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Résumé

Polymorphisme du géne NCR3/NKp30 et
variabilité de la fonction des cellules Natural Killer humaines

Les cellules Natural Killer (NK) sont non, seulement de précieux effecteurs
cytotoxiques de la réponse immunitaire innée dirigée contre les tumeurs et les infections,
mais ausssi d’importants immunorégulateurs. Leur activation dépend d’une balance
complexe entre des signaux émanant de multiples récepteurs, tantot inhibiteurs, tant6t
activateurs. Parmi les récepteurs activateurs, NCR3 représente un acteur important de la
lyse tumorale et de I'interaction avec les cellules dendritiques.

Dans le but de caractériser la variabilité interindividuelle de la réponse NK et d’établir
une référence pour des études ultérieures dans un contexte pathologique, nous avons
examiné, dans un échantillon de 43 donneurs sains, les corrélations entre la variabilité
fonctionnelle des cellules NK en réponse a la stimulation de leur récepteur NKp30 et le
niveau d’expression des transcrits de NCR3 ainsi que celui de la protéine correspondante, au
regard du polymorphisme génomique. Nous avons mis en évidence une étroite corrélation
entre I'expression membranaire de NKp30 et NKp46 et la fonction cytotoxique NK, mais pas
avec la sécrétion de cytokines. Nous avons retrouvé |'effet déja connu du variant rs986475
sur I'expression de l'un des transcrits alternatifs de NCR3, T3. Nous avons également
identifié un autre variant, rs11575836, influencant le niveau de transcrits T1, en relation
avec la cytotoxicité induite par la signalisation NKp30. Cette étude pointe le doigt sur la
spécificité des voies de signalisation des fonctions NK et le réseau complexe de génes
impliqués dans leur régulation.

Nous avons par ailleurs évalué la variabilité génétique de NCR3 dans la myasthénie
auto-immune ou les cellules NK pourraient jouer un role. Le re-séquengage du gene NCR3
n’a pas révélé d’association avec un polymorphisme commun mais a permis d’identifier deux
mutations rares, « faux-sens », retrouvées uniqguement chez des patients myasthéniques.
L'une d’elle, L19R, est non-conservative et représente un candidat particulierement
intéressant a examiner en détail du fait de sa localisation dans une région trés conservée
dans la phylogénie.

Méme si de nombreux points restent a élucider, ces résultats indiquent qu’il devrait
étre possible de relier de facon globale et intégrative le polymorphisme de I’ADN, ainsi que
I’expression des transcrits et des protéines, a la réponse fonctionnelle des cellules NK.

Mots-clés : Cellules NK, NCR3/NKp30, SNP, régulation, activation, cytokines, cytotoxicité,
variabilité interindividuelle.



Abstract

NCR3/NKp30 gene polymorphism and variability of human Natural Killer cell function

Natural Killer (NK) cells are not just invaluable cytotoxic effectors of innate immune
response against tumors and infections but also important immunoregulators. They are
activated by an intricate balance between signals provided by their inhibitory and activating
receptors. Among activating receptors, NCR3 can mediate tumor lysis and dendritic cell
maturation making it a crucial receptor in NK cell function. Furthermore, a recent study
showed that alternative splicing of NCR3 can affect NK cell function and patient responses to
treatment.

In order to characterize interindividual variability of NK cell response and to set up a
reference for future investigations in pathologies, we investigated 43 healthy donors and
studied correlations between NK cell functional variability in response to NKp30 triggering
with NKp30 transcript and membrane expression in light of genomic polymorphism. We
showed a tight correlation between membrane expression of NKp30 and NKp46 with the
cytotoxic NK cell response but not with cytokine secretion. In addtion, we identified a new
variant influencing T1 NCR3 transcripts, rs11575836, which is associated with NKp30-
induced cytotoxicity. This study pointed out the specifity of pathways underlying NK cell
function and the complexity of gene networks involved in their regulation.

NCR3 genetic variability was also assessed in myasthenia gravis, an autoimmune
disease where NK cells seem to be implicated. NCR3 re-sequencing did not shown any
association with common polymorphisms but disclosed two rare nonsense mutations that
were found only in patients. One of them, L19R, a non-conservative amino acid change, is of
particular interest because it is located in a highly-conserved region across phylogeny.

Although numerous issues remain to be clarified, our results indicate that it should
be possible to integrate information of DNA polymorphism, with that of transcript and
membrane protein expression to identify functional patterns in NK cell response.

Keywords : NK cells, NCR3/NKp30, SNP, regulation, activation, cytokines, cytotoxicity,
interindividual variability




ABBREVIATIONS

ACTB: Actine

ADCC: cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
(Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity)

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ADNc: ADN complémentaire

AF-488: Alexa Fluor-488

ARN: Acide Ribonucléique

ARNmM: ARN messager

APC: Allophycocyanine

BAT3: HLA—-B-associated transcript 3

CD: Cluster de Différentiation

c-kit : Récepteur du Stem Cell Factor (ou CD117)

CLP: Common Lymphoid Progenitor

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV: cytomégalovirus

CSH: Cellules Souches Hématopoiétiques

CPA: Cellule Présentatrice d’Antigene

DC: Cellule Dendritique (« Dendritic Cell »)

DNAM-1: DNAX Accessory Molecule-1

dNTP: désoxyriboNucléotide Tri-Phosphate

DT1: Diabéte de type 1

EAMG: Myasthénie autoimmiune expérimentale
(« Experimental Autoimmune Myasthenia Gravis »)

FcR: Récepteur au fragment Fc des immunoglobulines

FITC: Fluorescéine

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GIST: sarcome gastrointestinal

GM-CSF: Granulocyte and Macrophage - Colony Stimulating Factor

HCMV : CMV humain

HLA: Human Leukocyte Antigen

ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1

IFNy: interferon-y

Ig: immunoglobuline

IL-: Interleukine -

ILT: Immunoglobulin-Like Transcripts

iNK: NK immature

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif



KIRs: Killer Immunoglobulin-like Receptors

LAM: Leucémie Aigué Myéloblastique

LAMP-1: Lysosomal-Associated Membrane Protein-1
LB: Lymphocyte B

LFA-1: Leukocyte Function-associated Antigen-1
IncRNA: long non-coding RNA

LST-1: Leukocyte-Specific Transcript -1

LT: Lymphocyte T

mAb: Anticorps monoclonal (monoclonal Antibody)
MAF : Fréquence de I'Allele Mineur

MCMYV : CMV murin

mDC: DC myéloide

MFI: Mean Fluorescence Intensity

MG: Myasthénie auto-immune (Myasthenia Gravis)
MICA (ou B): MHC-class I-related chain A (ou B)
MIP-1[3: Macrophage Inflammatory Protein-1f3
miRNA : microARN

MO: Moelle Osseuse

N-CAM: Neural Cell Adhesion Molecule

NCR: Natural Cytotoxicity triggering Receptor

NK: (cellule) Natural Killer

NKG2: Natural-Killer Group 2 receptor

NOD : Nonobese Diabetic (modéle murin du diabéete de type 1)
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells

pDC: DC plasmacytoide

PE: Phycoérythrine

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

pb : paire de bases (- kb : kilobase)

PCR: Polymerase Chain Reaction

p/s: penicillin-streptomycin

PR : Polyarthrite Rhumatoide

gPCR: quantitative PCR

RACh: récepteur nicotinique a I'acétylcholine
RPL30 : Ribosomal Protein L30

RT: Reverse Transcription

rs: reference SNP

SEP : sclérose en plaques

SNP: Single-Nucleotide Polymorphism

STAT1.: Signal Transducer and Activator of Transcription factor-1
SVF: Sérum de Veau Fcetal



TA: Température Ambiante

TCR : T Cell Receptor

TLR : Toll-like Receptor

TLS : Tissus Lymphoides Secondaires

TNFa : Tumour Necrosis Factor a

ULBP : UL-16-Binding Protein

VHC : Virus de I'Hépatite C

VIH: Virus de I'lmmunodéficience Humaine
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INTRODUCTION



| = LES CELLULES NATURAL KILLER (NK)

A) Rappels historigues

C'est au début des années 1970 qu’une nouvelle sous-population de lymphocytes a

été décrite chez la souris pour sa capacité a lyser spontanément des cellules tumorales sans
sensibilisation préalable. Ces cellules ont, de ce fait, ét¢ nommées cellules « tueuses
naturelles » ou « Natural Killer » (NK) (1, 2). Par la suite, K. Karre a émis I'hypothése du soi
manquant ou « missing self » expliquant comment les cellules NK distinguent les cellules
saines des cellules modifiées (3). Selon cette hypothése, les cellules du soi, lorsqu’elles sont
saines, expriment de facon permanente une molécule particuliere a leur surface dont
I’expression est perdue par les cellules tumorales. Les cellules NK s’apercevant du « soi
mangquant » peuvent ainsi jouer leur role de « tueuses » sans affecter les cellules saines de
I'organisme.
Entre la fin des années 1980 et le début des années 1990, la découverte des récepteurs
inhibiteurs des cellules NK spécifigues du CMH de classe | chez la souris (Ly49) a constitué
une avancée majeure dans la compréhension des fonctions de ces cellules (4). Cette méme
équipe a ensuite proposé I'hypothése du « Licensing » en 2005 selon laquelle les cellules NK
acquiérent une tolérance au soi en entrant en contact avec le CMH de classe | qui leur est
présenté par les autres cellules (5). La compréhension de l'interrelation cellule NK/cellule
tumorale est donc essentielle et doit étre approfondie, en particulier pour mettre au point
des thérapeutiques adaptées.

Depuis leur identification, les cellules NK ont suscité des vagues d’intérét et de
désintérét dans la Recherche en Immunologie. Ainsi, les cellules NK semblent jouer un réle
fondamental dans I'immunosurveillance des cellules tumorales mais interviennent aussi
dans le rejet de greffe et dans la défense anti-virale. Enfin, diverses données récentes de la
littérature suggerent un role de ces cellules dans I'auto-immunité.

B) Définitions communes et diversité des cellules NK

Chez I'homme, les cellules NK ont été initialement identifiées comme des
lymphocytes a larges granules (LGL) du fait de leur morphologie au microscope. Elles
expriment de nombreux marqueurs lymphoides et partagent le précurseur lymphoide
commun (CLP) avec les autres lymphocytes.

Ce sont des lymphocytes de I'immunité innée qui, a la différence des lymphocytes B (LB) et T
(LT), ne réarrangent pas de génes de récepteur a I'antigene, TCR ou immunoglobulines (Ig).
Elles reconnaissent, malgré tout, le « non-soi » ou le soi modifié a la surface d’une grande
variété de cellules cibles (cellules infectées par un virus, cellules tumorales et cellules
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allogéniques), sans sensibilisation préalable. Elles provoquent alors leur lyse et produisent
un large panel de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance.

Chez 'Homme, ces cellules sont classiquement définies par I’expression du marqueur
CD56 et I'absence de CD3, marqueur caractéristique du TCR des lymphocytes T (Fig. 1). La
molécule CD56 est une isoforme de NCAM (« neural cell adhesion molecule »), structure au
centre des interactions intercellulaires homotypiques et hétérotypiques. L'expression de
CD56 n’est cependant pas spécifique aux cellules NK. En effet, certaines sous-populations de
LT et des cellules cancéreuses I'expriment également (6). Bien que cette molécule soit
utilisée pour la sélection des cellules NK humaines, son réle dans leur fonction est encore
inconnu. Il est a noter que ce marqueur n’est pas retrouvé chez la souris et que, dans ce cas,
les cellules NK sont identifiées par I'expression de NK1.1 (ou CD161) (7).

o ]
10° Cellules MK . . , . . .
B,04% Lymphocytes T Figure 1 : Détermination des lymphocytes NK humains

69,6% en cytométrie en flux par le marquage CD3'CD56". Ces
Cellules CD3CD56" représentent 5 a 20% des
lymphocytes du sang périphérique.
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Au-dela de cette définition commune, il existe une grande diversité de cellules NK.
Deux grands groupes, CD56°™ et CD56°"8" différenciés selon I'intensité de I'expression de
CD56 a la membrane cellulaire en immunofluorescence, sont classiquement étudiés. Une
autre molécule de surface est également utilisée pour classer les cellules NK, il s’agit du
récepteur de faible affinité pour le fragment Fc des immunoglobulines: CD16 (ou FcyRIIIA).
Tout comme pour le CD56, le CD16 n’est pas spécifique des cellules NK.
Les cellules CD56%™CD16", représentent 90 a 95% des cellules NK du sang périphérique (8)
(Fig. 2). Elles ont une fonction effectrice cytotoxique marquée notamment par le mécanisme
de cytolyse dépendant des anticorps (ADCC). Ces cellules possedent des granules
cytolytiques (contenant des perforines et granzymes) et produisent rapidement de I'lIFN-y.
La sous-population CD56b”ghtCD16'/'°W, majoritaire dans les organes lymphoides secondaires
(OLS), quant a elle, présente une activité cytotoxique marginale et semble plutét jouer un
role immunorégulateur par la sécrétion plus tardive mais prolongée de diverses cytokines
telles que I'lFNy, le TNFa, le GM-CSF et I'IL-10 (9) (Fig. 2).
Il est intéressant de noter qu’il existe une sous-population de cellules NK CD56 CD16", rare
chez les individus sains, mais répandue chez les patients porteurs du virus de

I'immunodéficience humaine (VIH) (10).
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Un récepteur activateur des cellules NK, NKp46, a été proposé comme marqueur
caractéristique de ces cellules dans toutes les espéces animales (11, 12). Cependant, NKp46
est aussi retrouvé a la surface de sous-populations de cellules T cytotoxiques (CTL) (13) et est
absent de la surface d’une minorité de cellules NK. Il n’y a donc actuellement aucun
marqueur exclusif des cellules NK.

Il est a noter que, outre le partage d’une fonction cytolytique avec les CTL, plus de 80% des
cellules NK humaines expriment aussi le CD8 (14).

C) Localisation

Comme toute autre cellule du systéme immunitaire inné, les cellules NK circulent
dans tout I'organisme (sang, foie, rate, poumons, intestins, ganglions lymphatiques...) a la
recherche de cellules modifiées (tumorales ou infectées par un virus) qu’elles pourront
rapidement lyser. De ce fait, on distingue différents types de cellules NK selon les tissus et
les compartiments ou elles se trouvent : dans le sang périphérique, ou elles représentent 5 a
10% des cellules mononucléées, dans les OLS (rate ou ganglions lymphatiques), dans le foie,
au niveau de |'utérus, etc...

Chez la souris, les cellules NK sont plus fréquentes dans les organes non lymphoides,
notamment le poumon et le foie. En nombre absolu, c’est cependant dans la rate que les
cellules NK sont plus abondantes.
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Chez 'Homme, de la méme facon, un plus grand nombre de cellules NK est observé dans les
organes non lymphoides tels que le foie. De surcroit, dix fois plus de cellules NK sont
retrouvées dans les ganglions lymphatiques que dans le sang périphérique (12).

C) 1. Dans le sang périphérique

Les cellules NK majoritaires dans le sang périphérique ont un phénotype cD56™, les
cellules CD56°"8" quant a elles, représentent a peine 10% des cellules NK. Les premigres ont
une forte activité cytotoxique alors qu’on attribue plus souvent une fonction de production
de cytokines aux secondes. Au-dela de la différence d’expression du CD56 les deux
populations de cellules NK se distinguent phénotypiquement par d’autres marqueurs. Les
récepteurs KIRs et ILT2 sont présents en grande quantité a la surface des cellules CD56°™
alors que les marqueurs CD94, NKG2A et NKp46 sont plus fortement exprimés sur les
cellules CD56 "™, On retrouve également le récepteur de haute affinité a I'lL-2 (IL-2Ra ou
CD25) et c-kit (mast/stem cell growth factor receptor kit ou CD117) a la surface de ces
dernieres (Fig.2).

Ces deux sous-types de cellules NK ont un répertoire propre de récepteurs aux chimiokines

qui permet de les discriminer. Les cellules CD56"&"

expriment les récepteurs CCR7 et CXCR3.
Les récepteurs CXCR1 et CX3CR1, quant a eux, sont exclusifs des CD56%™ (15). De méme, les
molécules d’adhésion telles que CD62L, CD54, CD2, CD11c et CD44 sont retrouvées a la

Pe" tandis que le CD11a est exprimé par les cellules CD56"™ (Fig.

surface des cellules CD56
2) (8, 9). La répartition de ces récepteurs aux chimiokines et de ces molécules d’adhésion
entre les deux populations est intimement liée a une capacité migratoire différente: les
dim

cellules CD56°"&" se dirigent préférentiellement vers les OLS tandis que les CD56" " peuvent

étre rapidement recrutées dans les sites inflammatoires.
C) 2. Dans les OLS

Au niveau de la rate, les cellules NK représentent en moyenne 17% des lymphocytes
mais ce pourcentage varie selon les individus. Comme dans le sang périphérique, les cellules
CD56%™ sont majoritaires et ont un phénotype similaire. Elles expriment la perforine, les
NCRs, NKp30 et NKp46, ainsi qu’une partie des KIRs. On les retrouve dans la pulpe rouge,
exclues des zones T et B, mais a proximité des cellules dendritiques (DC) et des macrophages
(12).

Au contraire, la sous-population de cellules NK la plus importante dans les ganglions

PrigM (16) et n’exprime ni la perforine ni le CD16. La

lymphatiques et les amygdales est CD56
plupart d’entre elles sont également CD8 .

Dans les ganglions lymphatiques, les cellules NK représentent 1 a 5% des cellules
mononucléées et sont localisées dans la zone T parafolliculaire (17). Leur phénotype est

bright

quelque peu différent des cellules CD56 du sang périphérique. Elles n’ont ni récepteurs

KIR ni NCR, excepté de faibles quantités de NKp46. Dans les amygdales, les cellules NK sont
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rares, ne représentant que 0,2 a 0,7% des cellules mononucléées. Leur phénotype est
similaire a celui des NK de ganglions lymphatiques avec cependant I'expression de NKp44 et
NKp46 sur certaines d’entre elles.

Cultivées en présence d’IL-2, les cellules NK CD56°"" des ganglions lymphatiques et des
amygdales vont exprimer a leur surface les récepteurs CD16, KIRs, NCRs et la Perforine. Elles
acquiérent donc un phénotype similaire a celui des NK CD16" du sang périphérique avec un
potentiel cytolytique.

