IL-2, IL-15). Nous
avons également confirmé que les fonctions defpration et de cytotoxicité des cellules
NK KIR3DL1" étaient régulées négativement par un environneaiegénique Bw4 En
effet, dans un environnement allogénique ou lentigdLA-Bw4 est présent, les fonctions
de prolifération et de cytotoxicité sont inhibééds fréquence de cellules NK KIR3DL &t
la dégranulation sont moins importantes aprés $ition par des cellules cibles Bivdue
par des cellules cibles qui sont Bw&e n'est pas le cas de cellules NK KIR3D8bnt

I'amplification est de méme importance (fréquencemsparables) et la cytotoxicité n’est
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pas plus augmentée lorsque les cellules ciblesBwwat que lorsqu’elles sont Bw4Ainsi,
dans les contextes étudiés, I'environnement HLAg#hique ne semble pas avoir d'impact
sur les fonctions des cellules NK KIR3DSlku contraire de celles qui expriment le

KIR3DL1 dont les fonctions sont inhibées en préseac ligand HLA-Bw4.

Pour finir cette étude, la présence du ligand agied ayant une influence sur la
fréquence des populations NK KIRorrespondantes (Yawat al. 2006), I'impact des
molécules HLA autologues présentant un motif Bw# laufréquence des cellules NK
KIR3DS1 a été testé statistiguement sur le panel des domre sang volontaires du
laboratoire. Nous avons observé que la fréquensecelules NK KIR3DS1 déterminée
ex vivoa partir des PBMC de notre panel était plus ingrag lorsque ces donneurs
possédaient des molécules HLA-B avec un motif Beds résultats étant confirmés

eégalement avec lintensité d’expression du KIR3DS1.

Toutes ces données suggerent que le KIR3DS1 mpast impliqué dans la
reconnaissance du non soi par les cellules NKirtemagit pas avec les molécules HLA-
Bw4 dans un contexte physiologique. Nous avons amelioré notre compréhension du
role des cellules NK KIR3DS1dans l'alloréactivité NK et le controle des infects

virales.
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Phenotypic and Functional Analyses of KIR3DL1" and
KIR3DS1" NK Cell Subsets Demonstrate Differential
Regulation by Bw4 Molecules and Induced KIR3DS1
Expression on Stimulated NK Cells'

Maelig Morvan,* Catherine Willem,* Katia Gagne,*" Nolwenn Kerdudou,* Gaelle David,*
Véronique Sébille,” Gilles Folléa,* Jean-Denis Bignon,*" and Christelle Retiere®*

Recently, the Z27 mAb was shown to recognize the NK cell-activating receptor KIR3DS1, and several genetic studies suggest that the
most probable ligands of KIR3DS1 are HLA class I molecules with the Bw4 motif. Despite these findings, the attempts to establish a
functional interaction between KIR3DS1 and its potential ligand have been unsuccessful. Here, we study the proliferation and cyto-
toxicity of KIR3DS1* NK cells, compared with KIR3DL1* NK cells, according to the Bwd™ or Bwd ™ allogeneic environment. Our
results show for the first time that KIR3DS1 expression on NK cells can be induced after exposure to stimulator cells (221, K562, EBV-B
cell lines, and B cells), polyinosinic-polycytidylic acid, IL-15, or IL-2. Furthermore, whereas KIR3DL1* NK cell proliferation and
cytotoxicity were inhibited in a Bwd™ but not a Bwd ™ context, KIR3DS1" NK cell functions were not influenced by the presence of Bw4
on target cells. Nevertheless, despite the absence of demonstrated regulation of KIR3DS1* NK cell functions by HLA-Bw4 molecules,
we found a higher KIR3DS1™ NK cell frequency and higher levels of KIR3DS1 expression in Bwd™ compared with Bw4~ individuals.
Altogether, these results suggest that KIR3DS1 does not recognize HLA-Bw4 molecules in a physiological context, and they highlight
the induced expression of KIR3DS1 observed on stimulated NK cells and the higher frequency of KIR3DS1" NK cells in Bw4™
individuals. Because a protective KIR3DS1-Bw4 association has been reported in viral infections, our results further the understanding

of the role of KIR3DS1* NK cells in controlling viral infections.

ssential components of the innate immune system, NK cells
E recognize and kill target cells with absent or altered expres-

sion of HLA class I molecules. This missing self recognition
makes NK cells able to eliminate tumoral and virus-infected cells that
lack self HLA class I molecules (1). Furthermore, in the allogeneic
context of hematopoietic stem cell transplantation, NK cells from the
donor can be alloreactive against recipient cells (2—4). This NK cell
alloreactivity is mediated by a balance between activating and inhib-
itory signals (5) and leads to cytotoxicity and production of proin-
flammatory cytokines, such as IFN-vy (6). Receptors of HLA class I
molecules involved in recognition of target cells partly belong to
the killer cell Ig-like receptor (KIR)? family (7), which consists of
14 genes and 2 pseudogenes located on chromosome 19q13.4 (8).
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Within this cluster, some KIR genes display an allelic variability
with phenotypic and functional consequences.

The KIR3DLI1/S1 locus presents a high degree of polymorphism
(66 alleles) and is the most studied of the KIR loci (http://www.
ebi.ac.uk/ipd/kir/). The receptors encoded by this gene have three
extracellular Ig-like domains. KIR3DL 1-inhibitory receptor has a
long intracytoplasmic tail, containing an ITIM (9). On the con-
trary, KIR3DS1-activating receptor possesses a short intracyto-
plasmic tail and present a charged residue within its transmem-
brane domain that is responsible for its interaction with the
activating adaptor protein DAP12 (10).

The expression of KIR3DLI, can be revealed by the binding of
two mAbs, DX9 and Z27, with three levels of fluorescence inten-
sity reflecting the receptor density at the cell surface: high
(KIR3DLI1*001, *002, *008, and *015 alleles); low (KIR3DLI*
005, *006, and *007 alleles); and null (KIR3DLI*004 allele) (11—
13). KIR3DL1 binds HLA class I molecules, from the HLA-A and
HLA-B groups, having the serological motif Bw4 between posi-
tions 77 and 83: IALR (Bw4*80I), or TALR and TLLR
(Bw4*80T; see Refs. 14 and 15). KIR3DLI allelic diversity, HLA-
Bw4 motif variability, and the loaded peptide sequence may be
responsible for differential binding in this KIR-HLA interaction
(15, 16). For example, highly expressed KIR3DLI allotypes are
stronger inhibitory receptors (17), and the Bw4*80I motif has a
better affinity for KIR3DL1 than other Bw4 motifs (18). In addi-
tion, KIR3DL1"* NK cells are only functional in Bw4 " individuals
(19-21).

Contrary to KIR3DL1, which recognizes HLA-Bw4 molecules,
the ligand of KIR3DS1 is not determined, whereas a strong ho-
mology in their extracellular domain (>97%). Indeed, HLA-Bw4
tetramers loaded with various peptides did not succeed in binding
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to KIR3DS1 (22). This absence of interaction in vitro does not
exclude protection by the KIR3DSI-Bw4 association as suggested
by genetic studies for the acute hepatitis C virus (23, 24), the
human papillomavirus (25, 26), and HIV-1 infections (27-29). The
recent findings showing that KIR3DS1 is actually expressed on
the cell surface and is detectable by flow cytometry with the
KIR3DL1/S1-specific mAb, Z27, at a very low intensity of fluo-
rescence (30-33), led to study KIR3DS1 expression and to inves-
tigate a potential interaction between KIR3DS1 and HLA-Bw4.
Then, higher levels of KIR3DS1 expression were observed in
HIV-1-exposed uninfected individuals (34), and a protective effect
of the KIR3DSI and HLA-Bw4*80I association was shown on the
inhibition of HIV replication in T cells mediated by autologous
NK cells (35), without demonstrating a functional interaction be-
tween KIR3DS1 and HLA-Bw4 molecules.