C) 3. Autres sites ou sont retrouvées des cellules NK

Le foie

Les cellules NK prédominent dans la population lymphocytaire hépatique: elles
représentent plus de 50% des lymphocytes dans les foies normaux et peuvent constituer
jusqu’a 90% des lymphocytes du foie pathologique (18). Ces cellules NK, tout comme les
cellules NKT, aussi retrouvées en grande quantité dans le foie, participent a la réponse anti-
virale et anti-tumorale (19). Les cellules NK hépatiques different des cellules NK sanguines.
En effet, la majorité d’entre elles n’exprime pas le CD16, présente des récepteurs KIRs a leur
surface et une plus importante densité en granules cytolytiques.
Chez la souris, les cellules NK possédent aussi des marqueurs classiquement attribués aux DC
comme CD1lc. Elles ont une forte activité cytotoxique contre les cellules tumorales et
produisent de grandes quantités d’IFNy. Ces cellules peuvent également étre retrouvées
dans d’autres organes tels que la rate, les ganglions lymphatiques ou le thymus. Initialement
décrites comme une nouvelle population cellulaire immune appelée NKDC (20) ou IKDC (IFN-
producing killer DC) (21) il semblerait qu’il s’agisse plutét d’un sous-type de cellules NK
activées (22).
Les poumons

Dans les poumons, les cellules NK représentent 10 % des lymphocytes résidents. La
production spontanée d’IL-15 par les cellules épithéliales bronchiques y favorise leur survie
(23). Dans cet organe, les cellules NK semblent ne pas étre cytotoxiques. Ceci est sans doute
dd a la présence de TGFP et d’IL-10, sécrétées par les macrophages alvéolaires ; cytokines
qui restreignent la réponse immunitaire en situation d’inflammation. Par ailleurs, I'IL-2 peut
contrecarrer cet état anti-inflammatoire et permettre I'acquisition de la fonction cytotoxique
par les cellules NK (24).
La peau

La peau constitue la premiere barriére immunitaire protégeant le corps de toute
atteinte. Chez I’'Homme, les cellules NK résident dans le derme ou elles coopérent avec les
autres leucocytes : LT (LTyd, T CD4" « helper » 1 (Th1), Th2, Th17), mastocytes, macrophages
et DC, pour maintenir 'homéostasie. Elles permettent ainsi de conserver l'intégrité tissulaire
et d’éliminer les cellules en état de stress. Les cellules NK du derme constituent 10 % des
leucocytes et ont un phénotype CD56°CD16". Une sous-population de cellules NK cutanées
exprime CCR8, récepteur aux chimiokines impliqué dans la localisation des cellules
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immunitaires dans la peau (25). CCR7, récepteur associé a la localisation des cellules au
niveau des ganglions lymphatiques est absent de la surface des cellules NK du derme. La
rareté des cellules NK CCR8" dans le sang périphérique indique sans doute que la peau est le
site privilégié de ces cellules NK. Ces cellules ont aussi pour particularité le défaut
d’expression de la perforine et d’un récepteur activateur important des cellules NK : NKG2D.
Ce défaut peut étre corrigé par stimulation avec de I'lL-2.
L'utérus

Les cellules NK sont abondamment représentées dans la muqueuse utérine (ou
endometre: eNK) ou elles constituent 30% des lymphocytes. Leur nombre augmente de
fagon importante de la phase prolifératrice a la phase sécrétoire tardive du cycle menstruel
mais leur pourcentage au sein des lymphocytes reste constant, le nombre de LT, population
lymphocytaire majoritaire au niveau de I'endomeétre, augmentant proportionnellement (26).
La proportion des cellules NK s’accroit au cours de la grossesse pour atteindre 70 a 80% des
lymphocytes déciduaux (dNK). Ces dNK jouent un réle important dans le remodelage de la
mugqueuse utérine pour permettre I'implantation du blastocyste et constituent donc la
majorité des lymphocytes déciduaux au premier trimestre de la grossesse. Leur nombre
décline ensuite pour étre faiblement présentes a terme.
Les eNK expriment un niveau intermédiaire de CD56 mais ne portent pas le marqueur CD16
et ne peuvent donc pas étre distinguées en deux sous-groupes comme dans le sang
périphérique (26). Elles présentent a leur surface des récepteurs inhibiteurs KIRs et les
récepteurs activateurs NKp46 et NKG2D mais, a la différence des dNK, elles ne disposent ni
de NKp30, ni de NKp44, ni de récepteur aux chimiokines qui pourraient expliquer leur
emplacement utérin. Les eNK comportent des granules renfermant de la perforine mais ont
une activité cytotoxique réduite et des difficultés a produire de I'lFNy. L'activation de ces
cellules par I'lL-15 (cytokine fondamentale dans la différenciation des cellules NK et
démontrée comme importante durant la grossesse) permet probablement de rétablir la
fonction effectrice cytotoxique et I'expression des marqueurs manquant. Ceci amene a
penser que ces eNK seraient des dNK immatures.
La majorité des dNK sont CD56°"€"CD16™ et expriment de forts niveaux de CD94/NKG2A,
ressemblant de ce fait a leurs homologues sanguins. Cependant, tout comme les eNK, elles
expriment aussi des KIRs et des granules cytolytiques qui les rapprocheraient alors des
cD56“McD16* sanguines. Des marqueurs propres a ces dNK exprimés en grande quantité en
font un sous-type de cellules NK a part: le granzyme A ainsi que les récepteurs NKG2C et
NKG2E. L'expression constitutive de NKp44 et de CD69 sur ces cellules suggére une
activation permanente de ces derniéres dans I’environnement décidual.
La faible fonction cytotoxique des dNK pourrait s’expliquer par une forte inhibition exercée
par les molécules non-classiques du CMH de classe | : HLA-G et HLA-E (exprimées par les
cellules trophoblastiques) interagissant avec les récepteurs des dNK: ILT2, KIR2DL4 et
CD94/NKG2A. Ces dNK pourraient aussi avoir des difficultés a former une synapse mature
activatrice et ne pourraient donc pas polariser la perforine (27). Il peut aussi y avoir diverses
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interactions avec d’autres cellules du systeme immunitaire qui préviendraient les dommages
tissulaires que ces dNK pourraient causer.
L'intestin gréle

Des cellules NK ont par ailleurs été identifiées dans I'intestin gréle pour la premiere
fois par F. Leon et al. (28). Elles y expriment peu ou pas le marqueur CD16 mais acquiérent la
capacité a lyser les cellules-cibles K562 aprés expansion in vitro en présence d’IL-2. Du fait de
I'absence de ces cellules dans la maladie coeliaque et de leur forte ressemblance
phénotypique et fonctionnelle avec les cellules NK utérines, il a été suggéré que ces cellules
auraient un role tolérogéne.

Deux organes lymphoides supplémentaires hébergent des cellules NK a différents

niveaux de maturation: la moelle osseuse et le thymus (sujet développé dans la section
suivante).

D) Développement et maturation des cellules NK

Avec une demi-vie de 7 a 10 jours en périphérie, les cellules NK matures ont une
durée de vie limitée (29). Leur renouvellement doit donc étre constant pour maintenir
I’lhoméostasie.

Les lymphocytes NK dérivent de cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34".

Initialement, il a été postulé qu’elles sont issues du progéniteur commun des cellules
lymphoides (CLP) tout comme les LT et les LB (30). Des études ultérieures ont mis en
évidence I'obtention de cellules NK également a partir de progéniteurs exprimant des
antigenes myéloides en provenance du sang de cordon ombilical (31). Récemment, il a été
montré que les cellules NK générées a partir de progéniteurs myéloides ont un phénotype
proche des CD56%™ alors gue celles obtenues in vitro a partir de CLP sont CD56°"EM (32). Ces
expériences évoquent ainsi une origine non seulement lymphoide mais aussi myéloide des
cellules NK.
Il est possible de différencier des CSH en cellules NK in vitro en présence des cytokines IL-2
et/ou IL-15 (33) et/ou de cellules stromales de la moelle osseuse. D’autres facteurs comme
le SCF (Stem Cell Factor ou c-kit ligand) et FIt3L (Fms-like tyrosine kinase-3 Ligand)
participent a l'induction de I’expansion des précurseurs hématopoiétiques précoces en
réponse aux cytokines IL-2 et IL-15 (34). En effet, I'IlL-15 joue un r6le majeur dans
I’'homéostasie des cellules NK périphériques : elle promeut la prolifération des cellules NK
matures in vivo (35).

D) 1. Organes dédiés au développement des cellules NK

La moelle osseuse (MQO) est considérée comme le premier site de génération des
cellules NK car elle contient les substrats cellulaires et les facteurs solubles requis pour leur
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maturation. L’ablation de la MO chez la souris entraine une diminution de I'activité
cytotoxique et du nombre des cellules NK en périphérie suggérant ainsi I'importance de cet
organe pour la maturation des cellules NK (36). Chez I’'Homme, des études ont démontré le
role des cellules stromales de la MO dans le développement des cellules NK en réalisant in
vitro une différenciation de cellules CD34" en présence de cellules stromales de MO (37, 38).

Le thymus est également considéré comme un site de développement des cellules
NK. En effet, il est possible de retrouver un petit nombre de cellules NK avec un phénotype
mature (ayant acquis leur fonction cytotoxique et de producteur de cytokines) mais aussi
des précurseurs multi-potents et bi-potents (T/NK et NK/DC) dans les thymus murins (39).
Chez 'homme les données sur le développement des cellules NK dans le thymus sont tres
limitées (40). Les voies de différenciation thymique restent encore a approfondir.
Les cellules NK se développent-elles et acquierent-elles une maturité selon un processus
similaire a celui qui se déroule dans la MO ? Quelle peut étre la fonction des cellules NK dans
le thymus: moduler la thymopoiese ? maintenir I'architecture thymique ? surveiller la
transformation des thymocytes ? A cet égard, il a été démontré que les cellules NK peuvent
lyser des thymocytes.

Les tissus lymphoides secondaires (TLS), quant a eux, semblent jouer un réle essentiel
dans la maturation finale des cellules NK humaines. Des précurseurs de ces cellules NK ont
d’ailleurs été retrouvés dans les ganglions lymphatiques.

Une des hypothéses actuellement défendues serait donc que les précurseurs issus
des CSH de la moelle osseuse peuvent, a certains stades du développement, migrer vers
différents organes pour compléter leur différenciation (Fig. 3). Le microenvironnement dans
lequel se retrouvent ces précurseurs jouerait alors un role prépondérant dans Ia
diversification des cellules NK et donc dans leur hétérogénéité. Des questions restent
encore en suspens en ce qui concerne le développement et la différenciation des cellules NK
dans de multiples sites, sur [linfluence du microenvironnement dans cette
différenciation/maturation et sur la stabilité des phénotypes et fonctions acquis par les
cellules NK.
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Figure 3 : Sites de développement et de maturation des cellules NK. De nombreux précurseurs des
cellules NK peuvent étre retrouvés dans le sang périphérique ainsi que dans divers organes
lymphoides tels que la rate, les ganglions ou le thymus (D’aprés Huntington ND et al., Nature Rev.
Immunol., 2007). ELP: Early Lymphoid Progenitor. NKP: NK cell Precursor.

Au cours de la différenciation des CSH en cellules NK, I'expression de la molécule de
surface CD34 est progressivement perdue tandis que d’autres marqueurs associés a la lignée
NK, dont un ensemble de récepteurs activateurs et inhibiteurs dirigeant leurs fonctions de
cytotoxicité et de production de cytokines, apparaissent.

D) 2. Stades de différenciation des cellules NK

Indifféremment du site, plusieurs stades de différenciation ont été identifiés in vivo.
Les précurseurs des cellules NK (NKP) dérivent de précurseurs hématopoiétiques multi-
potents et de  précurseurs lymphoides précoces (ELP) présentant le phénotype
CD34'CD38'CD45RA". Ces NKP ont uniquement le potentiel de se différencier en cellules NK.
Les cellules NK immatures (iNK) proviennent des NKP qui vont se mettre a exprimer le CD161
(ou KLRB1, « killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1 ») et certains marqueurs
« NK » comme le récepteur NKG2D. Ces dernieres se différencient ensuite en cellules NK
matures (41), qui vont présenter a leur surface tout un panel de récepteurs activateurs et
inhibiteurs. Elles vont alors acquérir leurs capacités fonctionnelles au travers de 'interaction
entre leurs récepteurs inhibiteurs et les molécules du soi que sont les CMH de classe | durant
un processus appelé « éducation » des cellules NK (42) qui sera discuté ci-aprés.

Ces étapes de maturation des cellules NK sont trés similaires chez I’'Homme et la
souris. Chez la souris, le modele de différenciation cellulaire repose sur les marqueurs CD27
et CD11b. A partir du phénotype originel CD11b"¥CD27", les cellules passent par un stade
intermédiaire de maturation CD11b"CD27* pour arriver au phénotype final : CD11b"CD27".
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Les cellules arrivées a ce stade correspondent au sous-type de cellules NK CD56°™ de
I’'espece humaine (43).

Cing stades consécutifs et fonctionnellement distincts ont été identifiés au cours du

développement des cellules NK humaines dans les TLS au moyen de trois marqueurs : CD34,
CD117 (ou c-kit) et CD94 (44) (Fig. 4).

Etape 1 :

Etape des progéniteurs des cellules NK (pro-NK) de phénotype CD34*(CD45RA*)CD117 CD94".
Ces cellules sont caractérisées par I'absence d’expression de CD122 (sous-unité [ du
récepteur a I'lL-2 et a I'lL-15) et par un défaut de réponse a I'lL-15. Suite a une courte
stimulation avec le ligand de FIt3, I'IL-3 et I'IL-7, une partie de ces cellules acquiert le
phénotype de stade 2. A ce niveau, elles sont encore multi-potentes et peuvent donc encore
se différencier en lymphocytes T ou en DC myéloides.

Etape 2 :

Les cellules pro-NK deviennent des pré-NK exprimant CD117 (ou c-kit), de phénotype
CD34"(CD45RAY)CD117°CD94". A ce stade, les cellules pré-NK ont acquis la capacité de
répondre a une stimulation par I'IL-15 (ou I'lL-2) mais sont également encore disposées a
donner des LT ou des DC in vitro. Ceci suggére une certaine plasticité d’une fraction de ces
pré-NK.

Etape 3 :

Etape des cellules NK immatures (iNK) caractérisées par la perte de I'expression du CD34 :
phénotype CD34CD117°CD94 .

Les iNK ne peuvent plus se différencier en LT ou DC, elles n’expriment plus les marqueurs
associés aux autres lignées sanguines. Elles commencent a exposer a leur membrane des
antigenes associés aux cellules NK: CD56, CD2, 2B4, NKp44, CD7, CD161. Ces cellules se
distinguent aussi des pré-NK par I'expression uniforme de CD127 (IL-7Ra) et la grande
quantité d’ARNm de CD122 (ARN a peine détectables dans les pré-NK). Elles sont malgré
tout encore incapables de produire de I'lFNy ou de la perforine et n’expriment pas les
récepteurs CD94/NKG2A, KIRs, NKp46, NKG2D et CD16, mais peuvent sécréter du GM-CSF
lorsqu’elles sont stimulées par du phorbol myristate acétate (PMA), de la ionomycine et de
I"IL-2.

Etape 4 :

Cellules NK CD56°"", CD34'CD117""CD94*CD56"",

Arrivées a ce stade, les cellules NK ont acquis I'expression des récepteurs CD94/NKG2A,
NKG2D et NKp46 tandis que I'exposition des molécules CD117 et CD127 a leur membrane
diminue. De plus, les cellules sont a présent capables de sécréter de I'IFNy et de lyser des
cellules par le mécanisme dépendant de la perforine.

Etape 5:

Les cellules NK CD56%™, caractérisées par le phénotype CD34CD117"CD94*/CD56"",
expriment dorénavant a leur membrane les récepteurs KIRs et le CD16.
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Stage1 Stage2 Stage3 Staged  Stages
CD122(-) CD122(+) Committed (CDS6™9™) (CDS56%)
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B am . —,
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CD34(+) CD34(+) CD34(+) CD34(-) CD34(-) CD34(-)
CD38(-) CD117(-) CD117(+) CD117(+) CD117(+~) CD117(-)

CD94(-) CD94(-) CD94(-) CD94(+) CD94(+/-)
CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(-) CD16(+)

Commitment to NK lineage

Functional maturation/transitioning

KIR acquisition

Figure 4 : Modeéle de développement et de maturation des cellules NK humaines. Distinction selon
les marqueurs CD34, CD117, CD94 et CD16 (d’aprés Freud & Caligiuri, Immunol. Rev., 2006).

bright

Selon ce modele, les cellules CD56%™ dérivées des CD56 sont considérées comme

les cellules NK les plus matures. D’autres exemples dans la littérature appuient cette
hypothése comme I'étude de C. Romagnani et al., dans laquelle les cellules CD56"" e
(45). En effet, d’aprés cette

méthode de mesure, utilisée auparavant pour caractériser les lymphocytes T naifs et

disposent de télomeres plus longs que les cellules CD56™

mémoires, la longueur des télomeres diminue avec la division cellulaire (46). D’autre part, il

. e
dim bright 1 yitro lors d’une co-

est possible d’obtenir des cellules CD56" " a partir de cellules CD56
culture avec des fibroblastes de tissus périphériques (47). Cependant, il est a noter que
I’expression de CD56 augmente entre le stade 2 et le stade 4 de différenciation des cellules
NK dans les TLS et que la majorité des cellules CD3°CD56%™ dans le stade 3 sont des cellules
iNK. De ce fait, le niveau d’expression du CD56 a lui seul ne permet pas de caractériser

finement les intermédiaires de maturation des cellules NK.

Récemment, deux travaux ont permis d’approfondir les distinctions dans la
maturation finale des cellules NK CD56". D’une part, I’équipe de M.A. Caligiuri a caractérisé

hEh ot les

les cellules CD94""CD56™ comme intermédiaires entre les précurseurs CD94
cellules matures CD94°¥CD56%™ (48). D’autre part, le groupe de V. Vieillard s’est basé sur les
niveaux d’expression des récepteurs inhibiteurs NKG2A et KIRs pour définir les derniéres
étapes allant des cellules CD56"™ aux CD56%™: les cellules CD56Y™NKG2A'KIR issues des
CD56°"NKG2A'KIR™ se différencient tout d’abord en CD56“™NKG2A*KIR" pour finir par

arriver a un phénotype CD56°™NKG2AKIR? (49).

Un dernier marqueur, CD57, retrouvé a la surface des LT CD8" matures, a finalement
été associé a un phénotype de cellules NK humaines matures (50). CD57 est en effet exprimé
sur 30 3 60% les cellules CD56°™CD16" décrites précédemment comme matures alors que
moins de 1% des NK CD56°"8™ I'expriment. Les NK CD56""€™ ont de plus fortes densités en
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NKp46, NKp30, NKG2A et NKG2D. Au cours des derniers stades de maturation, la densité en
marqueurs CD56 et NCRs diminue alors que les cellules NK CD56%™ se mettent a exprimer
CD16, KIRs, 2B4 et LIR-1. CD57 indiquerait donc un stade de maturation final au sein des
cellules CD56%™CD16". Ces cellules les plus matures sont alors caractérisées par une capacité

proliférative réduite et une meilleure cytotoxicité induite par CD16 (50).