The absence of an established and functional KIR3DSI1-HLA-
Bw4 interaction may be explained in part by the experimental
approaches used, which were based on a KIR3DSI-transfected
NKL cell line (35), Bw4 ™ tetramers (22), or KIR3DS1 fusion pro-
teins (30, 33). Thus, in this study, we investigated directly
KIR3DS1™" NK cells by flow cytometry from KIR- and HLA-geno-
typed PBMCs. Taking into account KIR3DLI, KIR3DS1, and Bw4,
we studied frequencies, proliferation, and cytotoxic potential of
this KIR3DS1* NK cell population in parallel to the well-charac-
terized KIR3DL1" NK cell population in different Bw4™" and
Bw4 ™ allogeneic environments.

Materials and Methods
Cells (PBMCs and cell lines)

PBMCs were isolated from citrate-phosphate-dextrose blood from healthy
adult volunteers by gradient centrifugation on Ficoll-Hypaque (Lym-
phoprep, Axis-Shield; PoC). All blood donors were recruited at the Blood
Transfusion Center (Etablissement Francais du Sang, Nantes, France) and
informed consent was obtained from all individuals. EBV-B cell lines were
obtained by EBV transformation of peripheral B cells using EBV super-
natant harvested from the cell line B95-8 (American Type Culture Col-
lection). FEB and DAX, both principal EBV-B cell lines used in the study,
were obtained from two different HLA-typed blood donors: FEB (HLA-
A*01-*01; -B*08 -*08; -Cw*07 -*07) and DAX (HLA-A*02 -*03; -B*44
-*#44; -Cw*05 -*05). B cells were isolated from PBMCs obtained from
healthy individuals as described previously (36). HLA class-I deficient
721.221 lymphoblastoid EBV-B cells, referred to as 221 cells, and HLA
class I-deficient immortalized myelogenous leukemia line K562 were used
as controls in functional assays. The 221 cell line and B*1513- and
B#3901-transfected 221 cells (respectively named 221-Bw4 and 221-Bwo6)
were used to assess NK cell cytotoxicity in functional assays. Cells were
cultured in RPMI 1640 (Life Technologies) containing glutamine (Life
Technologies) and penicillin-streptomycin (Life Technologies) and sup-
plemented with 10% FBS (Life Technologies).

HLA and KIR genotyping

Genomic DNA was extracted from PBMC (37) and HLA-A and -B genes
and KIR3DLI1/SI gene were typed via molecular techniques using PCR-
sequence-specific primers methods under the conditions recommended by
the manufacturers, as described previously (38, 39).

In vitro model of NK cell expansion

Amplification of NK cells was evaluated using an in vitro model based on
a protocol described previously (36). Briefly, PBMC were cultured with
irradiated allogeneic EBV-B cell lines at a ratio (PBMC:EBV-B cells) of
10:1, in CellGro SCGM medium (CellGenix) containing 10% human AB
serum, 50 U/ml penicillin (Life Technologies), 50 wg/ml streptomycin
(Life Technologies), and 150 IU/ml IL-2 (Chiron). Cell phenotyping was
performed for all conditions of stimulation at days 0, 6, 9, and 16. To assess
different stimuli, PBMCs were equally stimulated by irradiated B cells or
K562 cells at the same PBMC-stimulator cell ratio (10:1), IL-15 at 5 ng/ml
or polyinosinic-polycytidylic acid (poly(IC)) at 50 uwg/ml.

ANALYSES OF KIR3DL1" AND KIR3DS1* NK CELLS

Phenotypic analysis by flow cytometry

Cell surface phenotype was determined by four-color flow cytometry using
the following mouse anti-human mAbs: anti-KIR3DL1/S1-PE (Z27), anti-
KIR3DLI1-FITC (DX9) (Beckman Coulter, Immunotech), anti-CD3-PerCP
(SK7), and anti-CD56-allophycocyanin (B159), from BD Biosciences.
Anti-NKG2A (Z199; Beckman Coulter, Immunotech) mAb was labeled
with the FITC fluorochrome before use. Cells were also stained with the
corresponding isotype-matched control mAb. Results were expressed as
percentages of NK cells expressing KIR3DL1 (CD3~CD56Z27"e1ow) or
KIR3DS1 (CD3~CD56*Z27%™). The purity of sorted B cells was checked
using the anti-CD19 (HIB19; BD Biosciences) mAb. Data were collected
using a FACSCalibur (BD Biosciences) and analyzed using FlowJo 6.2
software (TreeStar).

CDI107a mobilization detected by flow cytometry

KIR3DS1" and KIR3DL1* NK cell subsets were tested for their cytolytic
potential with the CD107a mobilization assay after stimulation with 221,
K562, 221-Bw4 (B*1513), and 221-Bw6 (B*3901) cell lines. Preincubated
NK cells with CD107-PECyS5 or CD107a-FITC (H4A3; BD Biosciences)
were incubated with the different target cells for 5 h at an E:T ratio of 1:1,
with brefeldin A (Sigma-Aldrich) at 10 ug/ml for the last 4 h. The cells
were surface stained with Z27-PE, NKG2A-FITC, and NKp46-allophyco-
cyanin (9E2; BD Biosciences) or Z27-PE, CD3-PerCP, and NKG2A-allo-
phycocyanin (131411; R&D Systems). Degranulation (CD107a expres-
sion) of Z27"NKG2A™ cells was studied by four-color flow cytometry,
using NKp46-allophycocyanin-specific mAb to target NK cells with the
fourth fluorophore. Data were collected using a FACSCalibur and analyzed
using FlowJo 6.2 software.

Statistical analyses

Repeated-measures ANOVA using linear mixed models described previ-
ously (36) were used to examine changes in NK cell frequency over time
and across EBV-B cell lines (FEB and DAX). p values <0.05 were con-
sidered to be statistically significant. Comparisons of KIR3DS1* and
KIR3DLI™" NK cell frequencies from two different series of individuals
were performed using Student’s ¢ tests. Values of p < 0.05 were considered
to be statistically significant.

Results
Induction of KIR3DSI1 expression on stimulated NK cells

Three different patterns of KIR3DS1 expression could be observed
on resting NK cells from KIR3DSI™-genotyped individuals by
flow cytometry as illustrated in Fig. 1A4; a Z27“™ population
clearly distinguished itself from the Z27~ population, evaluated by
an isotype control for individual D1, a lower Z27%™ population
associated with the Z27~ population for individual D2, and no
727%™ population for individual D3. In this study, we compared
the frequencies of NK cells (CD3~CD56™) expressing KIR3DS1
(Z279™) by flow cytometry on resting cells (day 0) and cells stim-
ulated (day 9) by allogeneic EBV-B cell lines. The study was
conducted using PBMCs from healthy individua™ls for whom the
KIR3DLI/SI gene is presented in Table 1. In KIR3DLI /SI* in-
dividuals illustrated by D4 (Fig. 1B), KIR3DS1 expression was
weak and difficult to determine on resting NK cells (3.2%). How-
ever, after stimulation of D4 PBMC, the KIR3DS1 receptor was
expressed on a high proportion of NK cells (38.2%) at a low flu-
orescent intensity. As a control, in the KIR3DLI*/S1~ individual
D5 (Fig. 1B), no Z27“™ population was detectable in resting and
stimulated NK cells (CD3 CD56"). Because KIR3DS1 is ex-
pressed on a large proportion of stimulated NK cells from individuals
whose resting NK cells do not express KIR3DS1 (Fig. 1C), KIR3DS1
expression is induced on the stimulated NK cell surface. KIR3DSI
expression after stimulation by allogeneic EBV-B cells displayed a
peak at ~9 days (data not shown) in all KIR3DSI"KIR3DLI™ or
KIR3DS1 " KIR3DLI™" individuals studied (n = 5; Fig. 1D). This
increased KIR3DS1" NK cell frequency after allogeneic EBV-B cell
stimulation was also observed for all KIR3DLI*/SI™ individuals
(n = 5) who expressed KIR3DL1 receptor with a low or high mean
fluorescence intensity (Fig. 1E).
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FIGURE 1. Induction of KIR3DS1 expression on NK cells. A, Three different patterns of KIR3DS1 expression were observed on resting NK cells from

KIR3DS1 " -genotyped individuals by flow cytometry using Z27 mAb. Histograms and density plots are gated on CD3~CD56" NK cells and presented for
three patterns of KIR3DS1 expression on NK cells, from three representative healthy K/R3DS!™" individuals. Cells were stained with the Z27 mAb (shaded
histograms) and isotype control (open histograms). MFI values obtained with the isotype control and the Z27 mAb are indicated in histograms. The
percentages of KIR3DL1" and KIR3DS1" NK cell subsets are indicated in the density plots. B—E, PBMCs were stimulated with an irradiated allogeneic
EBV-B cell line and the KIR3DL1/S1 phenotype of resting (day 0) and stimulated NK cells (day 9) was determined by flow cytometry using Z27 mAb.
B, Density plots are gated on resting or stimulated CD3~CD56" NK cells. Data are from a KIR3DLI /SI* genotyped individual D4 and a KIR3DLI"/
S1~-genotyped individual D5. The percentages of KIR3DL1" and KIR3DS1" NK cell subsets are indicated in the density plots. C, Histograms are gated
on resting or stimulated CD3~ CD56" NK cells. Cells were stained with the Z27 mAb (shaded histograms) and isotype control (open histograms). MFI
values obtained with the isotype control and the Z27 mAb are indicated in histograms. A density plot is gated on stimulated CD3~CD56" NK cells. The
percentage of KIR3DS1" NK cell subset is indicated. Data are from a single individual representative of four (D4, D6, D8, and D14). D, KIR3DS1" NK
cell (CD3~CD56") frequency was determined for five KIR3DLI~ °" "' (D4 and D6-D9) and E, five KIR3DLI" (D10-D14) individuals on resting NK
cells and allogeneic EBV-B cell-stimulated NK cells.

Induction of KIR3DSI expression on NK cells by various stimuli

Because cell phenotype can be modified by cryopreservation and
fixation, we investigated both parameters on KIR3DS1 expression.
Interestingly, we observed a lower KIR3DS1" NK cell frequency
after one night and even 1 h of culture after thawing PBMCs in
comparison with KIR3DS1" NK cells freshly isolated from pe-
ripheral blood, as illustrated for individual D15 (supplemental Fig.
S1A).* In addition, cell fixation with 1% PFA before flow cyto-
metric acquisition had a deleterious impact on KIR3DS1" NK cell
frequency in freshly isolated and thawed cells (supplemental Fig.
S1A). These results were confirmed in 10 KIR3DSI™ genotyped
individuals (D1, D2, and D15-D22, supplemental Fig. S1, B and
C). Thus, to investigate the impact of different stimuli on
KIR3DS1* NK cell frequency, we performed the study from over-

+The online version of this article contains supplemental material.

night cultured PBMCs after thawing and determined the
KIR3DS1" NK cell phenotype without cell fixation. Given that
EBV-B cell stimulation of PBMCs induced a large increase in
KIR3DS1% NK cell frequency, we assessed the impact of other
stimuli on this latter cell population. To determine the impact of
EBYV on KIR3DS1 expression by NK cells, PBMC stimulations
by an EBV-B cell line and their non-EBV-transformed coun-
terpart cells were compared from four KIR3DSI' genotyped
individuals (D4, D13, D14, and D23). A high frequency of
KIR3DS1" NK cells was observed with EBV-B cells and B
cells (Fig. 2, A and B) despite a less significant NK cell expan-
sion with B cells (data not shown). Likewise, as illustrated for
the KIR3DLI/SI1" individual D17 in Fig. 2C, we studied the
impact of the myelogenous K562 cell line in comparison with
the lymphoblastoid EBV-B 721.221 cell line (221), poly(IC),
and IL-15, on KIR3DS1 expression on NK cells from six
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Table I. HLA-Bw4 molecules and KIR3DL1/S1 genotypes of studied individuals
HLA Typing® KIR Typing
Individual A* A* B* B* No. of HLA-Bw4 3DLI 3DS1
D1 0101 2402 0801 3906 1 + +
D2 0301 2301 3508 5001 0 + +
D3 0201 2601 1801 4002 0 + +
D4 0101 0201 0801 5101 1 - +
D5 0201 0301 1501 4901 1 + -
D6 02 02 40 51 1 null® +
D7 0201 3303 4901 5801 2 null® +
D8 0201 1101 4002 4402 1 null® +
D9 0201 0201 0801 5101 1 - +
D10 02 02 07 35 0 + +
D11 0301 0301 0801 1801 0 + +
D12 0201 0201 3901 4402 1 + +
D13 0101 0201 0801 4002 0 + +
D14 3101 6801 1801 3901 0 + +
D15 2402 2402 4901 5101 2 null® +
D16 2402 3402 1402 3502 1 null® +
D17 0201 0201 4002 5101 1 - +
D18 02 03 5101 5501 1 + +
D19 0205 2402 3801 4402 3 + +
D20 0201 2402 1801 4002 1 + +
D21 0201 0201 1801 3501 0 + +
D22 03 11 15 40 0 + +
D23 0201 3301 1402 1501 0 + +
D24 0301 2402 0702 1401 1 + -
D25 0201 3301 5201 5801 2 + -
D26 1101 2301 3501 4403 1 + -
D27 0201 2402 1501 1501 1 + -
D28 0101 0201 0702 0801 0 + -
D29 0301 6801 3502 1501 0 + —
D30 0201 2402 0702 4002 1 + -

“ Genes and alleles coding for HLA-Bw4 molecules are indicated in bold.
® KIR3DLI gene is detected by PCR, but the cell surface expression of KIR3DLI receptor is not detected by flow cytometry.

KIR3DSI" genotyped individuals (D2, D14-D17, and DI19;
Fig. 2D). As a control, PBMCs were cultured in parallel in
culture medium containing IL-2. Under this condition, no NK
cell amplification (6.5% of resting D17 NK cells and 4.2% of
cultured D17 NK cells) was observed. In the opposite, NK cell
(CD37CD56™") frequency increased after stimulation by 221
(64.3%), K562 (76.7%), poly(IC) (18.6%), and IL-15 (28.0%).
The frequency of KIR3DS1* NK cells (Z27"DX97) increased
not only with stimulator cells (221 or K562) regardless of their
origin (lymphoid or myeloid) but also with poly(IC) and cyto-
kines as IL-15 and IL-2 (medium). Of note, the magnitude of
this increase is variable according to the studied individuals.

Impact of the Bw4 KIR ligand on KIR3DLI™, but not
KIR3DSI™, NK cell expansion in vitro

The modulation of KIR2DL1" and KIR2DS1" NK cell frequen-
cies by the allogeneic C2* or C2~ environment that we have re-
cently shown (36) raises the possibility that the HLA-Bw4 mol-
ecule could differentially modulate the in vitro KIR3DL1" and
KIR3DS1" NK cell expansion. Using a model of NK cell ex-
pansion in vitro described previously (36), we investigated the
impact of allogeneic HLA-Bw4 ligand on the changes in
KIR3DL1" and KIR3DS1* NK cell frequency. PBMCs from
KIR3DL1/S1 genotyped individuals were stimulated with Bw4 ™
or Bw4 ™ irradiated allogeneic EBV-B cell lines. The frequency
of NK cells (CD3 CD56") expressing KIR3DL1" (Z27"%
nigh) and KIR3DS1% (Z279™) was determined by flow cytom-
etry at days 0, 6, 9, and 16 after stimulation by either Bw4 ™~ or
Bw4" EBV-B cell lines. A higher KIR3DL1" NK cell fre-
quency was observed in the Bw4~ condition (42% at day 16)