D) 3. Facteurs de transcription impliqués dans les différentes étapes de
maturation

Par comparaison avec le développement des LT et des LB pour lesquels un
programme transcriptionnel détaillé a été établi, les bases de la régulation transcriptionnelle
de la maturation des cellules NK commencent tout juste a étre identifiées. Différents
facteurs de transcription contribuant au développement précoce des lymphocytes NK ont
été mis en évidence récemment chez la souris (Fig. 5).

Les trois membres de la famille Ets: PU-1, Ets-1 et Mef, jouent un réle dans le
développement des cellules NK murines (51-53) :
Ets-1 est largement retrouvé dans les cellules lymphoides et y joue de multiples réles dont
celui de régulateur de la production de cytokines. C'est un facteur critique dans le
développement des cellules NK. En effet, les cellules NK sont trois fois moins nombreuses
dans la rate ou les ganglions lymphatiques de souris dont le géne Ets-1 a été invalidé et ont
une fonction également fortement diminuée (51). Ets-1 est faiblement exprimé aux stades
de maturation 1 et 2 dans les TLS ; son niveau augmente au stade 3 pour rester élevé au
stade 4. Ce doit étre un facteur essentiel a la différenciation finale des cellules NK. Le
mécanisme et les genes cibles au travers desquels Ets-1 contrdle la différenciation des
cellules NK doivent encore étre approfondis.
Il a été montré chez la souris PU-1 KO que I'absence de ce facteur affecte non seulement
toutes les lignées lymphoides (dont les LB), mais aussi quelques cellules myéloides (comme
les DC). PU-1 agit tres en amont de la voie de différenciation des cellules NK et pourrait donc
probablement influencer I'expression de Flt3 (54). Il devient dispensable une fois que les
cellules NK matures sont formées.
Mef est un facteur de transcription codé par le gene EIf4 et présent dans les lignées
lymphoides et myéloides. La délétion d’Elf4 entraine une diminution des cellules NK et NKT
en périphérie qui restent cependant détectables.

La protéine E4BP4 (« E4-binding protein 4 » ou NFIL3) est retrouvée dans les cellules
hématopoiétiques ou non hématopoiétiques ou elle contrble divers processus cellulaires.
Les souris E4BP47" présentent une perte importante en cellules NK matures en périphérie
alors que les proportions en LB et LT restent inchangées (55, 56).

Les protéines Id (Inhibitor of DNA binding), dont 1d2 et Id3, jouent un réle essentiel
dans le développement des cellules NK (57). Elles sont retrouvées dans les NKP. La protéine
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Id2 est le membre de la famille Id prédominant dans les cellules NK matures (58).
L’'invalidation du géne codant pour Id2 dans la MO provoque un blocage du développement
des cellules NK a un stade entre NKP/iNK et mNK.

Ikaros est un facteur de transcription faisant partie de la famille Ikaros avec deux
autres membres, Helios et Aiolos. Il est exprimé durant I’'hématopoiese dans les CSH, CLP, LB
et LT en phase de développement, et dans les LT, LB et NK matures (59) (60) (61). Il est
connu que son absence est associée a une diminution de FIt3 et CD122 et donc a une
atteinte des cellules mNK; mais il reste a découvrir a quel stade de développement il
intervient : au stade NKP ou a des stades plus tardifs ?

Les souris dépourvues de Gata-3 et T-bet présentent une diminution des fonctions NK.
T-bet est un facteur de transcription connu pour son réle dans la différenciation des cellules
CD4" vers la voie Thl. Les souris KO pour le géne T-bet voient leur nombre de cellules NK
matures divisé par trois dans la rate mais augmenté dans la MO (62). Le role de T-bet se
trouverait trés en amont, au niveau de la CSH. Lors du passage au stade iNK, T-bet induit
I’expression du ligand de TRAIL qui va étre perdue au cours de la maturation caractérisée
notamment par la présence des récepteurs Ly49 chez la souris. Cette étape est régulée par
Eomes (Eomesodermin). T-bet et Eomes controlent donc également des points-clés de la
maturation des cellules NK (63).
Gata-3 est un autre facteur de transcription initialement identifié comme inducteur de
I’orientation des LT CD4" vers la voie « Th2 ». Ultérieurement, une voie de différenciation des
cellules NK murines, dépendante de I'expression de Gata-3 et de CD127 (IL-7Ra), a été mise
en évidence en 2006 par C.A. Vosshenrich et al. (39). Il est d’ailleurs surprenant que Gata-3,
qui est donc associé a un profil plutot « anti-Th1 », induise la production d’IFNy (cytokines
Th1 par excellence) par les cellules NK thymiques.

L'expression de Gata-3 augmente progressivement a partir du stade 1, pour étre maximale
au stade 3, puis diminuer au stade 4. Ce facteur de transcription a donc un réle en amont de
la différenciation NK, au contraire de T-bet, régulateur important de I'IFNy, peu ou pas
produit dans les stades 1 a 3, mais facilement détectable au stade 4.

TRANSCRIPTION FACTORS Figure 5: Facteurs de  transcription

conditionnant le développement, la maturation

® e e etlafonction effectrice des cellules NK murines.

NKP iNK @ Les interactions précises entre ces différents

facteurs restent a élucider (d’apres J.P. Di Santo,

Ets-1 Gata-3 CEBP-y  Annu. Rev. Immunol. 2006).

1d2 IRF-2 MEF
Ikaros T-bet MITF

PU.1
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Derniérement, L. Hidalgo et al. ont montré que les ELP CD34'CDla exprimant
BMPRIA, récepteur de type IA des « Bone Morphogenetic Proteins » (BMP), contiennent une
grande proportion de précurseurs de cellules NK qui peuvent se différencier, en présence
des cytokines adéquates et/ou de cellules stromales thymiques, pour former des
lymphocytes NK matures. Les BMP peuvent promouvoir la différenciation NK thymique, en
régulant I'expression de facteurs clés dans le lignage NK comme Id3 ou Nfil3 et le CD122, et
en inhibant la différenciation des LT (40).

Les orientations des différents lymphocytes vers un lignage précis sont fortement
liges et dépendent d’une balance entre les différents facteurs de transcription comme il I'a
été montré avec Bclllb (Fig.6), répresseur de transcription « Kruppel-like », qui joue un réle
essentiel dans la différenciation des LT en stimulant le réarrangement de la chaine 3 du TCR.
L’équipe de P. Liu a d’ailleurs rapporté que I'ablation de cette molécule dans les cellules T
matures ou immatures mene a I'adoption d’un phénotype NK par ces cellules (64).

Le processus de génération des NKP a partir des CSH, et ’'homéostasie des cellules
NK, apparaissent donc comme étroitement controlés et résultent d’un équilibre entre
signaux extrinseques provenant des cellules stromales (réle des cytokines comme I'IL-15 ou
le TGFP) et signaux intrinseques transmis par les différents facteurs de transcription.

— J "\ Figure 6 : Développement des cellules NK en
(‘ ETP parallele des lymphocytes T dans le thymus

- (d’aprés K. Wolterink et al., Immunol.Rev., 2010).
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E) Education, tolérance et mémoire NK

Ces notions d’éducation, de tolérance et de mémoire NK sont actuellement sujettes a
controverses dans la littérature. Le but est donc ici de présenter les principales hypothéses
sur cet aspect de la biologie des cellules NK.

E) 1. Education et Tolérance des cellules NK

L’éducation des cellules NK ou « licensing » fait référence a un processus permettant
I’acquisition d’une fonction effectrice cytotoxique efficace par les cellules NK matures contre
leur cible, tout en restant tolérantes au soi. Ce processus se déroulerait dans la MO.

La plupart des récepteurs activateurs et coactivateurs exprimés sur les cellules NK murines
et humaines peuvent reconnaitre des antigenes du soi. NKG2D par exemple, reconnait
différents ligands endogénes. De méme, plusieurs KIRs activateurs (ou Ly49 chez la souris),
et les récepteurs CD94/NKG2C sont capables de reconnaitre les CMH de classe I. Ou encore,
des membres de la famille NCR, comme NKp30, NKp46 ou NKp44, semblent fixer des ligands
du soi encore indéterminés pour le moment (65, 66).

En sachant gu’il existe un grand nombre de récepteurs activateurs qui peuvent interagir avec
des ligands endogenes, comment se fait-il qu’on ne détecte pas d’auto-immunité NK ?

Au-dela de leur role dans la prévention de I'auto-agression des cellules de
I’organisme par les cellules NK, les récepteurs inhibiteurs de ces dernieres, reconnaissant les
molécules de CMH de classe |, sont considérés comme le mécanisme prédominant
responsable de la tolérance au soi. Trois familles de NKRs reconnaissent le CMH de classe I:
les KIRs chez les primates, Ly49 chez la souris et CD94/NKG2A chez les rongeurs et les
primates. Les mécanismes cellulaires et moléculaires intervenant dans ce processus restent
cependant encore mal connus (67).

Aussi bien chez 'Homme que chez la souris, il a été démontré qu’en absence de
récepteurs inhibiteurs spécifigues du CMH de classe |, comme les KIRs ou Ly49
respectivement, les cellules NK disposent d’'un phénotype mature mais sont,
paradoxalement, beaucoup moins réactives (5, 42). De méme, les cellules NK de souris
dépourvues de B2-microglobuline (composante du CMH de classe |), et qui n’ont donc pas
pu étre éduquées, ont une capacité cytolytique amoindrie face a leurs cibles ayant un défaut
de CMH de classe | (68). La fonctionnalité des cellules NK, en réponse a une stimulation
ciblée anti-NK1.1 chez la souris, dépend aussi essentiellement des molécules de CMH de
classe | du soi. En effet, les souris KO pour le CMH de classe | ont plus de difficulté a produire
de I'IFNy en réponse a un engagement du récepteur NK1.1 que les souris sauvages. La
réactivité des cellules NK dépend donc de I'expression de récepteurs inhibiteurs spécifiques
des molécules de CMH de classe I. Autrement dit, les cellules NK qui expriment des
récepteurs inhibiteurs spécifiques du CMH de classe | du soi deviennent fonctionnelles alors
que celles qui n’en ont pas restent inertes. Ce « licensing » ressemble a la sélection positive
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des LT dans le thymus a cela prés que les récepteurs, codés de facon germinale et qui
interagissent avec le CMH de classe | durant le processus d’éducation, ont ensuite une
fonction inhibitrice dans la réponse effectrice NK.

Actuellement, 4 modéles (probablement complémentaires), basés sur une éducation
des cellules NK par les molécules de CMH de classe |, sont proposés (69):
1/ Le modéle de « 'armement » ou « licensing » (Fig. 7a).

Ce modele repose sur l'acquisition d’'une maturation fonctionnelle des cellules NK
apres liaison entre les molécules du CMH de classe | et les récepteurs inhibiteurs présents
sur ces dernieres. La signalisation au travers de ces récepteurs inhibiteurs, par
I'intermédiaire de leurs domaines ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif),
promeut une maturation fonctionnelle de facon active. Les cellules n’exprimant pas ces
récepteurs sont considérées comme immatures (5, 42). Chez la souris, des mutations de
domaines ITIM abrogent le signal provenant des récepteurs Ly49 ce qui méne a une hypo-
réactivité des cellules NK en présence de ces récepteurs (5). Les récepteurs inhibiteurs
spécifigues du CMH de classe | ont ici un rble « instructeur » qui peut étre difficile a
concevoir.

2/ Le modeéle du « désarmement » (Fig. 7b) part du concept selon lequel les cellules NK sont

réactives par défaut. Dans cette situation, les cellules NK qui n’ont pas de récepteurs
inhibiteurs pour le CMH de classe | du soi sont « désarmées » afin de préserver la tolérance
au soi. Elles sont rendues anergiques a la suite d’une stimulation chronique (70). Les
interactions avec le CMH de classe | s'opposent a ce processus et les cellules NK peuvent
alors devenir matures et fonctionnelles. Ce modele parait plus cohérent du fait du maintien
d’un réle plus conventionnel pour la signalisation issue des récepteurs inhibiteurs.

3/ Le modeéle de I'interaction en cis (Fig. 7c). Ce troisieme modéle est basé sur la capacité de

récepteurs inhibiteurs Ly49 a fixer les molécules de CMH de classe | exprimées sur la méme
cellule, en cis, aussi bien que sur une autre cellule, en trans (71). Les récepteurs Ly49A
peuvent, en effet, transmettre un signal inhibiteur en absence d’engagement avec leur
ligand. Dans ce modele, les interactions entre le CMH de classe | et Ly49 en cis induisent une
séquestration des récepteurs Ly49 et empéchent leur relocalisation a la synapse
immunologique. En conséquence, I'influence inhibitrice des récepteurs Ly49 non engagés sur
la signalisation émanant des récepteurs activateurs diminue et les cellules NK sont alors plus
réactives. La pertinence de ce systéme pour tous les récepteurs inhibiteurs Ly49 ou encore
pour les KIRs chez 'Homme n’est pas encore clairement démontrée.

4/ Le modeéle du rhéostat (Fig. 7d). Les modeles d’armement et de désarmement proposent

tous les deux une éducation des cellules NK qui repose sur un signal binaire « on/off ».
Contrastant avec ces deux modeles, il a récemment été mis en évidence que les cellules NK
pouvaient avoir une réponse augmentée ou diminuée selon la force du signal inhibiteur
gu’elles recoivent. Ce modele suggére que I'éducation des cellules NK s’opére de facon
guantitative avec un ajustement de la réponse (vers le haut ou vers le bas) dépendant du
signal inhibiteur recu par la cellule NK (72). A.H. Jonsson et al. ont, par la suite, démontré
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que l'affinité de l'interaction entre le récepteur et son ligand CMH | influence aussi le
processus d’éducation des cellules NK (73). Ce dernier modéle rassemble les modéles
d’armement et de désarmement et peut aussi étre compatible avec celui de I'interaction en
cis. Il apparait donc comme le plus vraisemblable.

a Arming model b Disarming model

Figure 7: Modeéles d’éducation NK

- dépendant du CMH de classe | (schéma
extrait de P. Hoglund & P. Brodin, Nat.
Immunol. Rev., 2010). a. Modele de
I'armement : les cellules NK n’ayant pas été
éduquées par le CMH | sont hypo-réactives.
b. Modele du désarmement: cellules
répondeuses a I'état initial mais en anergie
en I'absence de récepteurs inhibiteurs
spécifiques du CMH de classe I. c. Modeéle de
I'interaction en cis séquestrant les récepteurs
inhibiteurs en dehors de la synapse
immunologique et permettant donc une
réponse NK aprés engagement des
récepteurs activateurs. d. Modele du
rhéostat impliquant une notion de seuil pour
la réponse NK.

Un nombre significatif de cellules NK matures chez ’'Homme et la souris, in vivo,

n‘expriment pas de récepteur inhibiteur spécifique du CMH de classe | ou expriment
seulement des récepteurs qui ne reconnaissent pas ce type de ligand (74, 75). En
conséquent, il doit exister d’autres mécanismes mis en ceuvre pour prévenir d’une auto-
immunité NK.
Dans un modele murin de souris transgéniques, il a été mis en évidence que, en réponse a
une exposition constante aux ligands de NKG2D, les cellules NK NKG2D* vont tolérer les
cellules exprimant ces ligands. L'anergie a laquelle ces cellules sont soumises est associée a
une diminution de I'expression de NKG2D a la surface des cellules NK et une diminution de la
réponse a la signalisation émanant de ce récepteur (76).

Ces différents modeles ont pour point commun de situer I'interaction des récepteurs
inhibiteurs avec leur ligand CMH de classe | au centre du processus d’éducation des cellules
NK et, de fait, lient la notion de cellules NK éduquée a I'expression des récepteurs
inhibiteurs. Cette éducation des cellules NK au travers du CMH de classe | a, sans aucun
doute, un réle important dans le rejet des cellules cancéreuses n’exprimant pas ce CMH, lors
du rejet de greffe de moelle osseuse histo-incompatible ou durant certaines infections
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induisant une diminution de I'expression du CMH de classe |. Mais il convient de nuancer
cette perspective. En effet, le travail de M.T. Orr et al. suggére que cette éducation médiée
par le CMH du soi ne conduit pas toujours a une meilleure activation des cellules NK (77). En
outre, I’éducation dirigée par les récepteurs inhibiteurs, processus qui promeut la réactivité
des cellules NK matures, n’est pas bénéfique dans les situations ou le ligand pour ces
récepteurs inhibiteurs éducateurs est présent sur les cellules cibles comme le suggere
I’équipe de L.L. Lanier.

Il a d’ailleurs été proposé que ces cellules non éduquées puissent étre plus efficaces pour
éliminer des cibles anormales. Ainsi, il a récemment été démontré que les cellules NK
dépourvues de récepteurs inhibiteurs spécifiques du CMH du soi, dites non éduquées, ont
un role prédominant dans la réponse anti-virale dirigée contre le cytomégalovirus murin
(MCMV) (77). On ne peut d’ailleurs réfuter I’hypothese d’autres récepteurs inhibiteurs dont
le ligand est différent des molécules du CMH de classe I.

En conditions basales, les cellules NK n’ayant pas de récepteur inhibiteur doivent
probablement étre en anergie du fait de la stimulation chronique par les ligands engageant
leurs récepteurs activateurs et situés sur les tissus sains. La levée de I'anergie dépend alors
de cytokines telles que I'lL-2 (systeme probablement identique aux LT).

Une étude récente de C. Fauriat et al. propose un réle des KIRs activateurs dans
I’éducation des cellules NK. Ces auteurs ont révélé I'implication de KIR2DS1 et de son ligand
HLA-C2 dans I"'éducation des cellules NK en induisant une diminution de la réactivité des
cellules NK face a des cellules-cibles. En revanche, la stimulation par des cytokines n’entraine
pas de réponse NK (78).

L’éducation et, par conséquent, 'acquisition d’une tolérance au soi des cellules NK
constituent un processus dont les mécanismes moléculaires impliqués restent encore mal
compris. Cependant, il a été clairement démontré que les interactions entre récepteurs
inhibiteurs et molécules de CMH de classe | sont nécessaires a la génération d’une réponse
cytotoxique fonctionnelle des cellules NK. Il reste que I’éducation des cellules NK est active,
continue et fortement dépendante du microenvironnement. La compréhension de ces
mécanismes a, de plus, une grande importance médicale avec, par exemple, une
« rééducation » des cellules NK anergiques par des cytokines qui pourrait constituer un
nouvel axe d’'immunothérapie (79).