than in the Bw4 ™" condition (28.7% at day 16) of stimulation as
illustrated for a representative KIR3DLI"/S1" genotyped indi-
vidual D23 (Fig. 3A). However, no significant difference in
KIR3DS1™" NK cell frequency could be detected between these
two Bw4 ™~ and Bw4 ™ allogeneic conditions of stimulation (18.1
and 18.6%, respectively, at day 16). To confirm this observa-
tion, the analyses were conducted in 10 healthy KIR3DLI™-
genotyped individuals (D5, D11, D12, and D24-D30) for
whom KIR3DLI/S1 genes are indicated in Table I. KIR3DL1™"
NK cell frequency was significantly higher (p = 0.003) after
stimulation of PBMCs with the Bw4™ EBV-B cell line (FEB)
compared with stimulation with the Bw4™ EBV-B cell line
(DAX) (Fig. 3B). Besides, 10 KIR3DLI " -genotyped individu-
als were stimulated with EBV-B cell lines expressing other
HLA-Bw4 allelic encoded molecules than those expressed by
DAX and with other Bw4™ EBV-B cell lines than FEB.
Changes in KIR3DL1" NK cell frequency according to the
presence or the absence of Bw4 confirmed that the KIR3DL1™
NK cell frequency observed after stimulation is higher in a
Bw4~ than in a Bw4™ environment (data not shown). As re-
gards the KIR3DS1, stimulation of PBMCs from eight individ-
uals (D4, D7, D8, D11 to D14 and D23) by Bw4~ or Bw4™"
EBV-B cell lines similarly increased KIR3DS1" NK cell fre-
quency after 9 days of culture (Fig. 3C). We can therefore con-
clude that the frequency of the KIR3DL1* NK cell pool is
higher with Bw4~ than with Bw4" EBV-B stimulator cells.
However, the frequency of KIR3DS1"* NK cells is similar with
Bw4~ and Bw4™" allogeneic EBV-B cells, suggesting that
KIR3DS1" NK cells do not preferentially respond to the pres-
ence of Bw4 ligand on stimulator cells.
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FIGURE 2. Induction of KIR3DS1 expression on NK cells by various stimuli. A and B, PBMCs from KIR3DS1"-genotyped individuals were stimulated

with an allogeneic EBV-B cell line and the corresponding B cells. The
determined by flow cytometry using Z27 mAb. A, Density plots presenting

KIR3DS!1 phenotype of resting and stimulated NK cells (CD3~CD56™) was
percentages of the Z27™ cell subset are shown for resting (day 0) and stimulated

(day 9) NK cells from a KIR3DLI /S1"-genotyped individual D4. B, KIR3DS1* NK cell (CD3~CD56") frequencies determined for four KIR3DS1™"
genotyped individuals (D4, D13, D14, and D23). C and D, PBMCs from KIR3DSI"-genotyped individuals were stimulated with culture medium (IL-2),

221, K562, poly(IC), and IL-15. The phenotype of resting and stimulated ¢

ells was realized by flow cytometry. NK cells (CD3~CD56™) were stained with

the Z27 and DX9 mAbs. C, Density plots presenting percentages of the KIR3DS1" (Z27"DX97) NK cell subset are shown from a representative
KIR3DLI1~/SI"-genotyped individual D17. D, KIR3DS1" NK cell frequency fold induction (percentage of KIR3DS1"-stimulated NK cells/percentage of
KIR3DS1™" resting NK cells) determined for six KIR3DSI™ genotyped individuals. A, D2; B, D14; [], D15; ¢, D16; @, D17; O, D19.

In contrast to KIR3DLI" NK cells, activation of KIR3DSI" NK
cell cytotoxicity is Bw4 independent

Because the HLA-Bw4 molecule did not influence KIR3DS1" NK
cell proliferation, we investigated whether this was also the case
for the cytotoxic capacity of these cells. Degranulation experi-
ments (CD107a expression), using 4-color flow cytometry, were
performed from 10 KIR3DLI1/S1-genotyped individuals (D1, D2,
and D15 to D22) to determine the conditions of KIR3DL1" and
KIR3DS1* NK cell cytotoxicity. First, because cell stimulation
leads to induce KIR3DS1 expression on NK cells, PBMCs were
amplified beforehand for 2 wk with the 221 cell line as stimulator
cells to obtain a substantial KIR3DS1" NK cell population. Given
that CD94/NKG2A expression on KIR3DS1" NK cells may in-
hibit the triggering signal of KIR3DS1 engagement with its ligand
(40), only KIR3DS1*NKG2A "NKp46™ NK cells were targeted
(Fig. 4A). NKp46-specific mAb was used to target NK cells with
only one marker (41). Degranulation of these selected cells was

evaluated against HLA class I-deficient myeloid K562, lym-
phoid 221, 221-Bw6, and 221-Bw4 cell lines (Fig. 4B). As con-
trol, degranulation of KIR3DL1" NKG2A ™~ NK cells (Fig. 4A)
was determined against the same target cells used in this cyto-
toxic assay (Fig. 4B). Stimulation by the 221 and K562 cell
lines activated degranulation of both KIR3DS1" NKG2A ™ and
KIR3DL1"NKG2A~ NK cell subsets (Fig. 4B). However,
while degranulation of KIR3DL1* *NKG2A~ NK cells was in-
hibited by the 221-Bw4 cell line, no difference in degranulation
of KIR3DS1 NKG2A™ NK cells was observed between stim-
ulation with the 221-Bw4 and that with 221-Bw6 cell lines.
Moreover, the same results were obtained with experiments of
degranulation performed on resting KIR3DL1"NKG2A~ and
KIR3DS1"NKG2A~ NK cells (data not shown), from resting
PBMC:s of five individuals. These degranulation assays did not
allow us to ascertain a potential triggering engagement of
KIR3DS1 with Bw4™" target cells.
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FIGURE 3. Impact of the Bw4
KIR ligand on KIR3DLI1", but not
KIR3DS1" NK cell expansion in
vitro. PBMCs from genotyped indi-
viduals were cultured with irradiated
Bw4~ or Bw4" EBV-B cell lines.
NK cells, defined as the CD3~CD56*
population, were stained with the Z27
mAb. KIR3DS1" cells were identi-
fied as the Z27%™ subset and
KIR3DL1" cells as the Z27'°™Meh
subset. A, Density plots are gated on
resting NK cells and on NK cells
from KIR3DLI*/SI*-genotyped in-
dividual D23 after 16 days of sti-
mulation by B*0801, B*0801
(Bw4 " Bw47), or B*3501, B*4403
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D30), p = 0.003. Repeated-measures
ANOVA based on linear mixed mod-
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EBV-B cell lines. D4 PBMCs were
stimulated with B*1302, B*4402
(Bw4*/Bw4™) and B*0801, B*0801
(Bw4 /Bw4™) EBV-B cell lines.
D14 PBMCs were stimulated with
B*4002, B*4402 (Bw4 /Bw4"), and
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B*1402, B*1501 (Bw4 /Bw4")
EBV-B cell lines. D23 PBMCs were
stimulated with B*3501, B%*4403
(Bw4~/Bw4™") and B*0801, B*0801
(Bw4"/Bw4™) EBV-B cell lines.
KIR3DS1" NK cell frequencies were
observed by flow cytometry for
Bw4~ and Bw4" EBV-B cell condi-
tions of stimulation at day 9. No sig-
nificant difference was observed for
eight KIR3DLI™~/SI* genotyped
individuals (D4, D7, D8, D11-D14,
and D23), p = 0.711. A paired Stu-
dent 7 test was used.
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Impact of autologous Bw4 ligand on KIR3DL1 and KIR3DS1
expression by NK cells

The expression of autologous KIR ligand has been shown to have
an impact on the corresponding KIR™ NK cell frequency in the
peripheral blood (13, 19). HLA-Bw4 molecules are KIR3DLI li-

Bw4* EBV-B

line cell line

gands, and genetic analyses have suggested that the HLA-Bw4
molecule could be the ligand of KIR3DS1. Thus, we hypothesized
that the presence of HLA-Bw4 could influence the frequency of
KIR3DS1" NK cells, compared with KIR3DLI1 as control. Phe-
notypic analyses were performed on KIR3DLI™ (n = 53) and/or
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FIGURE 4. Contrary to KIR3DL1" NK cells, activation of KIR3DS1" NK cell cytotoxicity is Bw4 independent. PBMCs were amplified for 2 wk with
the 221 cell line as stimulator cells to obtain a substantial KIR3DSI" NK cell population. A, KIR3DSI"NKG2A NKp46™ NK cells and
KIR3DL1"NKG2A~ NK cells were targeted. A density plot is gated on NKp46"™ NK cells. Percentages of KIR3DS1" or KIR3DL1" NK cells are
indicated. Histograms showing the NKG2A phenotype of KIR3DL1" NK cells and KIR3DS1" NK cells are gated on Z27"2" NK cells and Z27%™ NK
cells, respectively. Percentages of NKG2A ™ NK cells are indicated. Data are shown for a representative KIR3DLI*/S1™" individual D19 of 10 individuals
studied (D1, D2, and D15 to D22). B, Degranulation of both KIR3DS1"NKG2A NKp46" (n = 10) and KIR3DL1 "NKG2A NKp46™ (n = 7) gated cell
subsets was evaluated against HLA class I deficient myeloid K562 (n = 6), lymphoid 221 (n = 10), 221-Bw6 (n = 9), and 221-Bw4 (n = 10) cell lines.
The E:T ratio was 1:1. Degranulation assays were performed as described in Materials and Methods. CD107a expression was defined by flow cytometry
after stimulation with 221, K562, 221-Bw6, and 221-Bw4 in parallel to the control (medium). Means and SDs are shown for 10 individuals studied (D1,
D2, and D15 to D22).

KIR3DSI" (n = 32) genotyped PBMCs using KIR3DL1/S1-spe- Bw4" (n = 38) and Bw4~ (n = 15) individuals (Fig. 5A). Contrary
cific Z27 mAb. Surprisingly, no significant difference was ob- to this, the frequency of KIR3DS1™ NK cells was significantly
served between KIR3DL1" NK cell frequency in PBMCs from higher (p = 0.002) in the presence of at least one HLA-Bw4 motif
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FIGURE 5. Impact of autologous Bw4 on KIR3DLI and KIR3DS1 expression on NK cells. Flow cytometric analysis of NK cells from 53 KIR3DLI™ -
and 32 KIR3DS1 " -genotyped individuals was performed with the anti-KIR3DL1/S1 mAb Z27. NK cells were described as CD3~CD56 "KIR3DS1" NK
cells as the Z27%™ cell subset and KIR3DL1" NK cells as the Z27'°*/Me" cell subset. A, The frequencies of KIR3DL1™ NK cells were compared between
Bw4~ (n = 15) and Bw4™ (n = 38) individuals, p = 0.264. B, The frequencies of KIR3DS1* NK cells were compared between Bw4~ (n = 10) and Bw4 ™
(n = 22) individuals, p = 0.002. C, KIR3DS1 expression (MFI) on NK cells is lower in Bw4 ™~ (n = 10) than in Bwd™" (n = 22) individuals, p = 0.005.
Student’s ¢ test with bilateral distribution and unequal variance was used for all statistical analysis.
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(Fig. 5B). Because three patterns of KIR3DS1 expression were
observed (Fig. 1A), we suggested that the level of KIR3DSI1 ex-
pression, provided by the median fluorescence intensity (MFI),
could be a more relevant indicator than the KIR3DS1* NK cell
frequency, which itself is too difficult to assess. As a consequence,
the MFI of the KIR3DS1™" cells stained with Z27 mAb was eval-
uated after subtraction of the background fluorescence of the neg-
ative or isotype control. By this approach, the level of KIR3DS1
expression on NK cells was also significantly higher (p = 0.005)
in the presence of at least one HLA-Bw4 molecule than in its
absence (Fig. 50).

Discussion

The recent interest in KIR3DS1 can be explained, not only by the
newly discovered possibility to detect its expression by flow cy-
tometry (30-33) but also by the genetic associations favoring pro-
tection to AIDS (27-29, 42—44), clearance of hepatitis C virus (23)
and resistance to cervical neoplasia (25, 26) or hepatocellular
carninoma (24). In this study, we show for the first time that, even
for individuals with a very low proportion of KIR3DS1" NK cells
on resting PBMCs, the expression of KIR3DS]1 is induced on NK
cells after stimulation with stimulator cells (221, K562, EBV-B
cell lines, and B cells), poly(IC), and cytokines as IL-15 and IL-2.
The fact that these various stimuli can induce KIR3DS1 expression
suggests that this activating receptor could possibly be considered
as a marker of NK cell activation. The induction of KIR expression
on NK cells is poorly described in literature. Certain allelic vari-
ants of KIR2DIL4 have been shown to be induced on cultured NK
cells, either as a full-length and detectable protein, or as a secreted
receptor (45). A higher KIR3DS1 expression on NK cells has been
observed in vivo in the context of HIV infection (34). As a result,
this induction of KIR3DS1 expression might play a protective role
in the control of viral infections.

Some genetic studies (23-29, 46—49) have highlighted an as-
sociation of the KIR3DSI with HLA-Bw4 molecules, suggesting
that the HLA-Bw4 molecules are the best candidate as the
KIR3DS1 ligand. However, we show in this present study that
even KIR3DL1" NK cell frequency was significantly higher after
2 wk of coculture in a HLA-Bw4 ™ allogeneic environment than in
a HLA-Bw4™ environment, the proliferation of KIR3DS1* NK
cells is not regulated by the Bw4™ environment. The expression of
KIR3DS1 was equally induced regardless of the autologous or the
allogeneic Bw4~ or Bw4™ environment. Moreover, degranulation
assays, targeting amplified NKG2A "KIR3DS1 NK cells, did not
allow us to discern a triggering functional interaction between
KIR3DS1 and the Bw4 molecule, even though these experimental
conditions are closer to the in vivo context than those of previous
studies (22, 30, 33, 35).

Despite the absence of demonstrated regulation of KIR3DS1™
NK cell functions by HLA-Bw4 molecules, we found a statistically
significant difference in KIR3DS1% NK cell frequency and the
level of KIR3DS1 expression, between the absence and the pres-
ence of at least one autologous HLA-Bw4. On the other hand, no
significant difference was observed in KIR3DL1" NK cell fre-
quency according to the presence or absence of the autologous
ligand Bw4. The discrepancy between these observations and pre-
vious reports (13, 32) can potentially be explained by different
allelic distributions of KIR3DLI/SI and HLA-Bw4 between our
European cohort and American (32) and Japanese (13) cohorts
(47-50). These data support an influence of HLA-Bw4 molecules
in shaping the KIR3DS1" NK cell subset during development.

One hypothesis proposed in the literature still supporting HLA-
Bw4 as a ligand for KIR3DSI1 is that a viral or a tumoral peptide
is loaded by HLA-Bw4 molecules and stabilizes a functional in-
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teraction with KIR3DS1. A previous study supported this loaded
peptide model, with a reinforced lysis of Bw4™ cell targets in-
fected by HIV-1 (35), but without pinpointing a particular peptide.
It has been recently reported that a T cell escape variant HIV
peptide bound to HLA-Cw4 constitutes a better ligand for
KIR2DL1 than the consensus peptide (51). Moreover, different
publications underlined the impact of the loaded peptide on the
KIR-HLA affinity as described for KIR3DL2 (52) and KIR3DL1
(15). Another hypothesis is raised by the Ly49H™ (a murine acti-
vating KIR receptor counterpart) NK cell population which con-
trols murine CMV infection by recognizing a murine MHC-like
protein, m157 (53, 54). Thus, it is feasible to envisage that
KIR3DS1 binds to a protein expressed by infected or tumor cells.
This has already been shown for KIR2DS4, another activating
KIR, which interacts functionally with a non-HLA ligand ex-
pressed only on tumoral cell lines (55).