E) 2. Mémoire des cellules NK

La mémoire immunologique est considérée comme une caractéristique propre au
systéme immunitaire adaptatif. Il est classiquement décrit que, suivant une exposition a un
pathogene donné, les cellules du systeme immunitaire inné répondent rapidement et de
facon non spécifique a I'antigene (Ag). Une nouvelle exposition a ce méme pathogene donne
lieu a une réponse d’amplitude identique a la précédente. Au contraire, dans le cas de la
réponse immunitaire adaptative, une primo-infection provoque une réaction plus tardive,
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mais hautement spécifique, des LT et LB du fait de I'expression a leur surface de récepteurs
spécifiques de I’Ag générés a partir du réarrangement somatique des génes codant ces
récepteurs. Apres élimination de I'agent pathogéne, les clones de lymphocytes spécifiques
de I'Ag subissent une phase de contraction aboutissant a leur apoptose massive et a la
formation d’un petit pool de cellules mémoires a longue durée de vie, capables de répondre
de facon plus rapide et plus robuste a une rencontre ultérieure avec un pathogene
identique.

La durée de vie des cellules du systéme immunitaire inné est de I'ordre de quelques

heures a quelques jours, en comparaison a celle des LT et LB qui peuvent persister de
plusieurs mois a des années. La mise en place d’une mémoire immunitaire dans le cas de ces
cellules de courte durée de vie (granulocytes, DC, NK...) est, par conséquent, considérée
comme inutile (80).
Bien qu’il n’y ait pas de réarrangement des genes codant pour les récepteurs activateurs des
cellules NK, ces dernieres présentent de nombreuses similarités dans leur développement,
leur phénotype et leurs fonctions avec les CTL du systeme immunitaire adaptatif (81). La
place des cellules NK, entre le systeme immunitaire inné et adaptatif, a d’ailleurs récemment
fait I'objet de discussions (82, 83).

Il a été mis en évidence, dans des modeles murins, une réponse plus efficace de
cellules NK face a un pathogéne rencontré antérieurement. L'équipe de U.H. Von Adrian a
notamment démontré la mise en place d’une réaction d’hypersensibilité de contact aux
haptenes médiée par les cellules NK dans des souris Rag'/' (recombinaison-activating gene),
dépourvues de LB et LT (84). Cette réaction persiste plus de 4 semaines et est spécifique de
I’'haptene auquel les souris ont été exposées auparavant. De facon intéressante, les seules
cellules NK de type « mémoire » spécifiques de cet hapténe, et permettant de transférer
cette sensibilité, résident dans le foie.

L'équipe de L.L. Lanier a également travaillé sur I'hypothése d’une mémoire NK
spécifique d’un virus, avec le modele du MCMV (Fig. 8) (81). lls ont ainsi révélé la
reconnaissance de cellules infectées par le MCMV exprimant la glycoprotéine virale m157
par les cellules NK porteuses du récepteur Ly49H. Ces cellules NK proliférent de facon
spécifique en réponse a une stimulation par cet antigene alors qu’un mutant de m157 sera
inactif sur les cellules NK Ly49H'. Dans un systéme de transfert adoptif, ces cellules
proliferent d’un facteur 100 a 1000 dans les tissus lymphoides et non lymphoides d’animaux
infectés par le MCMV, formant un pool de cellules NK de type « mémoires » a longue durée
de vie. Ces cellules gardent cette capacité d’expansion apres plusieurs transferts adoptifs et
infections virales. D’apres L.L. Lanier ces cellules NK de type « mémoires » gardent la
capacité de répondre de facon plus robuste que des cellules NK « naives » a une infection
ultérieure au MCMV durant plusieurs mois.

35



Magnitude of response

Traditional model Revised model

INNATE ADAPTIVE bl INNATE ADAPTIVE ¥ b

responses responses
1° BT cell
responses

1° BT cell
responses

2 NK cell
response

Myeloid
cell
responses

Il memory
NK cell memory A

Myeloid
cell
responses

Myeloid
cell
responses

Myeloid
cell
responses

1" NK cell
response

NK cell
response

NK cell
response

B/T cell memory

Magnitude of response

0-72 hours weeks months-years 0-72 hours weeks months-years

T o T o

Figure 8: Nouveau modele de réaction immunitaire a une seconde infection : mémoire des
LB/ LT et NK de type « mémoire » (schéma extrait de Sun & Lanier Eur.JI 2009).

Certains travaux récents suggerent également une capacité de cellules NK « type-
mémoire » a se remémorer une activation antérieure par des cytokines pro-inflammatoires
telles que I'lL-12 et I'IL-18. Les cellules NK isolées de la rate de souris Rag'/' et pré-activées
par I'lL-12 et I'lL-18, une fois injectées dans des souris receveuses Rag’/', proliferent in vivo et
sont détectables jusqu’a 3 semaines apres transfert. Ces cellules produisent des quantités
plus importantes d’IFNy en réponse a une nouvelle stimulation par des cytokines (IL-12 + IL-
15) ou par le biais de leurs récepteurs activateurs (Ly49H and NK1.1), que des cellules
n‘ayant pas été pré-activées avant transfert (ou que les cellules NK de I'h6éte), mais
conservent une fonction cytotoxique similaire (85).

Cette notion de mémoire NK découle des premiéres observations faites dans des
modeles murins et méritent donc d’étre approfondie. Quelques rares études suggerent
I'existence de ces cellules NK de type « mémoire » dans I'espece humaine. En effet, il a été
mis en évidence une augmentation de la proportion de cellules NK exprimant a leur
membrane I'hétérodimére CD94/NKG2C chez des individus exposés au CMV humain (HCMV)
(86). 1l est a noter que ces cellules NKG2C* de type mémoire ont été licenciées, elles
expriment des KIRs mais plus de NKG2A. De plus, T.W. Kuijpers et al. (87) ont rapporté le cas
d’un enfant immunodéficient chez lequel les cellules NK CD94/NKG2C se sont fortement
multipliées (88) aprés infection par le HCMV, mimant I’'expansion observée dans le modele
murin. J.C. Sun et al. proposent d’ailleurs la molécule CD57, retrouvée a la surface des LT
CD8" matures et d’une petite fraction de cellules NK (considérées comme les plus matures),
comme marqueur des cellules NK de type « mémoire » humaines équivalent au KLRG1
définissant les cellules NK de type « mémoire » murines (80).

L'infection au HCMV est considérée comme chronique du fait de la persistance du
virus chez son hote a un niveau faible et asymptomatique. On pourrait donc penser que ce
groupe de cellules NK NKG2C* est maintenu par la persistance du virus. Une étude réalisée
par N.K. Bjorkstrom et al. (89) révele pourtant I'existence d’une sous-population de cellules
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NK de type « mémoire » de méme phénotype, CD56dimNKG2C+(KIR+ et portant en majorité le
marqueur CD57), se multipliant et persistant a un niveau relativement élevé pendant au
moins 2 mois aprées une infection virale aiglie a I’"hantavirus. Les auteurs ont remarqué que la
séropositivité au HCMV était associée a une plus haute fréquence de cellules NK NKG2C*;
séropositivité qui pourrait donc influencer la réponse a I’hantavirus.

Le ligand impliqué dans l'activation et I'expansion de ces cellules NK de type mémoire
NKG2C" et le mécanisme inducteur de cette expansion restent cependant encore a
découvrir.

F) Les grandes fonctions des cellules NK

Les cellules NK sont connues pour leur capacité a lyser rapidement et sans pré-
activation les cellules transformées (certaines cellules tumorales et des cellules infectées par
des virus), qui expriment peu ou pas de CMH de classe | a leur surface, au moyen de deux
grands mécanismes : la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) et la cytotoxicité dite
naturelle. L'interaction de la cellule NK avec sa cellule-cible s’accompagne de la formation
d’une structure complexe dénommée synapse immunologique. C’'est a ce niveau qu’est
déversé le contenu des granules lytiques par un mécanisme d’exocytose dépendant du
calcium: la dégranulation.

Une seconde grande fonction des cellules NK, une fois activées, consiste en la
production rapide de cytokines et chimiokines telles que I'lFNy, le TNFa ou le GM-CSF.

Ces lymphocytes de I'immunité innée exerceraient enfin un réle régulateur sur la
fonctionnalité et/ou la maturation de diverses cellules du systéeme immunitaire inné et
adaptatif par contacts intercellulaires.

F) 1. Cytotoxicité des cellules NK

Arme commune des CTL et des cellules NK, les granules lytiques sont des lysosomes
sécréteurs spécialisés. Une fois la cellule cible identifiée, une synapse immunologique,
dépendant notamment de l'interaction entre ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
situé sur la cellule cible et LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) présent a la
surface de la cellule NK, va se former. Le contenu cytotoxique des granules NK est alors
déversé de facon polarisée grace au réseau de microtubules cytoplasmiques. Ces granules
contiennent des Granzymes A et B (qui sont des Sérine protéases), des Perforines (protéine
perméabilisant la membrane plasmique) et des Granulysines (molécules lytiques anti-
microbiennes).

Les perforines polymérisent et forment un pore transmembranaire qui permet aux
granzymes de rejoindre le cytosol ou ils vont activer les différentes caspases menant a la
mort cellulaire par apoptose de la cellule-cible (90). Les perforines sont trés importantes
dans la suppression des cellules tumorales. De fagon intéressante, il a été démontré chez la
souris que I'extinction du géne codant la perforine augmente la sensibilité des souris au
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développement du fibrosarcome induit par méthylcholanthréne (91). En revanche, une
souris déficiente pour un granzyme présente un phénotype normal. Ceci est sans doute lié a
la redondance des genes codant pour les granzymes.

Les deux grands mécanismes qui déclenchent la cytotoxicité ont été largement
décrits et développés dans la littérature.
Lors de 'ADCC, les antigenes tumoraux ou de cellules infectées sont recouverts d’anticorps
de type Immunoglobuline G (IgG) dont les fragments Fc se lient au récepteur FcyRIIIA, ou
CD16, des cellules NK. Les anticorps jouent ici un réle d’intermédiaire entre la cellule-cible et
la cellule effectrice. Leur interaction avec CD16 entraine la dégranulation des cellules NK,
avec exocytose des perforines et granzymes dans la synapse immunologique, et la mort de la
cellule-cible. Ce mécanisme est maintenant exploité dans des stratégies d’'immunothérapies
anti-cancéreuses basées sur les anticorps monoclonaux. L'utilisation d’anticorps dirigés
contre des antigénes spécifiques, surexprimés par les cellules tumorales, est en effet une
piste de grand intérét. Ainsi, des anticorps monoclonaux humanisés, comme le trastuzumab
(dirigé contre le récepteur HER2/neu ou ErbB2) et le rituximab (dirigé contre CD20), sont
actuellement utilisés pour traiter le cancer du sein et les lymphomes non hodgkinien
respectivement.
Les polymorphismes du récepteur CD16 peuvent influencer ['efficacité de ce type de
thérapie. En particulier, il a été démontré que la réponse au rituximab est plus efficace chez
des patients homozygotes pour I'allotype FcyRIIIA/158V que chez des patients porteurs de
I’allele FcyRINIIA/158F. L'allotype FcyRIIIA/158V confere une meilleure affinité du récepteur
pour le rituximab et une ADCC plus efficace in vitro (92). Cette ADCC plus efficace serait
d’ailleurs liée a une plus forte expression du CD16 a la membrane des cellules NK (93).

La cytotoxicité naturelle des cellules NK fait référence a leur capacité a médier une immunité

anti-tumorale ou anti-virale sans sensibilisation au préalable et en absence de
reconnaissance des cibles par des anticorps. En 1990, pour expliquer comment les cellules
NK sont capables de lyser des cellules-cibles sans atteindre les cellules saines, K. Karre a
proposé I’hypothese du « soi-manquant » (94). Cette théorie est née a partir de nombreuses
observations expérimentales dans lesquelles des cellules tumorales dépourvues de CMH de
classe | étaient lysées de fagon efficace par les cellules NK, conférant ainsi un r6le des
molécules de CMH de classe | dans le contréle de I'activation des cellules NK. L’hypothéese du
« soi-manquant » a, par ailleurs, été émise bien avant la découverte des récepteurs
impliqués dans la reconnaissance de ce CMH de classe | (KIRs, CD94/NKG2 et ILTs).
L'identification ultérieure des récepteurs inhibiteurs et activateurs des cellules NK a permis
de faire évoluer cette théorie. De nos jours, il est communément considéré que I'activation
des cellules NK dépend d’une balance intrinséque entre les signaux activateurs et inhibiteurs
provenant des différents récepteurs exprimés a la surface des cellules NK (Fig. 9).

Il est a noter qu’un manque de signal inhibiteur n’est pas suffisant en soi pour déclencher
une activation des cellules NK, il faut aussi un signal activateur conséquent. Ceci permet
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d’expliquer pourquoi des cellules ayant de grandes quantités de CMH de classe | a leur
surface peuvent aussi étre la cible des cellules NK (95).
Le sous-type de cellules NK décrit comme effecteur cytotoxique majoritaire correspond aux
cellules CD3°CD56%™ bien gue I'on puisse observer une activité cytotoxique des cellules NK
CD56°"&" aprés stimulation in vitro avec de I'IL-2 (96).

No killing
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Figure 9 : Balance entre signaux activateurs et inhibiteurs déterminant I'induction ou I’inhibition de
la cytotoxicité NK (Schéma extrait de Raulet D.H. & R.E Vance, Nature Rev., 2006).

La capacité cytolytique des cellules NK est désormais classiquement évaluée par le
biais de I'externalisation du marqueur CD107a a la membrane (Fig.10) (97). Le CD107a (ou
LAMP-1 pour « Lysosomal-Associated Membrane Protein-1»), est un marqueur de
dégranulation exprimé a la surface des granules cytotoxiques et associé aux granules
d’exocytose (97-101). A l'origine, le marquage CD107a a été utilisé par M.R. Betts et al. pour
identifier et isoler les CTL viables selon la mobilisation du CD107a a la surface de ces cellules
(100). Par la suite, le test a été mis au point ex vivo en cancérologie (102) et enfin la
technique a été adaptée aux cellules NK (103).

| ILCD107a ¥ aCD107a 4 Perforin V Granzyme |

Figure 10: Visualisation de la capacité
cytotoxique des cellules NK au moyen de la
mobilisation du CD107a a la membrane
plasmique (schéma extrait de : Uhrberg M.,
Leukemia, 2005).
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Des mécanismes alternatifs peuvent étre utilisés par les cellules NK pour induire la
mort de leurs cibles. lls dépendent de molécules de la famille du TNF (Tumor Necrosis
Factor) telles que le TNFa, Trail (TNF-related apoptosis-inducing Ligand) et FASL (FAS ligand)
(104), produites par les cellules NK, et de leurs récepteurs exprimés par les cellules-cibles
(TNF-R, TRAIL-R et FAS). Ces mécanismes sont moins impliqués dans I'immunité dirigée
contre les pathogéenes in vivo mais se révelent importants dans I’élimination des cellules
lymphoides auto-réactives et dans I’lhoméostasie. Il a, par exemple, été récemment mis en
évidence que les cellules NK pouvaient éliminer les cellules trop inflammatoires, telles que
les neutrophiles, dans le but de contréler I'intensité de la réponse immunitaire apres
activation du récepteur NKp46 (105). Fas (ou CD95) est exprimé par un grand nombre de
cellules et comporte un domaine de mort (ou « Death Domain », DD) dans sa portion intra-
cytoplasmique qui, aprés interaction avec Fasl, active de facon indirecte le clivage des
caspases et induit I'apoptose de la cellule exprimant FAS. L'activation de deux autres
membres de cette famille: DR4 (ou TRAIL-R1) et DR5 (TRAIL-R2) par leur ligand TRAIL,
conduit également a un signal apoptotique.

F) 2. Fonction de sécrétion des cellules NK.

Selon les stimulations environnementales, par le biais de leur récepteurs NK, de
récepteurs « Toll-like » (TLRs), ou de monokines (comme I'lL-2 ou I'lL-15...), les cellules NK
peuvent produire rapidement des cytokines telles que l'interferon y (IFNy) et le Tumor
Necrosis Factor oo (TNFa), des facteurs de croissance comme le Granulocyte Macrophage —
Colony Stimulating Factor (GM-CSF) ou encore des chimiokines comme les Macrophage
Inflammatory Proteins 1 (MIP-1) o et 3, RANTES ou I'IL-8, conduisant au recrutement et a
I'activation des macrophages et des DC et participant a l'orientation de la réponse
immunitaire adaptative.

L'IFNy est la cytokine la plus abondamment produite par les cellules NK. Elle influence
aussi bien la réponse immunitaire innée, en activant les macrophages (phagocytose) et la
maturation des DC pro-inflammatoires, que la réponse immunitaire adaptative en favorisant
la polarisation des LT CD4" vers la voie Th1l (106). Cette cytokine joue un rdle crucial dans la
réponse immunitaire contre les virus ou les bactéries ainsi que dans la défense anti-tumorale
(107).

Les cellules NK sécrétent également du TNFa et de la lymphotoxine o (LTa),

cytokines intervenant dans la formation de centres germinatifs dans les OLS tels que la rate
et les ganglions (108). Ces centres germinatifs représentent les lieux de production des
anticorps « secondaires » de haute affinité. Le role également cytotoxique du TNFo a été
discuté ci-dessus.

Le GM-CSF est un facteur de croissance important sécrété par les cellules NK (109),
influancant la maturation des DC tolérogénes et qui peut donc indirectement avoir une
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répercussion sur la formation de LT régulateurs (LTreg). Le GM-CSF est aussi un facteur de
croissance essentiel pour les polynucléaires neutrophiles.

L’'IL-10 est une cytokine produite tardivement lors de 'activation des cellules NK. Elle
joue un role anti-inflammatoire primordial dans le contréle de I'intensité et de la durée de la
réponse immunitaire (110).

Les cellules NK produisent aussi de I'lL-13, du TGFB1, de I'IL-5, de I'IL-8 et de I'IL-13,
du G-CSF, RANTES, MIP-1a et MIP-1[3 participant a I’attraction de différents types cellulaires
sur les sites d’inflammation et a la génération d’une réponse immunitaire spécifique
d’antigene (111-114). Récemment, les cellules dites NK-22, sous-type de cellules NK
humaines retrouvées dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses et spécialisées
dans la production d’IL-22 en réponse a I'lL-23, ont été révélées par I'équipe de M. Colonna
(115).

La source principale de ces cytokines et chimiokines correspond au sous-type de
cellules NK CD56°™™, bien que les cellules CD56%™ puissent aussi en produire en plus petites
guantités (114). R.R. Trotta et al. expliquent d’ailleurs cette production de cytokines plus

importante dans les cellules CD56°"8"

par la présence d’une plus grande quantité de la
phosphatase SHIP-1 dans ces cellules. SHIP-1 est, en outre, un régulateur de I'expression in
vitro et in vivo de I'lFNy (116).