Finally, although in the KIR2DL1/KIR2DS1 pair only one of
these two homologous receptors can be functional, depending on
the presence or absence of HLA-C2 ligand (36), the KIR3DL1 and
KIR3DS1 receptors do not act in the same way. In fact,
KIR3DL1" NK cell functions (degranulation and proliferation)
are regulated by HLA-Bw4, but the regulation of KIR3DS1" NK
cell functions is Bw4 independent in physiological conditions.
However, we highlight a large induction of KIR3DS1 expression
on NK cells after stimulation with various stimuli and a higher
KIR3DS1* NK cell frequency in Bw4™ individuals. Altogether,
these data suggest that, in contrast to KIR3DL1, KIR3DSI is not
implicated in non-self recognition by NK cells and does not rec-
ognize HLA-Bw4 molecules in physiological context. These re-
sults further the understanding of the role of KIR3DS1" NK cells
in controlling viral infections.
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Pour la premiére fois, des anticorps monoclonauxnpttant de discriminer les
populations NK n’exprimant que la forme inhibitrioe la forme activatrice des KIR ont
été produits et caractérisés finement. Il est neasmt possible de cibler les cellules NK
KIR2DS1 (8C11, EB6'), KIR2DL1" (8C1T, GL183) et KIR2DLZ" (1F12, GL183). Au
niveau phénotypique, cela a permis de voir par @emue KIR2DL1 et KIR2DS1
pouvaient étre exprimés indépendamment. Au nivemctionnel, comme les études
réalisées jusque la n'utilisaient que des anticogmemerciaux incapables de distinguer les
KIR activateurs et inhibiteurs, ces nouveaux ampisoouvrent la voie a des études plus
poussées de I'impact des KIR, et en particulier k€& activateurs, sur les fonctions des
cellules NK. L'utilisation de la combinaison dediaarps 8C11 et EB6 nous a permis par
exemple d’étudier la fonctionnalité des cellules N expriment a leur surface le

KIR2DS1, mais pas les autres récepteurs KIR qumeaissent les molécules HLA-Cw.

L’anticorps monoclonal issu du clone 1F12 peutéseler intéressant pour étudier
la fonctionnalité des populations NK KIR2DLELF1Z, GL183). En effet, contrairement
au KIR2DL1 qui a pour ligands les seules moléeciié#\ de classe | du groupe C2, le
KIR2DL2 semble reconnaitre non seulement les mé#&ddLA de classe | du groupe C1,
mais aussi certaines molécules du groupe C2 (Metsth2008). La possibilité de cibler
la population NK exprimant le KIR2DL2 a sa surfa@e permettre d’étudier I'impact de
ces différents ligands HLA, aussi bien au niveatolague en termes d’éducation qu’au
niveau allogénique en termes d’alloréactivité oun mies cellules NK KIR2DL2 Cet
anticorps permet également d’étudier la fonctioidales cellules NK KIR2DS2puisque
les cellules 1F12 GL183 expriment forcément du KIR2DS2 chez les donneuisng

possédent pas le géne KIR2DL3. Chez ces individR2RL2" KIR2DSZ KIR2DL3", le
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marquage avec les anticorps 1F12 et GL183 permetfeinde distinguer deux populations

1F1Z GL183, dont I'une est KIR2DS?et 'autre KIR2DLZ KIR2DSZ'.

De plus, la reconnaissance de certains variangiqales du KIR2DL1 par les
anticorps 8C11 et 1A6 peut aussi étre un atouigpeida variabilité allélique KIR semble
avoir un impact sur leur fonctionnalité, en patietuen ce qui concerne l'affinité avec le
ligand HLA. Ceci a par exemple été montré pour IR3IDL1, dont le polymorphisme
allelique doit continuer d’étre étudié, puisquetaieis variants alléliques dits « high »
présentent une meilleure affinité pour leurs ligantts molécules HLA de classe |
présentant un motif Bw4, que les variants allélgydis « low » (Yawatat al. 2006). Une
étude récente montre également un impact du popmsmne allélique KIR2DL1 sur
I'inhibition de la dégranulation, de la productiditFN-y et de la cytotoxicité vis-a-vis de
cellules cibles C2 (Bari et al. 2009). Dans ce cas, c’est un résidu situé au univka
domaine transmembranaire qui affecte le signabitdur et I'expression du KIR2DL1 a la
surface cellulaire. Il serait donc intéressant itiagr les anticorps 8C11 et 1A6 pour
comparer la fonctionnalité des cellules NK n’exmimhque certains variants alléliques du
KIR2DL1 a leur surface vis-a-vis de cellules cib@®sentant ou non les ligands HLA

correspondants.

Enfin, ces anticorps peuvent étre utilisés commegueurs chez certains patients
afin d’analyser au niveau phénotypique et fonctedrias populations NK exprimant des
récepteurs KIR & leur surface dont le role protectel délétere a été mis en évidence au
niveau génétigue dans certaines pathologies. Eeasts par exemple des fausses couches
dans le contexte de la grossesse (Moffett and Bil®®), des maladies auto-immunes (Jiao

et al. 2008, Flodstrom-Tullbergt al. 2009) et des infections virales (Carringtenal.
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2008) ou un impact des récepteurs KIR activateyra étre déterminé. La possibilité de
distinguer ces différentes populations devrait ée€ler trés utile par la suite pour
comprendre le role joué par chacun de ces récepkdB® dans la régulation des fonctions

des cellules NK.

Ces combinaisons d’anticorps nous ont permis detn@onjue les cellules NK
exprimant le KIR2DS1 leur surface sont alloréactives vis-a-vis deutedl cibles qui
présentent le ligand C2, et ceci uniguement chezr#vidus C2 C’est l'inverse qui se
produit pour le récepteur inhibiteur KIR2DL1 puiggciest uniquement chez les individus
C2" que ce récepteur est fonctionnel et protége dgsaNK les cellules qui présentent
son ligand C2 (Anfosst al. 2006). Nous avons confirme ici cette regle podotection de
prolifération puisque la fréquence des cellules ’IR2DL1" d’un individu CZ est moins
importante aprés stimulation par des lymphocyt&@2Bque C2 alors que cette fréquence
reste similaire chez un individu C2insi, chez un individu KIR2DL1KIR2DST seules
les cellules KIR2DL1 sont fonctionnelles s'il est C2t seules les cellules KIR2DS4ont
fonctionnelles s’il est C2Ces deux récepteurs ne sont donc pas engagésiche2me

individu, sauf peut étre lors d’'une infection vedelle que 'EBV.

En effet, lorsque les cellules stimulatrices sogs tignées B-EBV, il semble que
cette absence d’éducation est levée puisque 'antien de la fréquence des cellules NK
KIR2DL1" en réponse a l'absence du ligand C2 dans I'enn@orent allogénique est
observée aussi bien chez les individus @de C2 Dans les infections virales ou les
processus tumoraux, la balance entre inhibitioac@vation semble perturbée, ce qui peut
induire une prolifération de cellules NK pourtamnnéduquées. Les maladies auto-

immunes ou les leucémies NK pourraient égalemeant @&insécutives a une absence de
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toléerance au soi de cellules NK exprimant des KiRvateurs dont les ligands sont

exprimés par les cellules de l'individu.

Nous avons donc pu montrer que chez un individupgpssede les deux genes,
KIR2DL1 et KIR2DS1, seule 'une des deux populasi@xprimant I'un des récepteurs est
fonctionnelle en fonction de la présence ou nordighnd C2 au niveau autologue. Ces
observations sont particulierement importantes e’part car elles permettent de mieux
comprendre le role joué par les récepteurs KIRvatturs dans la modulation des
fonctions NK (cytotoxicité, production de cytokines prolifération) et d’autre part car
elles peuvent avoir des implications en greffes GeH. En effet, les cellules NK
KIR2DS1" issues d’'un individu C2présentent une potentielle alloréactivité vis--de
tumeurs allogéniques C2t pourraient donc ainsi contribuer a I'effet Gans le cadre de
greffes avec des incompatibilités HLA-Cw. Il seress@ite nécessaire de confirmervivo
ces regles de l'alloréactivité NK afin de définesdcritéres de sélection des donneurs de
CSH selon leurs KIR activateurs, I'éducation derdecellules NK KIR et leur typage

HLA en terme de ligands KIR.