;s . "y ;s igh
De facon générale, il a été suggéré que les cellules CD56"" M

ont besoin de deux signaux pour
produire de I'lFNy, dont 'un est I'lL-12, le second pouvant étre une autre cytokine telle que
I'IL-1, I'IL-2, I'IL-15 ou I'IL-18 ou encore I'engagement de récepteurs activateurs des cellules
NK comme CD16 ou NKG2D (117).

F) 3. Prolifération des cellules NK

A la différence des LB et des LT, les cellules NK ne proliferent pas de facon soutenue
en réponse a un stimulus in vitro, mais elles n’ont pas non plus besoin d’un co-stimulus en
plus de I'lL-2 ou de I'lL-15 pour rapidement proliférer. Tout comme pour les fonctions de

cytotoxicité et de sécrétion de cytokines, les deux sous-types de cellules NK CD56%™ et
CD56""8" se distinguent dans leurs capacités de prolifération. Alors que les cellules CD56°""
peuvent se multiplier en réponse a une stimulation avec de faibles doses d’IL-2, de I'ordre du
picomolaire (pM), les cellules CD56%™ proliferent peu, méme en présence de fortes

concentrations en IL-2 (nM). Une des explications de cette différence observée entre les

bright

deux sous-types de cellules NK provient du fait que les cellules CD56 expriment de facon

constitutive le récepteur de haute affinité a I'lL-2, IL-2Raf}y, leur permettant de proliférer dix

fois plus que les cellules CD56%™ qui ne possédent que le récepteur d’affinité intermédiaire,

IL-2Raf. L'IL-2 induit plutdt une augmentation de I'activité cytotoxique des cellules CD56°™.
L’IL-15 & forte dose (nM) peut aussi induire la prolifération des cellules NK CD56""®™

par le biais du récepteur IL-2/IL-15RPy (118).

in vitro,
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L’IL-2 ou I'lL-15, a eux-seuls, sont capables d’induire une prolifération des cellules NK,
mais leur effet peut étre augmenté par I'ajout d’autres cytokines ou stimuli (119). A de
faibles concentrations, entre 0,5 et 5 ng/ml, I'lL-10 augmente aussi de facon significative la
prolifération des CD56"" induite par le récepteur a I'lL-2 de haute affinité (120).

Différentes méthodes ont été développées pour induire ou améliorer la
différenciation et/ou la prolifération des cellules NK dans le but d’évaluer le réle de ces
cellules activées et multipliées in vitro dans le cadre de thérapies anti-cancéreuses. L'équipe
de D. Campana a d’ailleurs démontré en 2009 que des cellules NK pouvaient étre obtenues
en grand nombre (expansion x21,6) a partir d’'une co-culture de 7 jours de cellules
mononucléées du sang en présence de la lignée cellulaire K562 (lignée leucémique, cible
classique des cellules NK) irradiée et génétiguement modifiée pour exprimer la forme
membranaire de I'IL-15 et le ligand de 4-1BB/TNFSF9 (121). Dans ces conditions, la
multiplication des cellules NK est supérieure a celle obtenue apres culture en présence d’IL-
2, d’IL-15, d’IL-12 et/ou d’IL-21 et se fait sans différenciation en LT. Ces cellules NK ont aussi
acquis, par ce moyen, une capacité cytotoxique plus importante. Par ailleurs, un systeme
d’activation in vitro avec des anticorps pré-fixés et dirigés contre NKp46 et CD2 a été
développé par Miltenyi Biotec (Auburn CA) et engendre une expansion d’un facteur 100 des
cellules NK en 21 jours. Un autre moyen permettant d’induire une prolifération rapide et
conséquente des cellules NK (x 21 000) consiste a les cultiver in vitro pendant 21 jours en
présence de cellules K562 présentant de I'lL-21 membranaire (122). Chez la souris, la
délétion de Bclllb (facteur de transcription spécifique des LT) dans des thymocytes
précurseurs (en phase de réarrangement du TCR), permet d’obtenir des cellules « NK-like »
génétiquement reprogrammées. Ces cellules ITNK (induced-T to NK) ont un phénotype et
une fonction semblable a ceux des cellules NK conventionnelles. Les cellules ITNK sont aussi
caractérisées par une forte capacité proliférative aprés stimulation par de I'lL-2 : x 500 000
(64). Ces cellules « NK-like » ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques. Néanmoins,
I'utilisation de cellules reprogrammées génétiquement souleve la question de leur innocuité
dans le cas d’injection chez 'Homme et nécessite donc de plus amples investigations.

F) 4. NK régulatrices et régulation de la fonction NK

Au-dela de leur fonction effectrice anti-tumorale et anti-virale, les cellules NK jouent
un réle important dans la régulation de la réponse immunitaire en interagissant de facon
directe ou indirecte avec les cellules environnantes, en particulier les cellules myéloides et
les LT.

Interactions NK/DC myéloides (mDC)
Les cellules NK activées (par I'lL-2 par exemple) peuvent influencer la maturation des

DC immatures (iDC) autologues ou décider de leur mort cellulaire par apoptose (fonction
d’«édition des DC»). L'interaction NK/DC met en jeu le récepteur activateur NKp30 et son
ligand situé a la membrane des DC (123, 124). Il s’ensuit alors une production de TNFa et
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d’IFNy par les cellules NK donnant lieu a la maturation des iDC (Fig. 11A). La rencontre NK/DC
a lieu dans les sites d’inflammation et au sein des ganglions lymphatiques ou ces cellules
sont recrutées par des chimiokines relarguées dans les phases précoces de I'inflammation. |l
est a noter que la maturation des iDC induite par les cellules NK par le biais de NKp30 doit
aussi dépendre des récepteurs inhibiteurs spécifiqgues du CMH de classe I. En effet, les
cellules NK expriment différentes combinaisons de récepteurs activateurs et inhibiteurs et,
par conséquent, la capacité d’activation de ces derniéres, est proportionnelle au degré
d’inhibition recu par ces récepteurs inhibiteurs face au signal activateur.

Le récepteur NKp30 joue également un role majeur dans la lyse des iDC (Fig. 11B)
(125). Mais d’autres récepteurs sont mis en jeu a ce niveau. L’analyse des clones NK capables
d’induire la mort cellulaire des iDC par M. Della Chiesa et al. (126) révele |'existence d’un
sous-type de cellules NK dépourvues de KIRs mais exprimant CD94/NKG2A. Par la suite, il a
été mis en évidence que DNAM-1, co-récepteur activateur retrouvé a la surface de la plupart
des cellules NK et des LT, et dont les ligands sont la nectin-2 et PVR (récepteur au poliovirus),
coopeére avec NKp30 dans la lyse des iDC (127). Cette capacité des cellules NK a lyser les iDC
par le biais de NKp30 pourrait conduire a affaiblir la réponse des DC et/ou a limiter le «
priming » des LT (124, 128). Ceci pourrait avoir une grande importance durant les phases
précoces de la réponse inflammatoire.

L’origine du signal d’une réponse immunitaire semble étre au niveau des DC, méme si
les cellules NK ont la capacité d’activer et d’éliminer ces DC. En effet, comme les LT, les
cellules NK nécessitent un amorcage ou « priming » pour étre totalement fonctionnelles.
L’IL-15, sécrétée notamment par les DC, serait suffisante in vitro et nécessaire in vivo pour
permettre le « priming » des cellules NK (129). De plus, la transprésentation d’IL-15 par les
DC au IL-15Ra des cellules NK stimule in vitro leur activité cytotoxique et leur production
d’IFNy (130). Les DC produisent par ailleurs d’autres cytokines, telles que I'lL-1, I'lL12 ou I'IL-
18, jouant sur I'activation et la fonction des cellules NK (Fig.11C).

Le TGF-B (Transforming Growth Factor-f), cytokine immunosuppressive produite
sous certaines conditions par les DC ou les cellules tumorales, entraine une diminution de
I’expression de NKp30 et NKG2D a la surface des cellules NK (131). Ceci pourrait expliquer la
diminution de I'expression de NKp30 a la surface des cellules NK et la résistance des iDC a la
lyse par les NK, observées chez des patients souffrant de leucémie aiglie myéloblastique
(LAM) (132, 133).
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Figure 11 : Régulation mutuelle entre cellules NK et DC. A. Les cellules NK activées influencent la
maturation des iDC en produisant de I'lFNy et du TNFa. B. Lors d’une mauvaise maturation des iDC
les cellules NK vont induire leur mort cellulaire par apoptose par le biais de NKp30. C. Les DC matures
peuvent jouer sur |'activation des cellules NK au travers des cytokines pro-inflammatoires qu’elles
produisent (Schéma extrait de Degli-Esposti M.A., & M.J. Smyth, Nat.Rev.Immunol., 2005).

Les interactions entre cellules NK et DC, selon le site ou elles se rencontrent et leur
état de maturation, ont ainsi plusieurs conséquences :
- le priming des NK naives (avec expression du CD69, accumulation de granzyme B dans les
granules cytotoxiques, mais pas de production d’IFNy),
- la maturation des iDC,
- I"activation mutuelle DC matures/ NK fonctionnelles.

Interactions NK/DC plasmacytoides (pDC)
Les cellules NK peuvent aussi établir des contacts cellulaires avec les pDC mais elles

sont incapables de tuer ces derniéres, probablement du fait de I'expression en grande
guantité du CMH de classe |, et en particulier du HLA-E, a leur surface (124). Les pDC
stimulées par le biais de TLR9 peuvent promouvoir la prolifération des cellules NK CD56"" &M
(134). Elles peuvent, de plus, induire I'expression du marqueur d’activation CD69 a la surface

des cellules NK et I"'augmentation de la réponse cytotoxique.

Interactions NK/macrophages

Les cellules NK interagissent avec un autre type de cellules myéloides, les
macrophages, par I'intermédiaire du co-récepteur NK: le 2B4. Cette interrelation avec les
macrophages active la prolifération et la production d’IFNy par les cellules NK. Les cellules
NK, quant a elles, peuvent lyser les macrophages, qui ont été stimulés par de fortes doses de
lipopolysaccharide (LPS), de fagcon dépendante de NKG2D (135). Ceci révele d’ailleurs un réle
important des cellules NK dans la suppression des macrophages trop stimulés et donc dans
le maintien de I’homéostasie cellulaire.
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Les cellules NK peuvent donc avoir un role d’intermédiaire entre le systéeme
immunitaire inné et le systéme immunitaire adaptatif a I'instar des DC. Certaines équipes
vont méme jusqu’a soumettre I'idée d’'une sous-population de cellules NK régulatrices qui
pourraient étre générées a partir de cellules CD34" provenant du sang périphérique au
moyen de I'lL-15 membranaire (136).

La coopération NK/T

Les OLS, tels que les ganglions lymphatiques, sont des lieux clés ol sont initiées les réponses
immunitaires adaptatives. Ce sont aussi des sites d’interaction entre cellules NK et DC
pouvant aboutir a la sécrétion d’IFNy par les cellules NK. L'IFNy produit va alors faciliter la
polarisation des LT vers le profil Th1 (106). Les cellules NK peuvent aussi interagir
directement avec les T CD4" grace a la liaison de OX40 avec son ligand OX40L (137). Cette
interaction NK/T est d’ailleurs a double sens: F. Bihl et al. ont émis I’hypothése selon laquelle
les LT CD4" seraient essentiels, au moment de Iinitiation de I'activation des cellules NK dans
les ganglions lymphatiques, dans le cadre d’une infection a Leishmania Major chez la souris
(138, 139). Les cellules NK participeraient aussi au priming des CTL.

Importance du microenvironnement cellulaire

L'intensité et la qualité des réponses NK dépend du microenvironnement cytokinique

et des interactions avec les autres cellules du systeme immunitaire comme les LT, les
macrophages ou les DC (140).
Les cellules NK expriment les TLR3 et TLR9 (141) et peuvent donc étre activées en présence
des ligands viraux et bactériens de ces récepteurs (ARN double brin et ADN CpG
respectivement). Cette activation se traduit par une réponse fonctionnelle NK classique
(sécrétion de cytokines et cytotoxicité).

L'IL-2 est, comme cela a été discuté précédemment, une cytokine majeure dans
I'activation des lymphocytes NK qui expriment de fagon constitutive un récepteur a I'lL-2
fonctionnel. En plus de son aptitude a induire la production de cytokines par les cellules NK,
I'IL-2 joue sur leur capacité cytotoxique et proliférative. L’exposition des cellules NK a des
concentrations saturantes en IL-2 stimule une activité LAK (Lymphokine-Activated Killer)
envers les cellules tumorales qui, autrement, résistent a la lyse médiée par les cellules NK
(142). Dans le cadre de I'activité LAK, I'lL-2 augmente I'expression de la perforine. L’'IL-15
peut également avoir un effet amplificateur de la cytolyse des cellules-cibles qui pourraient
étre plus résistantes (118). IL-2 et IL-15 sont ainsi impliquées tout au long de la vie des
cellules NK, de leur développement a leur homéostasie, en passant par leur activation, leur
activité cytotoxique et leur production de cytokines (143).

La fonction NK peut par ailleurs étre fortement influencée par la présence dans le
microenvironnement de cytokines polarisantes telles que I'lL-12 ou I'IL-4. Ainsi, les cytokines
comme I'IL-12, les IFN de type I, I'IL-15 et I'IL-18 (produites par les macrophages et/ou les
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DC) sont des molécules activatrices de la fonction NK (144) alors que I'lL-4 (produite
notamment par les basophiles) diminue la réponse cytolytique et sécrétoire (124).

Selon la combinaison de cytokines sécrétées a proximité des cellules NK, la
production d’un type de cytokine ou d’un autre par ces derniéeres est favorisée. La présence
simultanée d’IL-12 et d'IL-18 représente la situation optimale pour produire de I'IFNy. La
combinaison IL-15/1L-18, quant a elle, favorise la production de GM-CSF par les cellules NK
tandis que celle de I'lL-12 avec I'IL-15 les oriente vers une sécrétion d’IL-10, de MIP-1a et 3
et de TNFao. La quantité et la qualité des cytokines produites en réponse a une infection doit
probablement étre un facteur déterminant dans la réponse cytokinique des cellules NK
CD56""8" (114, 145).

G) Cellules NK et immunophysiopathologie

G) 1. Cellules NK et cancers

Les cellules NK ont été identifiées et caractérisées, pour la premiére fois, dans les

années 1970, du fait de leur capacité a lyser des cellules tumorales établies en lignées in
vitro (1, 2, 140). Certaines lignées tumorales se sont d’ailleurs avérées particulierement
sensibles a la lyse NK (146). Par la suite, grace a des modéles expérimentaux de tumeurs
transplantées, induites par méthylcholantréne ou spontanées dans des souris transgéniques,
il a été mis en évidence que les cellules NK jouaient aussi un réle important dans le controle
de l'initiation, du développement et de la dissémination des tumeurs in vivo (147-150).
Chez 'Homme, les interactions cellules NK/cellules tumorales in vivo sont moins bien
caractérisées. Cependant, différents arguments indiquent que les cellules NK exercent un
role important dans le contréle du développement des tumeurs. Les premiéres données
suggérant que les cellules NK humaines ciblent des tumeurs in vivo découlent d’observations
faites lors de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques (TCSH) dans le
traitement de patients atteints de leucémie aigué myéloblastique (LAM). La premiere
population lymphocytaire a se rétablir aprés TCSH est en effet celle des cellules NK. Les
cellules NK alloréactives du donneur (montrant une incompatibilité au niveau des récepteurs
inhibiteurs spécifiques du HLA ou KIRs) participent a 'effet « Greffe versus Leucémie » (GvL)
et correlent donc avec une meilleure survie des patients ainsi traités (151, 152).Le
rétablissement rapide de la population NK aprés TCSH semble influencer de facon favorable
le devenir clinique des patients leucémiques (LAM). De plus, le nombre de cellules NK, 30
jours apreés la greffe, apparait comme un élément unique, indépendant et déterminant dans
I’avenir de la transplantation (153).

La remarquable étude de K. Imai, avec un suivi sur 11 ans de plus de 3600 individus, a
par ailleurs démontré qu’une forte activité NK est corrélée a un risque plus faible de
développer un cancer (154). De plus, dans certains cancers, la présence de cellules NK est un
facteur pronostique favorable (155-158).
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Les cellules NK peuvent reconnaitre des cellules tumorales d’origines diverses : LAM,
myélome multiple, neuroblastome, cancer gastrique, carcinome des cellules rénales, du
colon, des ovaires, etc ... Différents récepteurs des cellules NK (NKRs) ont été impliqués dans
la détection et la lyse des tumeurs. Il s’agit des récepteurs activateurs des cellules NK:
NKG2D, NCRs, CD16 et DNAM-1, ainsi que des récepteurs inhibiteurs: NKG2A et KIRs.
L’analyse de I'expression de ligands sur les tumeurs devrait aider a prédire la sensibilité de
ces cellules tumorales a la lyse NK. Il est donc important de prendre en compte le phénotype
des cellules cibles et effectrices, car elles sont toutes les deux essentielles dans le devenir de
I'interaction NK/tumeur.

Les plus grands défauts phénotypiques et fonctionnels des cellules NK ont été
observés chez des patients leucémiques. En effet, dans la Leucémie Myéloide Chronique, le
nombre de cellules NK, leur prolifération et leur capacité cytotoxique sont diminués (159).
Chez les patients atteints de LAM, une fonction NK détériorée a, en outre, été associée a une
rechute précoce (160). Le réle majeur des cellules NK dans le contréle des LAM ayant été
démontré antérieurement avec la TCSH, R.T. Costello et al. ont ensuite mis en évidence une
forte déficience en NCRs NKp30 et NKp46, phénotype qualifié de « NCR™!
cytotoxicité réduite que ce soit dans un systéme autologue ou allogénique (132). Ce défaut

», corrélée a une

phénotypique est également corrélé a une plus faible élimination des iDC, ce qui doit
probablement mener a une tolérance des cellules T médiée par ces iDC (133). Le contact
direct entre cellules leucémiques et cellules NK serait responsable de la diminution de

dill spservé est

I’expression des NCRs observée chez les patients LAM. Le phénotype NCR
réversible in vitro chez les patients en rémission compléte, comparés aux patients en
rémission partielle ou en rechute. C. Fauriat et al. ont d’ailleurs mis en évidence une

corrélation entre le phénotype NCR®!

et une moins bonne survie des patients atteints de
LAM. Ce phénotype NCR™' peut donc étre considéré comme un marqueur pronostique dans

la survie des patients (161).