Ces résultats ont été confirmés par une étude tecgm montre une lyse directe
des cellules leucémiques Cpar les cellules NK KIR2DS1(Pendeet al. 2009). Le rdle
des récepteurs KIR activateurs dans le traitemestlducémies par greffe de CSH est
d’ailleurs dans une étude portant sur 448 patiatitints d’AML. Les donneurs de cette
cohorte avec un haplotype B étaient associés avesurvie sans rechute plus importante
(Cooleyet al. 2009), les haplotypes B étant caractérisés parédsence de plus d’'un géne
KIR activateur. La présence chez le donneur d’ureacepteur activateur, le KIR3DS1,

a récemment été décrite au laboratoire comme ayaeffet bénéfique dans la greffe de
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CSH (Gagneet al. 2009). L'expression et la fonction du KIR3DS1 a&galement été

étudiées au cours de ma these.

Si les résultats obtenus concernant I'influenceHiié autologue sur la fréquence
des cellules NK KIR3DL1 et KIR3DST sont en contradiction avec les données publiées
précédemment (Yawatat al. 2006; Pascaét al. 2007), c’est probablement a cause des
différences d’origines des cohortes, japonaiseoet-américaine respectivement dans les
études précédentes alors que notre cohorte esigid®reuropéenne. Toutefois, ces
résultats sont en accord avec une étude menéeduesiment (Alteet al. 2009) ou une
augmentation de la fréquence des cellules NK KIRBDSt observée chez les individus
Bw4’. Si cette différence n’est pas significative dens cohorte d’individus sains, elle le
devient chez leurs patients infectés par le VIH,qoe converge vers I'hypothése selon

laquelle le KIR3DS1 joue un réle important dangecatfection.

L’interaction entre KIR3DS1 et son ligand potenti&i4*801 peut se produire
selon plusieurs options. Tout d’abord, il est pdssijue I'interaction entre KIR3DS1 et les
molécules Bw4*80I soit stabilisée par le chargentanh peptide viral ou tumoral. C’est
en effet le cas de son homologue inhibiteur, le 30R1, dont linteraction avec les
molécules HLA-Bw4 est stabilisée par certains pkgstichargés (Thananclaial. 2007).

Il est également possible qu’'un peptide issu deépres induites par le stress comme
MICA ou Hsp70 favorise linteraction entre KIR3D&t les molécules Bw4*80l. Une
autre hypothese envisageable est que cette iritaraentre KIR3DS1 et les molécules
Bw4*80I ne se produise pas via les cellules NK m@sd’autres cellules de I'immunité
capables de former une synapse immunologique &itedorte entre les cellules cibles et

effectrices. C’est peut étre le cas de lymphocytes¢moires KIR3DS1dont I'interaction
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entre le TCR et le complexe HLA-peptide est telleméorte qu'elle va permettre
I'interaction KIR3DS1/Bw4*801 au niveau de la sysapimmunologique, ce qui pourrait

potentialiser I'activation du lymphocyte T via dgreal de co-stimulation.

Plusieurs études viennent donner du crédit a cesthgses. Tout d'abord, les
donnéesx vivocollectées par Alteet al. confirment I'importance d’étudier la fonction de
prolifération des cellules NK selon les différeatssironnements HLA, et en particulier de
celles qui expriment le KIR3DS1. Dans leur étude,observent en effet une expansion
plus importante des cellules NK KIR3DSEn présence du ligand HLA potentiel
Bw4*80I, dans le contexte d’'une infection aigue\dtl. Méme s’ils ne nous permettent
pas de mettre en évidence une interaction fonotibarentre KIR3DS1 et son potentiel
ligand HLA, les associations génétiques bénéfiqepsrtées dans certaines pathologies,
ainsi que nos reésultats sur I'expression du KIR3OMat les cellules NK et ceux de
I'équipe de Galit Alter dans le contexte du VIH d¢demt donc indiquer que les les ligands
potentiels du KIR3DS1 sont bien les molécules HuAspntant un motif Bw4 avec une
isoleucine en position 80, et ce malgré quelquesieit génétiques contradictoires

(Gaudieriet al.2005; O'Connelét al.2009).

Enfin, il est également probable que le ligand diR3DS1 ne soit pas une
molécule HLA de classe | mais une protéine viralduwmorale. C’est le cas par exemple
d’'un homologue murin des KIR activateurs, le réeaptLy49H, dont le ligand est la
protéine m157 encodée par le Cytomégalovirus mmi@MV) et qui permet le controle
de I'infection @ mCMV chez les souris qui possédangéne (Araset al. 2002; Smithet
al. 2002). Chez 'Homme, le récepteur activateur KIB2possede quant a lui un ligand

non HLA qui n’est exprimé que sur des tumeurs (Katal. 2004). L'utilisation combinée
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des cellules NK stimulées, qui présentent une fortportion de cellules KIR3DS]et
d’'un modele viral tel que l'infection a CMV, ou tignées tumorales, devrait permettre de
confirmer ou non certaines de ces hypotheses. $agt®e données fonctionnelles doivent
nous permettre de mieux comprendre les mécaniseesrdrole des infections virales par
les cellules NK KIR ou ceux de lalloréactivité NK en greffe de CSH, ee
particulierement en regard de I'éducation des k=IUNK via I'environnement HLA

autologue.

Des données non publiées de I'équipe de Nicolapiyuiontrent en effet que les
cellules NK KIR sont éduquées via les molécules HLA du donneurs mas celles du
receveur, au bout de trois mois apres la greffagldaal. 2009, présentation orale). Ceci
suggere que I'éducation des cellules NK se dérbida via les CSH. Une autre étude
récente démontre quant a elle que dans les tremiprs mois suivant la greffe de CSH,
les cellules NK non éduquées exprimant des récept€lR inhibiteurs spécifiques de
molécules HLA du non soi présentent malgré tout fdestions effectrices (Ywet al.
2009b). Ces cellules NK sont en effet capables welyre des cytokines et d'étre
cytotoxiques apres stimulation par des cellulegesibumorales qui ne possedent pas les
ligands des KIR inhibiteurs exprimés. Ceci contragtec le comportement des cellules
NK éduquées face au « soi manquant » et montrelgue le contexte de la greffe de CSH,
les cellules NK non éduquées peuvent contourner elifsts du licensing et étre
fonctionnelles selon un mécanisme de ligand HLA gouamt moins restrictif. La greffe de
CSH peut fournir un environnement ou les cytokipes-inflammatoires conduisent a
lever les mécanismes responsables de la toléransei,aout comme l'infection a mCMV
permet de contourner les effets de I'éducation d¢aesouris (Sun and Lanier 2008). Dans

ce cas, les cellules NK murines sont tolérantescallules déficientes en CMH de classe |
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et cette tolérance est rapidement levée aprestimfiepar le mCMV. Les cytokines
capables d’induiren vivo I'activation des cellules NK non éduquées sembpentuites
seulement dans certaines conditions de greffe peisgt effet n’est pas observé dans
certaines autres études (Chatral. 2006; Ruggeréet al. 2007). La tolérance peut donc étre

altérée par certaines infections virales et lorladgeffe de CSH.

Comme cela a été évoqué préecédemment, les assosiaibservées au niveau
génétique entre la prédisposition a certaines nedanl un réle protecteur et la présence
de certains KIR pourraient s’expliquer par la madioh des fonctions d’autres
lymphocytes que les cellules NK. Les KIR sont eieteéxprimés également a la surface
des lymphocytes T a de faibles fréequences qui antgmeavec I'age (Snydet al. 2002).

En effet, I'acquisition de I'expression des KIR phas lymphocytes T est tardive
puisqu’elle se produit aprés les réarrangement did TVely et al. 2001) et semble
consécutive a la stimulation antigénique. Les miGoaes épigéenétiques qui régulent
I'expression des KIR sont différents pour les lymgytes T (Liet al. 2009). Les KIR
pourraient participer a la régulation des fonctiatss lymphocytes T (cytotoxicite,
production de cytokines et prolifération). Par epmles lymphocytes T qui expriment
des KIR proliferent moins que ceux qui n’en expmmpas (Vivier and Anfossi 2004).
L’'impact des KIR, et en particulier les activateusar la fonction des lymphocytes T est
toutefois trés peu documenté. Les principaux KIRriemés par les lymphocytes T sont
KIR2DL2, KIR2DL3 et KIR2DS2, et il été montré récerant que les lymphocytes T
CD4" en exprimaient uniquement soit la forme activatrigoit la forme inhibitrice, mais
pas les deux (Remtoulat al. 2008). Malgré cela, grace aux anticorps produits e
caractérisés au laboratoire, nous avons égalemenmhgntrer que les lymphocytes T

exprimaient également du KIR2DS1 et du KIR2DL1 ntpiact potentiel de ce dernier sur
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les fonctions des lymphocytes T a d’ailleurs étéhalétré récemment grace a une lignée
Jurkat (CD4) transfectée pour exprimer le KIR2DL1. Cette tfangon résulte en deux
effets opposés : en présence du ligand C2, laitomdlité du lymphocyte T est inhibée
alors qu’en absence du ligand, le lymphocyte Taesivé (Fourmentraux-Nevest al.