Une altération des cellules NK est aussi détectée dans les tumeurs solides méme si
leurs phénotypes et leurs fonctions sont souvent affectés de fagon moins marquée que dans
les leucémies. Les cellules NK de patients atteints de mélanome métastatique ont une
activité cytolytique diminuée sur les cellules-cibles K562 in vitro et une expression moindre
des récepteurs NKG2D et CD161 (NKR-P1A ou KLRB1) (162). Les sous-populations NK
CD16%™ et CD16 sont augmentées dans le sang périphérique de ces patients et par

Pre"t se retrouve diminué (163, 164). Les cellules NK de

conséquent le sous-type CD16
patients porteurs de mélanomes au stade IV ont également une expression des récepteurs
CD16, NKp30 et NKp46 réduite (165). G. Pietra et al. ont d’ailleurs récemment émis
I’hypothese selon laquelle le mélanome induirait une inhibition de |’expression des
récepteurs activateurs NKp30, NKp44 et NKG2D a la surface des cellules NK (166). Au
contraire, une corrélation positive entre le nombre de cellules NK infiltrant les lésions

mélanocytaires et leur régression a récemment été rapportée par K. McKay et al. (167).
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Dans le cancer du sein, des études récentes ont décrit des altérations du phénotype
et de la fonction des cellules NK du sang périphérique chez les patients ayant une tumeur
invasive. Les niveaux d’expression des récepteurs NKp30, NKG2D, DNAM-1 et 2B4 diminuent
progressivement lors du développement de la tumeur alors que celui de NKG2A, récepteur
inhibiteur, augmente. Ces altérations phénotypiques correlent avec des défauts fonctionnels
de la cytotoxicité et de la production d’IFNy et de TNFa par ces cellules NK (168). Les
patientes ayant développé un cancer du col de I'utérus présentent aussi un pourcentage plus
faible de cellules NK et une diminution de I'expression de NKp30, NKp46 et NKG2D (169).
Dans le carcinome rénal métastatique, les cellules NK ont un phénotype et une fonction
similaire a celle de donneurs sains. Cependant, A. Gati et al. ont démontré que la réponse
proliférative de ces cellules NK, induite par une stimulation cytokinique, est altérée (170).
Dans le cancer de la prostate, un nombre élevé de cellules NK a été associé a un risque plus
faible de progression tumorale (171).

Différentes stratégies thérapeutiques ont été développées ou sont en cours de
développement pour exploiter I'activité lytique anti-tumorale des cellules NK (149, 172).
Elles consistent a :

- Activer les cellules NK endogenes par des cytokines pro-inflammatoires.

Il a par exemple été administré de I'lL-2 recombinante humaine a forte dose pour traiter des
patients atteints de mélanome métastatique ou de carcinome rénal. Une réponse durable a
par ailleurs été obtenue dans 15-20% des cas avec parfois une rémission compléte (173). Des
essais cliniques du méme type ont été réalisés chez des patients atteints de LAM et étaient
aussi concluants (174). Cependant, une toxicité non négligeable a été mise en évidence et
I'efficacité de ce traitement reste faible.

- Injecter/Introduire des cellules NK allogéniques (de donneurs). Leur efficacité a été
démontrée dans le cadre des TCSH pour traiter les patients avec LAM ou on obtient un
meilleur controle de la leucémie, une diminution du taux de rechute, une augmentation de
la survie sans maladie et une protection de la maladie du greffon contre I’'h6te (175). Des
essais de transferts adoptifs de cellules NK allogéniques pré-activées avec de I'lL-2 chez des
patients cancéreux se sont également révélés efficaces et sans danger (176). Cependant ce
systeme se heurte a la limite de la durée de vie des cellules NK. Il est donc nécessaire de
mettre au point des protocoles pour accroitre la survie et I'expansion des cellules NK in vivo
(177, 178).

-Traiter avec des anticorps monoclonaux bloquant les KIRs (anti-KIRs monoclonaux). 1-7F9
est le premier anticorps monoclonal anti-KIRs totalement humain qui interagit avec les
récepteurs inhibiteurs KIR2DL1, KIR2DL2 et KIR2DL3. Une étude pré-clinique avec cet
anticorps a donné des résultats trés encourageants, avec un blocage spécifique et stable des
KIRs ciblés et une amélioration de la lyse in vitro et in vivo des blastes LAM (179).

- Traiter avec des anticorps monoclonaux dirigés contre des structures tumorales et
permettant d’induire une puissante ADCC. Le rituximab, par exemple, anticorps spécifique
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dirigé contre le CD20 des LB, est utilisé dans le traitement du lymphome non Hodgkinien
(180).

Le role des cellules NK dans I'immunosurveillance des tumeurs est de mieux en mieux
documenté méme si les mécanismes d’échappement tumoral a ces effecteurs restent
encore mal compris.

G) 2. Cellules NK dans I'immunité anti-infectieuse

Un autre domaine dans lequel les cellules NK jouent un réle important est la défense
de I'hGte contre les micro-organismes pathogénes, qu’ils soient d’origine virale, bactérienne
ou parasitaire (181). Le but ici n’est pas de dresser une liste exhaustive de toutes les
pathologies infectieuses dans lesquelles les cellules NK ont été impliquées, mais de
présenter briegvement quelques exemples parmiles mieux documentés.

NK et virus

Le role des cellules NK dans la lutte contre les infections virales est particulierement
bien établi. En effet, peu aprés que les cellules NK ont été identifiées du fait de leur capacité
a lyser des cellules tumorales, il a été rapporté que les cellules NK activées pouvaient aussi
détecter des cellules infectées par des virus (65). L'implication des cellules NK dans
I'immunité anti-virale a vraisemblablement été démontrée pour la premiére fois a partir des
observations faites dans un modele d’infection par le cytomegalovirus murin (MCMV), virus
de la famille des herpés virus (182). Le récepteur activateur des cellules NK, Ly49H, fixe la
glycoprotéine virale m157 et représente par conséquent un facteur important dans la
reconnaissance du MCMV (183, 184). Les cellules NK permettent ainsi de controler
I'infection en collaboration avec les LT CD4" et CD8".
Le contréle du CMV par les cellules NK est aussi important dans I'espéce humaine. Ainsi, un
patient dépourvu de cellules NK, mais ayant toujours des LT et LB, est décédé des suites
d’une infection par le HCMV (185). Cependant, un quelconque role des KIRs, équivalent des
récepteurs Ly49 de la souris, n’a pas été mis en évidence. Le rble des complexes
CD94/NKG2A et CD94/NKG2C qui interviennent probablement dans la réponse immunitaire
dirigée contre le HCMV reste donc a préciser.
Le CMV, de son coté, a développé des mécanismes d’échappement a la lyse par les cellules
NK. La production de protéines comme gp40 par le CMV permet en effet de prévenir
I’externalisation de molécules « de stress/de danger », telles que MICA/MICB, provoquant
un signal activateur en se fixant au récepteur NKG2D (186) ou UL16, empéchant I'expression
d’autres ligands de NKG2D : ULBP1 et ULBP2 (187, 188). Le HCMV produit aussi la protéine
pp65 qui interagit avec le récepteur activateur NKp30, et le dissocie de sa protéine
adaptatrice CD3. La signalisation est bloquée et les cellules NKrestent inactivées (189).

Dés le milieu des années 1980, G. Poli et al. décrirent un autre type de modification
des cellules NK dans le cadre d’une infection au virus de I'immunodéficience humaine (VIH-
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1) (190). Par la suite, ce type d’infection a été associé a des changements significatifs dans la
distribution et la fonction des cellules NK du sang périphérique (191). D’une part, une
dramatique diminution de la proportion des cellules NK CD3°CD56" et plus particuliérement
des CD56°"8™CD16™ est observée chez les patients séropositifs (192, 193). D. Mavilio et al.
ont d’ailleurs émis I’hypothese selon laquelle cette réduction en cellules NK traditionnelles
serait liée a ’émergence d’une population NK rare chez les individus sains: CD3 CD56 CD16"
(10). D’autre part, il a été démontré que la détérioration de la fonction cytotoxique des
cellules NK, lors d’une infection par le VIH-1, est corrélée a une réduction de I'expression des
NCRs (194). En effet, I'expression de NKp30 et NKp46 a la surface des cellules NK diminue de

4l de facon

fagon parallele a la virémie pour devenir inexistante (phénotype NCR
concomitante a une augmentation de I'expression des KIRs (195). Les cellules NK du sang
périphérique d’individus infectés par le VIH-1 perdent également |'expression de certains
marqueurs associés aux NK activées, comme CD25 ou NKp44, alors qu’elles peuvent toujours
exposer CD69 ou HLA-DR a leurs membranes (196). Ceci suggere qu’elles sont activées de
facon incompléte, leur stimulation chronique entrainant probablement un épuisement
cellulaire et une anergie.

Ainsi, les données disponibles suggerent un réle important des cellules NK dans le controle
de l'infection au VIH, mais les mécanismes par lesquels ces cellules exercent leur activité
anti-virale, ainsi que les causes de leur dysfonctionnement, restent mal compris.

Les cellules NK sont aussi impliquées a différents stades de l'infection par le virus de
I’'hépatite C (VHC) avec un réle a la fois direct, en ciblant les hépatocytes, et indirect, en
influencant d’autres cellules immunitaires comme les DC ou les LT. Pendant la phase aiglie
de linfection, la sous-population CD56°"" des cellules NK est augmentée et, en

dim

conséquence, les CD56" " sont diminuées. Dans le cas d’une élimination spontanée du virus,
les nombres des deux grands sous-types de cellules NK reviennent a un niveau comparable a
ceux observés chez les sujets sains (197). Durant cette phase, I'expression de NKG2D et les
fonctions de production d’IFNy et de cytotoxicité sont également augmentées. Au pic de la
fonction NK, leur coopération avec les LT permet I'élimination du virus. Dans le cas
d’infection chronique au VHC, et donc d’une difficulté a éliminer le virus, la fréquence des
cellules NK du sang périphérique diminue. Leur niveau est rétabli par une thérapie anti-
virale efficace (198). Tout comme le CMV, le VHC développe des mécanismes
d’échappement a la reconnaissance par le récepteur activateur NKG2D au travers de
I'induction d’une diminution de I'expression de ses ligands (199).

Les cellules NK jouent vraisemblablement un réle dans d’autres infections virales.
Ainsi, il a été montré que I’hémagglutinine (HA) des poxvirus se fixe aux NCRs (200). Une
infection |étale par le virus de la grippe a en outre été associée a une absence d’expression
du récepteur NKp46 a la surface des cellules NK (201). D’apres M. Jarahian et al., I'HA qui
module I'expression de NKp30 et NKp46 représenterait un ligand conservé des NCRs. Cela
pourrait constituer un nouveau mécanisme d’échappement viral en bloquant I'activation des
NK par NKp30 aux stades tardifs de I'infection (202).
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NK et autres micro-organismes pathogénes

Bien que les cellules NK aient été le mieux étudiées dans les réponses anti-tumorale

et anti-virale, elles suscitent un intérét croissant dans la lutte contre certains micro-
organismes comme Mycobacterium tuberculosis, Cryptococcus neoformans ou Plasmodium
falciparum, ou elles pourraient avoir un réle protecteur.
Un lien direct entre cellules NK et cellules infectées par Mycobacterium tuberculosis hominis
(Mth) a ainsi été montré et dépend de l'interaction des récepteurs NKp46 et NKG2D
présents sur les cellules NK avec les monocytes infectés (203). De plus, les cellules NK jouent
un role fondamental dans le maintien des réponses CTL a l'infection par Mth chez les
individus sains (204).

Les cellules NK compléteraient également la défense immunitaire contre le
champignon opportuniste Cryptococcus neoformans, médiée par les CTL et leurs granzymes,
par le biais d’'un mécanisme dépendant de la perforine (205). Dans le cadre du paludisme, il
a été démontré que les cellules NK interagissent directement avec les érythrocytes infectées
par Plasmodium falciparum (iRBC), ce qui est nécessaire a la production d’IFNy (206). Les
cellules NK peuvent par ailleurs lyser les iRBC (207, 208). Il est donc possible qu’il existe des
néoantigenes a la surface des iRBC qui interagissent avec des récepteurs des cellules NK et
induisent un signal activateur. N.F. Delahaye et al. ont également mis en évidence une
association entre un polymorphisme dans le promoteur du géene codant le récepteur NKp30
et la susceptibilité au paludisme (209).

G) 3. Cellules NK et greffes

Au-dela du réle incontestable des cellules NK dans le succés du traitement des LAM
apres greffe de CSH, peu d’études fournissent de réelles preuves de I'implication directe des
cellules NK dans la plupart des situations de rejet de greffes (210). Certaines équipes de
recherche affirment cependant que les cellules NK ont un réle dans le devenir des greffons,
comme par exemple dans des modeles murins de rejet de greffe de moelle osseuse H2-
incompatible (211), ou dans un modele de transplantation cardiaque (212). Du fait de leur
capacité a influencer la fonction de différentes cellules du systéme immunitaire, grace a la
production de diverses cytokines, il est malgré tout probable que ces cellules aient un role
indirect dans la cascade de réactions menant au rejet de greffe (213).

G) 4. Particularité des cellules NK utérines (UNK) durant la placentation

L'événement immunitaire essentiel est la tolérance par la meére du greffon
allogénique que constitue le foetus. Les mécanismes mis en ceuvre sont encore largement
incompris. Cette tolérance s’accompagne d’un remodelage tissulaire et vasculaire complexe.
En effet, deux éléments sont indispensables a I'établissement d’une gestation normale dans
I'espece humaine :

- I'invasion du trophoblaste extra-villeux dans la membrane déciduale et dans le myometre,
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- et le remodelage des artéres spiralées utérines.

A la fin des années 1990, A.A. Ashkar et al. ont démontré dans un modeéle murin que
les cellules NK de la déciduale (dNK) ont une fonction « constructrice » in vivo a l'interface
foeto-maternelle et sont impliqguées dans I’homéostasie placentaire (214). En effet, la
déplétion des dNK de la déciduale induit I'implantation de I'embryon dans des sites
anormaux et un remodelage inadéquat des artéres spiralées déciduales. Ces dysfonctions
seraient dues au manque d’IFNy produit par les dNK. L'IFNy joue ici un rdle de régulateur
positif sur le diametre des artéres spiralées pendant la décidualisation (215). Il semble ainsi
que les cellules dNK jouent un rdle crucial dans la vascularisation normale de la déciduale du
fait de leur production de facteurs de croissance et de chimiokines. Ce processus de
vascularisation est lui-méme indispensable au développement normal de la gestation.
L’activation des dNK permet en effet de réduire le risque de pré-éclampsie (216, 217). Les
cellules NK représentent la majorité des leucocytes au niveau de l'utérus (50 a 70% des
leucocytes et 30 a 40% des cellules du stroma décidual) en début de grossesse. Leur fonction
exacte a ce niveau reste encore inconnue, mais différentes expériences montrent qu’elles
jouent un réle dans le processus complexe qu’est la placentation. Elles sont impliquées dans
la coordination de 'accés des cellules du trophoblaste aux artéres utérines. Ces cellules NK
sont différentes des cellules NK circulantes du sang périphérique d’un point de vue a la fois
phénotypique et fonctionnel (218, 219). Elles ont ainsi le phénotype CD56”™CD16’, se
rapprochant de leurs homologues sanguines, mais comportent aussi beaucoup de granules
cytotoxiques (sans pour autant étre aussi cytotoxiques que les NK cD56™ du sang) et
expriment les NCRs NKp30, NKp46 ainsi que NKp44 a leur état basal (220). La présence de
NKp44 sur ces cellules dNK est probablement associée a un état d’activation différent,
comme le suggere également |'expression du marqueur d’activation précoce CD69 a leur
surface (221). D’apres H. El Costa et al., NKp46 et NKp30 activent chacun une fonction NK:
NKp46 (et NKG2C) active la fonction cytotoxique (contre-balancée par le récepteur inhibiteur
NKG2A), NKp30 induit la production de molécules pro-inflammatoires telles que I'lIFNy, le
TNFa, MIP-10.&p et le GM-CSF (221).

Une meilleure compréhension de ces interactions ligands-récepteurs NKp30 et
NKp46, durant une grossesse normale ou pathologique, représente donc un objectif
important dans la compréhension des mécanismes de la reproduction chez I’'Homme.

Le placenta représente également l'interface ol a lieu la reconnaissance des cellules
du trophoblaste, exprimant HLA-C, par les KIRs présents sur les cellules NK maternelles
(222). Les génes HLA-C et KIRs sont trés polymorphes. Certaines combinaisons spécifiques de
génes codants pour le CMH chez le feetus et pour les NKRs chez la mere, comme le groupe
HLA-C2/KIR2DS1, sont d’ailleurs corrélées avec le risque de développer une pré-éclampsie,
une croissance restreinte du foetus pouvant étre mortelle ou encore une fausse couche (223-
226). Ces observations suggérent un réle des cellules NK dans la tolérance foeto-maternelle.

Les recherches dans ce domaine en sont encore a leurs prémices et doivent étre
approfondies. L'acces a I'utérus a des étapes trés précoces de la placentation humaine étant
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tres limité, les équipes de recherche tentent actuellement de développer des modeles
murins au plus proche de 'Homme.

G) 5. Cellules NK et auto-immunité

Si les cellules NK sont surtout connues pour leur réle dans la relation hote-cancer ou
hote-virus, leur implication dans I'auto-immunité et les réactions inflammatoires suscitent
un intérét croissant (140, 227).

L'auto-immunité est classiquement comprise comme une activation inappropriée de
cellules du systéme immunitaire adaptatif, LB et/ou LT, provoquant des dommages
spécifiques d’un organe, d’un tissu ou parfois plus étendus (systémiques). On peut citer,
parmi les maladies auto-immunes (MAI) les plus étudiées :

- la sclérose en plaques (SEP), maladie inflammatoire dans laquelle des LT auto-
réactifs ciblent la myéline dans le systeme nerveux central (SNC),

- la polyarthrite rhumatoide (PR), maladie systémique dans laquelle sont observées
une inflammation des articulations et une destruction des cartilages,

- ou encore le diabete de type 1 (DT1), caractérisé par la destruction des cellules 3
productrices d’insuline au niveau du pancréas par des LT autoréactifs.

Comme discuté précédemment dans le chapitre I|-F, au-dela de leur fonction
cytotoxique classique, les cellules NK produisent des cytokines immunorégulatrices et
influencent donc les réponses immunitaires innée et adaptative. Les cellules NK interagissent
notamment avec les DC et les cellules T et peuvent donc également réguler leurs fonctions
par ce moyen. Elles peuvent induire la maturation des DC, augmenter la fonction T CD4" et
promouvoir leur différenciation vers un profil « Thl ». Elles peuvent aussi délivrer des
signaux inhibiteurs afin d’assurer I’'homéostasie immunitaire en tuant des macrophages trop
activés, les iDC, des LT et LB activés ou encore en inhibant la réponse et la prolifération des
LT autoréactifs (Fig.12).