2008).

D’autres arguments en faveur d’un réle des KIR dansontréle des fonctions T
sont apportés par une étude particulierement sgarde realisée dans le contexte de
réactivations a CMV consécutives a une greffe del.(Sh effet, chez des receveurs avec
une réactivation & CMV, des lymphocytes T CBBécifiques du CMV qui expriment des
KIR sont retrouvés, alors que chez les donneuss)ytephocytes T spécifigues du CMV
n’en expriment pas (van der Vekehal.2009). Une autre étude a montré que I'expression
des KIR sur les lymphocytes T pouvait étre indpie I'lL-2, un agent déméthylant mais
aussi une infection parasitaire (Hermaginal. 2009). L’acquisition de tels récepteurs
souleve évidemment des questions concernant lepadmsur la fonctionnalité des
lymphocytes T. Il est possible en effet que sidarid d’'un récepteur KIR est présent sur
une cellule cible reconnue via le TcR, l'interantigIR-ligand pourrait soit diminuer la
lyse T s’il s’agit d’'un inhibiteur, soit la poteatiser s’il s’agit d’un activateur. De plus, si
ces récepteurs KIR sont fonctionnels sur les lynogtes T, I'impact du HLA autologue
sur leur fonctionnalité devra étre étudié puisqoe le a été démontré dans le cas des
cellules NK KIR' via les mécanismes d’éducation. Il est en effeesgaire de déterminer
si un KIR inhibiteur exprimé par un lymphocyte Tt ésnctionnel uniquement chez les
individus qui expriment son ligand HLA. De mémeimipact des ligands des KIR
activateurs devra étre étudié au niveau autolofjuneda voir si ces récepteurs participent

aussi a la tolérance des lymphocytes T qui lesimeot.
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Afin d’établir si les fonctions des lymphocytes dns régulées par les KIR qu’ils
expriment, nous avons donc mis en place pour laléirmon travail de these un modéle
d’étude des KIR exprimés par les lymphocytes T ifijpées du CMV. L'infection a CMV
représente en effet une complication virale majeuargreffe de CSH. L'impact bénéfique
de certains gendsIR ainsi que I'importance de la réponse T spécifiqueCMV (Barron
et al. 2009) sur le contrdle de cette infection ont pre &his en évidence. De plus,
I'acquisition de I'expression des KIR par les lymopiites T spécifiques du CMV dans le
contexte d’'une réactivation a CMV suggére un r@gutateur de ces récepteurs dans
I'élimination des cellules infectées. Un intérétttarticulier sera ainsi apporté aux KIR
activateurs puisque nous disposons des combinatansicorps nécessaires pour cibler
les lymphocytes T exprimant le KIR2DS1 (populati8€1I, EB6), le KIR3DS1
(population DX9, Z27") mais aussi le KIR2DS2 (population 1F1Z5L183 chez les
donneurs KIR2DL3. Les lymphocytes T exprimant des KIR inhibiteyssurront
également étre étudiés comme contrble puisque mmusons cibler le KIR2DL1
(population 8C1]1, GL183), le KIR3DL1 (population DX9 Z27), le KIR2DL2
(population 1F12 GL183) et le KIR2DL3 (population GL183chez les donneurs
KIR2DL2/S2). La spécificité du TcR choisie est celle pourctamplexe formeé par la
molécule HLA-A2 et le peptide NLVPMVATYV issu de faotéine pp65, un composant de
la matrice du CMV. La molécule HLA-A2 est en effetplus fréquente dans la population
caucasienne, ce qui nous permet de rechercherradres cohorte de donneurs de sang

volontaires des individus HLA-A2 CMV" dont les génotypages KIR et HLA sont connus.

Ce modeéle pourra également étre utilisé avec degpHpcytes T spécifiques

d’autres infections virales (VIH, hépatite C) ou tiemeurs, voire des lymphocytes T
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anormaux retrouvés dans les maladies auto-immafiasje déterminer si les associations
génétiques retrouvées dans ces contextes pathoésgse traduisent au niveau fonctionnel

par un réle non pas sur les cellules NK mais plstidtles lymphocytes T.
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RESUME

Contribution a I'étude des mécanismes de l'allorédivité des cellules Natural Killer
humaines

Les cellules NK sont des effecteurs de I'immunit@ée antivirale et anti tumorale. Ce
cellules expriment des KIR inhibiteurs spécifiquiEs molécules HLA de classe | qui sor
impliqués dans la reconnaissance shi manquant Le role bénéfique des cellules NK
alloréactives en greffe de CSH a été bien étabtisdéeffet anti-leucémique mais leg
mécanismes de l'alloréactivité qui mettent en j&s &IR inhibiteurs et activateurs son
encore mal appréhendés. Afin d'étudier le role H#R activateurs, différents anticorps

spécifigues du KIR2DS2 et d'autres KIR ont été prtsd et caractérisés au laboratoirg.
Associés a des anticorps commerciaux, ils permedieliscriminer les sous-populations NK

qui expriment l'isoforme KIR inhibitrice ou activate. Ces outils nous ont permis de montrg
que les cellules NK KIR2DS1sont alloréactives vis-a-vis de cellules cibleprarant le

ligand C2, uniquement chez les individus.G&fin d’approfondir I'étude du KIR2DS1, une
approche d’ARN interférence a été développée aftenmhdre son expression. Enfin, nou

avons montré une induction de I'expression du KIBR2Pun autre KIR activateur, sur les

lymphocytes stimulés. Cependant, aucune régulaties fonctions des cellules NK
KIR3DS1' via les molécules HLA-Bw4 n’a pu étre démontrées Késultats laissent suggére
gue linteraction KIR3DS1/HLA-Bw4 pourrait étre efftive dans certains contexte
pathologiques ou inflammatoires. L’ensemble de a@esnées permet de contribuer a un
meilleure compréhension des mécanismes de l'atitvéig NK et de mieux préciser les
regles qui permettraient de choisir les donneursC&H susceptibles de favoriser un
alloréactivité NK bénéfique.

Mots clés : cellules NK, alloréactivité, KIR, geefie CSH
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Contribution to the study of mechanisms controlling human Natural Killer cell
alloreactivity

NK cells are innate immune effectors involved irivaral and antitumor responsdslissing
self recognition is mediated by the inhibitory KIRs exgsed by these cells. After HSCT]
alloreactive NK cells play a role in the beneficataft versus Leukaemiaffect but the
mechanisms of alloreactivity mediated by inhibitagd activating KIRs are still poorly
understood. Monoclonal antibodies specific for KIF2 and others KIRs were produced an
characterized at the laboratory in order to stindyrble of activating KIRs. They can be use
in combination with commercial antibodies to distnate NK cell subsets that express th
inhibitory or activating KIR isoform. Using theseols, we showed that KIR2DSNK cells
were alloreactive against target cells expressiegd?2 ligand, only in C2ndividuals. Then,

RNA interference was developed to silence KIR2DSfression and to extend this study.

Finally, induction of KIR3DS1 (another activating®) expression was shown on stimulate
cells. However, no regulation of KIR3DSNK cell functions by Bw4 molecules could be
demonstrated. Our results suggest that the KIR3B®A/interaction is functional only in
pathological or inflammatory contexts. These datgrove our understanding of NK cell
alloreactivity and define rules to choose HSC denmmoviding beneficial alloreactive NK
cells.

Keywords : NK cells, alloreactivity, KIR, HSCT
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