L'initiation et le développement d’une MAI comportent plusieurs étapes :

- le relargage/I’exposition d’antigéne(s) du soi issu(s) de I'organe cible,

- le « priming » dans les OLS,

- I'attraction/la migration des cellules immunitaires vers I'organe ou le tissu cible,

- la destruction de ces organes/tissus.
Les cellules NK peuvent intervenir a chacune de ces étapes, de facon tant6t protectrice,
tantot activatrice du processus auto-immun (Tableau 1) (227, 228). De plus, un phénoméne
pour le moins intéressant a été relevé par F.D. Shi et al. : les cellules NK sont présentes en
grand nombre dans les organes qualifiés de « tolérants » comme le foie (ou les cellules NK
représentent 30 a 50% des lymphocytes), les poumons, I'utérus ou les intestins (229). Ceci
suggere un role des cellules NK dans une forme de tolérance immunitaire et, dans le cadre
d’une rupture de cette tolérance, dans I'auto-immunité qui en résulte.
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Figure 12: Mécanismes putatifs par lesquels les cellules NK favoriseraient ou au contraire
inhiberaient I'auto-réactivité (Schéma extrait de Z. Tian et al., Journal of Autoimmunity, 2012).

Tableau 1 : Implication des cellules NK dans les maladies auto-immunes, dans des modéles murins
et dans I’espéce humaine (tableau extrait de P.Conigliaro et al., Autoimmunity Rev., 2011).

Disease Murine models (NK depletion) Human diseases

Feripheral blood Tissue site
Rheumatoid Arthritis Protective/promoting Reduced levels, impaired activity Synovial membrane
S pondy Ioa sthi igs Md® Irrpaired activity MNd
Psoriasis Md Reduced levels, impaired activity Psonatic skin lesion
Inflammarory bowel diseases Protecrive Mormal levels, impaired acavicy Colonic lamina propria
Diabetes Protective Reduced levels Nd
Sysemic lupus ervihematmosus Proeecrive Reduced fevels, impaired activity MNd
Ang-phospholipid syndrome Md Increased levels MNd
BMultiple sclerosis Protective/ promaoting Reduced levels, impaired activity MNd
Myasthenia Gravis Promoting Reduced levels, impaired activity Nd

? Nd: not deterrrined.

Diverses données sont en faveur d’une association entre le risque de développer une
MAI et le polymormphisme des génes HLA/KIRs. Ainsi, KIR3DS1 et KIR3DL1 sont associés,
positivement pour le premier récepteur, négativement pour le second, a la spondylarthrite
ankylosante (SpA). Les alléles KIR3DS1, KIR2DS1, KIR2DL5 et HLA-C ont été retrouvés plus
fortement exprimés sur les lymphocytes de patients atteints de SpA et sont associés a une
susceptibilité a la SpA en influengant I'activité NK (230, 231). Une fréquence accrue des
génes KIR2DL5 et KIR3DS1 a également été retrouvée chez des patients espagnols souffrant
de SEP (232, 233). Des polymorphismes particuliers des génes MICA et ULBP qui codent des
ligands du récepteur NKG2D ont aussi été rapportés comme associés au psoriasis et au DT1
(234, 235).
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D’un point de vue cellulaire, dans la SEP, les cellules NK CD56
régulateur de la pathologie en induisant une apoptose des LT activés, indépendante des
caspases mais dépendante de granzymes K. Un traitement avec des anticorps monoclonaux
anti-CD25 (daclizumab) augmente significativement cet effet en provoquant une expansion
des CD56""EM (236). Ces résultats seraient donc en faveur d’un role protecteur des cellules
NK dans la SEP. Cependant, les cellules NK ont également la capacité de promouvoir une
réponse spécifique de I'auto-antigene en lysant directement les cellules et tissus du soi. Les
cellules NK peuvent en effet exercer une activité cytotoxique envers les neurones, les
oligodendrocytes, les astrocytes ou la microglie du SNC (233).

Une légere diminution de la fréquence des cellules NK a été observée dans le sang

périphérique de patients diabétiques récemment diagnostiqués (DT1), diminution qui n’est
plus détectable lorsque le diabete est établi. Chez les patients « a long terme », d’autres
modifications ont cependant été observées, comme la diminution de la production d’IFNy ou
de I'expression de récepteurs activateurs NKp46, NKp30 et NKG2D (229, 233, 237, 238).
Dans différents modeles murins du DT1, les expériences réalisées indiquent un role
promoteur des cellules NK dans la pathogénése du DT1. Ainsi, dans un modeéle de souris
BDC2.5, la présence de cellules NK au niveau du pancréas permet de distinguer les formes
déléteres de l'inflammation des flots de Langerhans (239). L'utilisation d’anticorps non
déplétants dirigés contre NKG2D permet de prévenir le développement du diabéete dans le
modele de la souris NOD (nonobese diabetic). Il ne faut cependant pas omettre que cet effet
peut aussi étre le résultat du blocage de ce récepteur exprimé sur d’autres cellules
immunitaires que les cellules NK : les sous-populations de LT CD4" et CD8" (240). Dans un
modele de souris transgénique (NOD/BCD2.5), il a été montré que les LTreg régulent I'Al
pancréatique en inhibant les cellules NK, et plus particulierement leur production d’IFNy
(241). Enfin, le récepteur activateur NKp46 a été indiqué comme un facteur essentiel au
développement du DT1 chez la souris NOD par C.A. Gur et al. (242).
De facon surprenante, cependant, la souris NOD présente un déficit important de I'activité
NK, ce qui en fait un outil privilégié pour les greffes de tissus humains. Ce déficit, qui est de
nature polygénique (243), est difficile a concilier avec les observations expérimentales
mentionnées ci-dessus. Il est en revanche cohérent avec la diminution des cellules NK chez
les patients dont le diabéte est récent.

Chez des patients avec une arthrite juvénile, on retrouve aussi une fréquence
diminuée des cellules NK ainsi qu’une fonction NK altérée et une activation excessive du
systeme immunitaire, en particulier des macrophages (228, 233). Des déficits quantitatifs et
qualitatifs (maturation et/ou activation/fonction) des cellules NK ont par ailleurs aussi été
observés dans d’autres MAI comme le psoriasis et le lupus systémique érythémateux (SLE).

Les cellules NK isolées a partir des articulations de patients atteints de PR expriment
de plus forts niveaux de marqueurs d’activation et produisent plus d’IFNy apres stimulation
avec des cytokines que les cellules NK du sang périphérique du méme patient. Ces cellules

bright

NK sont essentiellement de phénotype CD56 et induisent la différenciation des
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monocytes en DC. Les cellules NK s’accumuleraient dans les sites inflammatoires et
interagiraient avec les monocytes dans un systéme d’activation réciproque amplifiant ainsi
I'inflammation, et facilitant son passage a la chronicité. Une étude récente, réalisée in vitro,
suggére par ailleurs un role des cellules NK dans l'induction de la différenciation de
monocytes CD14" en ostéoclastes (244), favorisant ainsi la destruction de I'os péri-articulaire
caractéristique de la pathologie.

La myasthénie auto-immune acquise généralisée (MG, pour « myasthenia gravis »)
est une MAI de la jonction neuromusculaire dans laquelle les LB produisent des auto-
anticorps dirigés contre le récepteur a l'acétylcholine (RACh, présents chez 85% des
patients). Dans le modele murin de la MG, la myasthénie autoimmune expérimentale
(EAMG), les cellules NK ont été impliquées dans l'initiation de la maladie a travers la
promotion d’une réponse Thl et I'augmentation de la production d’auto-anticorps par les LB
(245). La suppression des cellules NK, par déplétion avec un anticorps anti-NK1.1 ou par
inactivation chez des souris IL-18'/', durant la phase d’initiation de 'EAMG entraine une
diminution de la production d’anticorps anti-RACh et améliore la pathologie. L. Casciola-
Rosen et al. ont plus tard mis en évidence I'implication du granzyme B dans I’étiologie de la
MG en montrant, d’'une part que cette enzyme était capable de cliver les sous-unités du
RACh, ce qui pourraient générer de nouveaux fragments antigéniques pouvant mener a une
réponse auto-réactive, et, d’autre part, que cette enzyme était présente dans le thymus des
patients myasthéniques et absente du thymus de sujets sains. Cette implication du granzyme
B, supposant un role direct des cellules NK au site d’initiation de la MG, est a analyser de
facon plus précise afin de savoir si l'effet ne provient pas de l'autre population
lymphocytaire capable de produire cette enzyme: les CTL (246). Chez I’'Homme, FD. Shi et Q.
Zhou ont observé une diminution du nombre de cellules NK CD57" chez les patients
myasthéniques (247).

De fagon générale, les différentes données suggerent un réle des cellules NK dans la
pathogénese des MAI, qu’il soit bénéfique ou délétere. Cependant, ces données sont
sujettes a controverses et méritent d’étre approfondies. Elles sont, en effet, dépendantes du
modele expérimental utilisé, de la méthode de manipulation des cellules NK ou de la
spécificité des anticorps par exemple. Les cellules NK doivent probablement avoir des roles
variables selon les organes/tissus oU elles se trouvent et selon les différents stades
d’évolution de la pathologie. Les effets des cellules NK peuvent aussi étre divergents selon le
sous-type de cellules NK auquel on s’intéresse. Le rble précis et les mécanismes de
régulation des cellules NK dans I'auto-immunité restent donc encore mal compris et de plus
amples investigations doivent étre menées pour déterminer le role des différents sous-types
de cellules NK dans les MAI (influence du microenvironnement local) et a différents stades.
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H) Les récepteurs des cellules NK (NKRs)

Les cellules NK sont capables de reconnaitre une grande diversité de molécules a la
surface de leurs cibles du fait de leur grand nombre de récepteurs membranaires et du
polymorphisme souvent important de ces derniers. La cellule NK recoit de ses récepteurs des
signaux tanto6t activateurs, tantot inhibiteurs qu’elle doit intégrer pour répondre au mieux
aux stimuli qu’elle pergoit dans son proche environnement (Fig.13).

-9 Activation?

Cellule NK

Figure 13: Intégration des différents signaux pergus par la cellule NK face a sa cellule cible
nécessaire a la détermination de I’activation ou non de la fonction NK (cytotoxique et/ou de
production de cytokines).

Les récepteurs activateurs (CD16, NKG2D, NCRs) détectent les changements
d’expression de leurs ligands induits par le stress ou la modification cellulaire. Ces ligands
sont généralement des protéines du soi qui la plupart du temps sont rares a la surface des
cellules normales mais dont I’expression augmente sur les cellules transformées (infectées
ou tumorales). Les récepteurs inhibiteurs (KIRs, CD94/NKG2A) pergoivent les modulations de
présentations de molécules de CMH de classe | a la surface cellulaire (248).

H) 1. Le récepteur CD16 ou FcyRllla

Le CD16 est un récepteur transmembranaire de type | contenant deux domaines
extracellulaires de type immunoglobuline (lg). Il reconnait avec une faible affinité le
fragment Fc des IgG liées a un antigene, en solution ou a la surface d’une cellule cible
modifiée et induit une cascade de signalisation intracellulaire aboutissant a la lyse de la cible
(par ADCC — voir chapitre précédent). Apres cross-linking de CD16, le signal est transduit par
le récepteur FceRlI et la chaine  du TCR (CD3C), provoquant une augmentation du calcium
intracellulaire qui méne a la dégranulation des cellules NK (249).

Au-dela de son réle dans ’ADCC, CD16 peut exercer une fonction cytotoxique apres
fixation des ligands appropriés directement sur les cellules-cibles (250). Bryceson et al. ont
par la suite montré que I'engagement du CD16 en lui-méme est suffisant pour activer la lyse
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de cellules-cibles de facon dépendante des anticorps dans les cellules NK quiescentes, alors
que les autres récepteurs activateurs testés, comme NKp46 ou NKG2D, requierent
I’engagement d’un autre récepteur (251).

CD16 est intensément exprimé a la surface des cellules NK circulantes,
dim

essentiellement CD56" . Une expression beaucoup plus faible de CD16 est retrouvée a la

surface des cellules NK tissulaires dont le phénotype prédominant est CD56°"EN,

L’engagement direct du récepteur CD16 ou la stimulation in vitro de cellules NK avec de la
PMA (activateur de la PKC) induit une diminution rapide de I'expression du CD16 a la
membrane des cellules NK par « shedding » ou par internalisation (252). Cette diminution
est régulée par la phospholipase C spécifique de la phosphatidylcholine située au niveau des

radeaux lipidiques.
H) 2. Les Récepteurs de la famille « Killer Inmunoglobulin-like » (KIRs)

La diversité du répertoire de reconnaissance des cellules NK est considérable et est

en grande partie déterminée par le systéme récepteur/ligand extrémement polymorphe des
KIRs et des allotypes HLA de classe |.
Les 14 genes codant les récepteurs KIRs sont regroupés sur le chromosome 19 (locus
19q13.4) en un complexe des récepteurs leucocytaires (LRC). Les séquences des KIRs
humains, au niveau de leurs domaines extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire
sont remarquablement bien conservées ; cependant, les génes KIRs ont évolué pour former
une famille de récepteurs hautement polymorphes et se sont probablement multipliés par
des mécanismes de duplications et recombinaisons (253).

Les KIRs inhibiteurs reconnaissent principalement des molécules HLA de classe | du

soi (alléles particuliers de HLA-A, -B ou -C), dont le défaut d’expression par une cellule
infectée ou tumorale est un des grands mécanismes de levée de 'inhibition de la cytotoxicité
NK (comme cela a été présenté précédemment). Ces KIRs inhibiteurs présentent une longue
gueue intra-cytoplasmique (KIR-L; -L pour « long ») portant deux ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory Motif). Chaque KIR posseéde 2 ou 3 domaines extracellulaires de
type Ig et sont, en conséquent, dénommés KIR2DL ou KIR3DL. Ces domaines leur conferent
une spécificité pour leurs ligands HLA de classe |: HLA-C ou HLA-B et certains HLA-A
respectivement.
Les récepteurs KIR2DL1 et KIR2DL2/3 reconnaissent les alleles HLA-C principalement en
fonction du polymorphisme de I'acide aminé situé en position 80 dans le domaine al de
leurs chaines lourdes. KIR2DL1 reconnait les allotypes dits « HLA-C2 » possédant une lysine a
cette position et correspondant a HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5 et —Cw6. KIR2DL2/3 reconnaissent
guant a eux les alléles HLA-C1 ayant une asparagine en position 80. Collectivement, KIR2DL1
et KIR2DL2/3 peuvent ainsi détecter tous les allotypes HLA-C (254).
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Homologues aux KIR-L, les KIR-S ont une courte queue intra-cytoplasmique (-S pour
«short») et sont donc associés a un adaptateur moléculaire porteur dITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif), DAP12, grace a un acide aminé chargé
positivement au niveau de leur partie transmembranaire (255). On retrouve, a priori, un
équivalent KIR-S a tous les KIR-L. Du fait du partage de domaines extracellulaires identiques,
les KIR2DS reconnaissent les mémes ligands que KIR2DL (Fig. 14). De fagon générale,
cependant, les KIRs inhibiteurs montrent une plus grande affinité pour les molécules HLA-C
que les KIRs activateurs et dans le cas d’'une co-expression, le signal inhibiteur semble étre
dominant (256).

Il existe une exception a cette dichotomie de la classification des KIRs établie selon la

longueur de la queue intra-cytoplasmique : le membre KIR2DL4 dont I'interaction avec son
ligand peut engendrer une signalisation intracellulaire activatrice (en interagissant avec
I’adaptateur FceRly) ou inhibitrice (ITIM). La composante activatrice semble cependant étre
plus importante (257, 258) (Fig. 14).
Au contraire des autres KIRs, KIR2DL4 est exprimé par toutes les cellules NK et est spécifique
d’une molécule de CMH | non classique : HLA-G (259). Initialement décrite comme exprimée
de facon sélective a I'interface mére/foetus au niveau des cellules du cytotrophoblaste afin
de contribuer a la tolérance foeto-maternelle, HLA-G est aussi retrouvée augmentée apres
une greffe d’organe, une infection virale ou encore dans certaines MAI (260). De forts taux
de HLA-G ont d’ailleurs été retrouvés sur les cellules tumorales de patients souffrant d’un
carcinome rénal (261) (262). De plus, tout comme HLA-E, une augmentation de la forme
soluble de HLA-G a été retrouvée dans le sérum de patients porteurs de tumeurs solides et a
été associée au mécanisme d’échappement tumoral (263).

Inhibiteur Activateur
KIRaDL KIR3DS
Do Do
KIR2DL KIR2DL4 KIR2DS Figure 14 : Différences de structures majeures entre
D1 D1 Do DI D1 les membres de la famille des récepteurs KIRs
(schéma extrait de Campbell KS. & Purdy AK.,
D2 D2 e D2 p2 Immunology, 2011 )

DAP12

Il existe une autre nomenclature des KIRs sous la forme Cluster de Différenciation 158 avec
I'ajout d’une lettre qui correspond au locus du géne dans le LRC. CD158a, par exemple,
correspond au récepteur KIR2DL1 (Tableau 2).
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Un systéme équivalent de reconnaissance du CMH de classe | est retrouvé chez les
rongeurs : la famille des récepteurs Ly49. Ces derniers ont cependant une structure tres
différente des KIRs humains : ce sont des dimeres de molécules de type lectine C (264).

cD Number of
Gene name' designation Alleles® Recognition motif on HLA ligands Tableau 2 : Produits
d’expression des
genes KIRs et leurs
ligands HLA de
classe | (Extrait de
Campbell KS. &
Purdy AK.,
Immunology, 2011 ).

KIR2DL4 CD158d 27 HLA-G

KIR2DSI CD158h 15 HLA-C Group 2°

KIR2DS?2 CD158 20 HLA-C Group 1°

KIR2DS3 No CD assigned 12 HLA-C Group 1°

KIR2DS4 CD158i 30 HLA-C (some of both Group 1 and 2), A*11°
KIR2DS5 CD158g 14 Unknown

KIR3DS1 CD158e2 16 HLA-Bw4?’

Les ligands des récepteurs KIR2DL5, KIR3DL3 et KIR2DS5 restent encore inconnus a ce
jour (265).

Il est a noter que I'expression des récepteurs KIRs n’est pas restreinte aux cellules NK
et peut étre retrouvée a la surface d’une sous-population de LT CD8". Les KIR-L sont
d’ailleurs impliqués dans l'inhibition du signal TCR dans certains cas de lymphocytes
infiltrants les tumeurs. Une expression de novo de KIRs sur les LT a par ailleurs été associée a
une stimulation chronique de ces cellules en réponse a des infections virales récurrentes
(254).

La répartition des genes codant pour les récepteurs KIRs est différente d’un individu a
I"autre. De plus, les genes KIR présentent un important polymorphisme allélique (Tableau 2).
Les mécanismes qui sous-tendent I'acquisition des KIRs par les cellules NK au cours de leur
développement restent encore mal compris. En effet, tous les KIRs ne sont pas présents en
méme temps sur les cellules NK chez un individu donné. Toutefois, quatre KIRs inhibiteurs
dominent dans la population humaine : KIR2DL2/3, KIR2DL1, KIR3DL1 et KIR3DL2 (266). La
plupart des cellules NK chez un méme individu expriment ainsi un ou deux KIRs avec au
moins un récepteur inhibiteur spécifique du CMH de classe I.

On distingue différents sous-types de cellules NK selon le niveau d’expression des
KIRs. En effet, chez un méme individu, on peut retrouver des cellules NK dépourvues de KIRs,
d’autres n’en exprimant qu’un ou encore certaines en exprimant plusieurs. Le répertoire des

60



ligands HLA d’un individu doit néanmoins influencer, a un certain niveau, la proportion
relative de ces différents sous-types. Une expression aussi aléatoire doit d’ailleurs
probablement engendrer des cellules auto-réactives. Une cellule NK qui exprime plusieurs
KIRs a un plus fort potentiel cytotoxique sur sa cellule-cible qu’une cellule NK n’en
n’exprimant qu’un ou pas du tout (décrit dans la partie précédente I-E). Il est a garder en
mémoire que le résultat final d’'une réponse NK dépend aussi de la densité en ligands
activateurs et du milieu cytokinique. Comme présenté précédemment, les cellules NK
n’ayant pas de KIR inhibiteur, bien que classiquement qualifiées de « sous-répondeuses »,
exercent une activité anti-virale puissante, probablement du fait d’'une forte production de
cytokines et d’une grande densité de ligands activateurs sur la cellule-cible infectée (77).

De facon intéressante, différentes études ont rapporté des associations génétiques
entre des combinaisons KIR/HLA particulieres et la susceptibilité ou la résistance a des
infections virales, des cancers, des MAI ou des pathologies de la reproduction (267, 268).
Ainsi, les individus porteurs du récepteur KIR2DL3 et homozygote pour HLA-C1 éliminent
plus efficacement le VHC et contrélent I'infection mieux que les autres (269). Inversement, la
présence du récepteur KIR3DS1 prédispose au cancer du col de l'utérus. Le risque de
développer ce cancer est encore plus important dans le cas ou la combinaison inhibitrice
KIR/HLA protectrice fait simultanément défaut (270).

Logiguement, tant dans les pathologies infectieuses que tumorales, les combinaisons
KIR/HLA contribuant a la stimulation NK sont bénéfiques alors que la progression de la
maladie est facilitée lorsque I'inhibition NK surpasse I'activation. A I'opposé, les MAI sont
favorisées par une combinaison KIR/HLA faiblement inhibitrice. Ainsi, la combinaison
KIR2DS1 ou KIR2DS2 avec l'allele homozygote de HLA-Cw est associée a une plus grande
susceptibilité aux arthropathies psoriatiques (271). Dans le DT1, la combinaison
KIR2DS2/HLA-C1 associée a un défaut de paires KIR/HLA inhibitrices est plus fréquente chez
les patients diabétiques que chez les individus sains (272).

Certaines stratégies actuellement développées en thérapeutique anti-cancéreuse
reposent sur la modulation de I'activité NK par la manipulation de KIRs. Diverses études
cliniques et pré-cliniques ont démontré que la réactivité des cellules NK peut étre essentielle
dans l'immunosurveillance des tumeurs. L'exemple le plus connu consiste en la
transplantation de CSH pour traiter la LAM avec un réle important de I'incompatibilité
KIR/HLA de classe | et des NK alloréactives (du donneur). Néanmoins, le plus souvent les allo-
transplantations réalisées sont basées sur une compatibilité totale entre les systemes HLA
du donneur et du receveur: I'incompatibilité KIR ne peut donc étre obtenue (248).

Le blocage des KIRs des cellules NK est également a I'’étude avec par exemple I'anticorps
monoclonal 1-7F9 qui bloque les KIRs KIR2DL1/2/3 présents sur la moitié des cellules NK et,
par conséquent, l'inhibition imposée par tous les alleles HLA-C, permettant ainsi de
récupérer une activité anti-tumorale efficace (179).
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L'ontogénie, la maturation, les propriétés migratoires et la demi-vie des cellules NK
sont autant de voies a approfondir dans le but de valoriser au mieux ces nouvelles approches
thérapeutiques.

H) 3. La famille des récepteurs « Immunoglobulin-like transcripts » (ILTs)

Les ILT constituent une autre famille de récepteurs inhibiteurs de type Ig. lls sont
exprimés a la surface des LB, LT, cellules myéloides et un sous-groupe de ces récepteurs est
aussi exposé a la membrane des cellules NK. Ils peuvent étre retrouvés sous le nom de
LI(L)Rs pour « Leukocytes Ig-like Receptors » ou MIRs pour « macrophage Ig-like receptors ».
Les génes codant pour ces ILTs, comme les genes KIRs, sont localisés sur le chromosome 19.
Parmi les 13 genes identifiés, seuls deux d’entre eux (ILT2 et ILT4) codent des récepteurs
inhibiteurs reconnaissant des molécules du CMH de classe | (273).

ILT2 (ou LILRB1 ou LIR-1 ou MIR7 ou CD85j) est le seul membre de sa famille a étre
exprimé sur des cellules NK. Sa portion extracellulaire est composée de 4 domaines Ig-like et
sa queue cytoplasmique contient 4 ITIMs. ILT2 reconnait un large panel de molécules HLA
classiques et a une forte affinité pour la molécule HLA-G (274). De plus, ILT2 peut fixer
I'homologue du CMH de classe | du CMV, UL18, avec une meilleure affinité que le CMH de
classe | lui-méme (275). Comme pour les KIRs, I'interaction entre ILT2 et son ligand meéne a
I'inhibition de la fonction NK : le CMV empéche ainsi la lyse de sa cellule-hote.

H) 4. Les récepteurs Natural-Killer Group 2 (NKG2)

Les récepteurs NKG2 appartiennent a la superfamille des récepteurs de type lectine
C. Ces récepteurs comportent un domaine protéique fixant les carbohydrates semblable aux
lectines et nécessitant du calcium pour cette fixation (« type C »). Les génes codant pour ces
récepteurs sont regroupés dans la région du complexe de genes NK (NKC) sur le
chromosome 12 (locus 12p13.2). Un équivalent de cette famille de récepteurs est retrouvé
chez les rongeurs (chez la souris, ces génes sont portés par le chromosome 6). Cette famille
regroupe des récepteurs activateurs et inhibiteurs qui peuvent étre retrouvés a la surface de
LT.

Les hétérodimeres CD94 (ou KLRD1) / NKG2.
NKG2A et ses 4 variants moléculaires NKG2B, C, E et F s’associent a la glycoprotéine

transmembranaire CD94 pour former des hétérodimeres covalents grace a un pont disulfure.
Cette association est nécessaire a la translocation des récepteurs NKG2 a la surface de la
cellule et a la reconnaissance de leurs ligands, les molécules de CMH de classe | non
conventionnelles telles que HLA-E, ou Qa-1 chez la souris (276). Au contraire des genes KIRs,
les génes codant pour CD94 et NKG2 ont un polymorphisme limité. Ces récepteurs NKG2
partagent une structure commune constituée en plus d’un domaine extracellulaire lectin-like
de type C, d’une zone transmembranaire permettant d’interagir avec CD94 et d’un segment
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cytoplasmique. Ces récepteurs sont exprimés a la surface de la plupart des cellules NK, des
LTy8" et sur un sous-type de LTap" effecteurs/mémoires CD8".

NKG2A (ou KLRC1) comporte deux domaines ITIM dans sa portion intra-
cytoplasmique et induit donc un signal inhibiteur (tout comme son variant d’épissage
alternatif NKG2B) (277).

Au contraire, NKG2C (ou KLRC2) induit un signal activateur (de méme que NKG2E) et
requiert la protéine adaptatrice DAP12 (porteuse d’ITAM) pour étre exprimé de facon stable
a la membrane et provoquer la cascade de signalisation intracellulaire (278).

NKG2F possede un domaine cytoplasmique et un segment transmembranaire
contenant un résidu chargé mais ne présente pas de région extracellulaire du fait d’un codon
stop rompant prématurément le domaine « lectin-like » (279).

L'affinité des récepteurs NKG2 pour leurs ligands semble étre différente pour chaque
récepteur. Tout comme dans le cas des KIRs, le dimére inhibiteur CD94/NKG2A aurait une
plus forte affinité pour les molécules HLA-E, et donc un effet dominant par rapport au couple
activateur CD94/NKG2C (280). De facon intéressante, I'affinité du récepteur pour son ligand
dépend ici de la séquence du peptide HLA-E et non de différences alléliques (281).

NKG2D (ou CD314 ou KLRK1 pour “Killer cell lectin-like receptor subfamily K 1”)

NKG2D est un récepteur co-stimulateur et activateur exprimé sous la forme
d’homodiméres a la surface des cellules NK, des LTaB" CD8", des LTyS" et des macrophages
activés. NKG2D s’assemble avec 4 molécules de DAP10 pour former un complexe
hexamérique et induire un signal activateur (76, 282) (Fig. 15). Le géne codant NKG2D est
tres conservé au cours de |'évolution (283, 284).
NKG2D est un des récepteurs activateurs des cellules NK les mieux caractérisés. Son
expression peut étre positivement ou négativement régulée par diverses cytokines. L'IL-2,
I"IL-12, I'IL-15, I'IL-18, le TNFa et I'IFNa induisent son expression alors que le TGFf I'inhibe. Il
complémente I'action des NCRs dans la lyse des cellules tumorales et peut avoir un réle dans
I'induction de la production de cytokines et chimiokines dans certains cas. Si I'on masque
I’effet des NCRs et de NKG2D, on observe une inhibition compléte de la lyse médiée par les
cellules NK des cellules cibles.

NKG2D se fixe a deux grandes catégories de ligands : MHC-class I-related Chain A et B
(MICA et MICB) et les cytomegalovirus UL16-binding proteins 1 a 6 (ULBP1-6). Ce sont des
homologues des molécules du CMH de classe I.
MICA et MICB sont hautement polymorphes: 70 alleles MICA et 31 alleles MICB ont été
décrits. Leurs génes se trouvent sur le chromosome 6 dans la région du CMH. Comme les
molécules HLA de classe |, avec lesquelles elles partagent 28 a 35% d’homologie de
séquence, MICA et MICB sont composées de 3 domaines extracellulaires (a1, a2 et a3) mais
ne s’associent ni a la f2-microglobuline pour étre exposées a la membrane cellulaire ni a
aucun autre peptide.
ULBP1 et ULBP2 ont été les premiers ligands identifiés et sont les deux seuls membres de la

famille a effectivement se lier a ’'UL16 du CMV.
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Les ligands de NKG2D sont rarement détectés a la surface des cellules normales, a
I’exception de MICA qui est exprimé de fagon constitutive au niveau des cellules épithéliales
intestinales (285). Ces ligands sont surexprimés en situation de stress cellulaire, lors d’une
transformation maligne ou d’une infection virale, mais les mécanismes de leur induction
restent mal connus. Par ailleurs, les macrophages trop stimulés expriment les ligands de
NKG2D et sont alors éliminés par les cellules NK (135).

Plusieurs études ont montré que |'expression de ligands de NKG2D a la surface de
tumeurs les rend sensibles a la lyse NK in vitro et méne au rejet des tumeurs transplantées in
vivo (286). En plus des ligands de NKG2D fixés a la membrane des cellules cibles, il existe des
formes sécrétées de ces molécules. Il a par exemple été rapporté une sécrétion de MICA par
des cellules tumorales et la présence de taux élevés de MICA soluble sérique (sMICA) dans
toute une variété de cancers : cancer colorectal, cancer du foie, cancer de la prostate ou
encore mélanome (76). Une sécrétion de MICB a aussi été détectée dans diverses tumeurs
(287). Le sMICA est d’ailleurs utilisé comme marqueur de cancer a des stades précoces,
tandis que la détection de MICB dans le sérum de patients serait associée a un stade plus
avancé de la maladie, voire a des métastases (288). Des protéines de la famille ULBP peuvent
aussi étre sécrétées par les cellules tumorales. Récemment, la présence d’ULBP2 soluble
dans le sérum de patients atteints de mélanome a été démontrée comme étant un
indicateur de mauvais pronostic (289).

Au-dela de son réle dans I'immunité anti-tumorale, NKG2D serait aussi impliqué dans
d’autres pathologies comme les MAI telles que la PR ou le DT1 (290, 291). Il a également été
démontré que les virus ont développé différents mécanismes d’échappement a la
reconnaissance et |’élimination médiées par NKG2D soulignant ainsi un role important de ce
récepteur dans le controle des infections virales (292, 293). Certaines études suggerent enfin
un role de NKG2D dans le devenir des greffes d’organes (294).

Figure 15: Réseau des récepteurs
activateurs contrélant la cytotoxicité NK
(JY. Djeu et al., Clinical Cancer Research,
2002).

Granule
movement

64



H) 5. La famille des Récepteurs a Cytotoxicité Naturelle (NCRs)

La famille NCR comporte 3 récepteurs activateurs des cellules NK jouant un role
critique dans la cytotoxicité NK dirigée contre les tumeurs dans un contexte indépendant du
CMH de classe | (295). Ces 3 NCRs, NKp46 puis NKp44 et enfin NKp30, ont été identifiés a la
fin des années 1990 par I'équipe d’A. Moretta (296-298). lls appartiennent a la superfamille
des Ig. Leur structure tridimensionnelle a été déterminée a partir de 2003 (NKp46) par
cristallographie. Cependant, a la différence de NKG2D, la caractérisation des molécules-
ligands interagissant avec les NCRs reste incompléte (299).

NKp46 (ou NCR1 ou CD335) est une glycoprotéine de 46 kDa caractérisée par par une

portion extracellulaire constituée de deux domaines immunoglobuliniques de type C2 et
d’une région de liaison de 40 acides aminés (a.a.), comportant 3 sites de glycosylation dont
un dans le domaine Ig D2, par une région transmembranaire contenant I'acide aminé chargé
(arginine) impliqué dans la stabilisation des interactions avec les molécules associées, et par
une courte partie intra-cytoplasmique hautement chargée, constituée de 25 a.a. et
dépourvue de motifs typiques de I'induction d’'une cascade de signalisation intracellulaire
activatrice (299). NKp46 est donc couplée a des polypeptides porteurs d’ITAM : CD3( et
FceRly (296) (Fig. 16) qui ménent a la phosphorylation de Lck et ZAP70 (Fig. 15). Bien
gu’associée aux récepteurs NKp30 et NKp44 du fait de leur fonction, NKp46 montre peu de
similitude de structure avec les autres NCRs (Fig. 16). Les molécules dont la structure serait
plus proche correspondraient plutét aux KIRs ou a ILT2. NKp46 doit utiliser une région
similaire de fixation du ligand (299). Le géne NCR1 est d’ailleurs situé sur le chromosome 19
comme les genes codants pour les KIRs ou les ILTs (au locus 19q13.42). Cinq variants
d’épissage alternatif de NCR1 ont été identifiés a ce jour (http://www.ensembl.org/).

NKp46 est exprimé a la surface de toutes les cellules NK qu’elles soient quiescentes
ou activées. Ce récepteur est régulierement utilisé comme marqueur spécifique des cellules
NK. Longtemps décrite comme restreinte aux cellules NK, son expression a, par la suite, été
détectée dans les LT intra-épithéliaux intestinaux de patients souffrant de la maladie
cceliaque, dans des LT CD8" en culture et issus de sang de cordon ombilical et, plus
récemment, dans une trés petite fraction de cellules CD3°CD56" dans le sang d’individus
sains. Cette fraction est retrouvée augmentée chez des patients leucémiques (13, 300, 301).
Il existe un homologue de ce NCR chez la souris (avec environ 58% d’identité).

A I'exception de I’'hémagglutinine (HA) virale, exprimée sur les cellules infectées par
le virus de la grippe (200), ou encore de la vimentine des mycobactéries (299), les ligands
potentiels de ce récepteur sur les tumeurs restent inconnus malgré le fait que celui-ci ait été
impliqué dans la reconnaissance et la lyse de diverses cellules cancéreuses. En plus de son
réle dans |'éradication des tumeurs et dans I'induction de la production de cytokines par les
cellules NK, NKp46 a aussi été invoqué dans le processus d’'immuno-édition des tumeurs
(302).
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C. Gur et al. ont montré en 2010 son implication dans le modele de la souris NOD, a la phase
précoce de la pathogénése (242, 303). Ce travail est cependant controversé puisque 2 ans
plus tard, I'équipe de LL. Lanier réfute I'idée d’une intervention des cellules NK dans le
diabéte de ce méme modele (304).

Tres récemment, il a, par ailleurs, été démontré que les cellules NK peuvent lyser les
neutrophiles par un mécanisme passant par le récepteur NKp46 (105).

Enfin, les travaux remarquables de I'équipe d’E.Vivier ont permis de révéler le réle clé de
NKp46 dans I'ontogénie des cellules NK murines (305) (voir Section I-D).

NKp44 (ou NCR2 ou CD336) est une glycoprotéine de 44 kDa constituée d’un seul
domaine extracellulaire immunoglobulinique de type V et d’une tige de 64 a.a. contenant de

nombreux sites de glycosylation (299). Ce domaine comporte une paire de cystéines
additionnelles probablement impliquées dans la formation d'un pont disulfure intra-
domaine. Sa région transmembranaire contient un acide aminé chargé : la lysine. A la
différence des autres NCRs, NKp44 s’associe aux molécules adaptatrices KARAP/DAP12,
porteuses d’ITAM, pour induire un signal activateur dans la cellule NK apreés liaison avec son
ligand (Fig. 15 et 16) (297). Le géne NCR2 est situé sur le chromosome 6 dans la région du
CMH étendu (locus 6p21.1) et seulement 3 variants d’épissage de ce gene ont été décrits
jusqu’a présent (http://www.ensembl.org/).

NKp44 est exprimé de facon sélective a la surface des cellules NK activées et doit
coopérer avec NKp46 dans le processus de lyse non restreinte par le CMH. L'expression de
NKp44 peut aussi étre induite dans les LT CD4" de patients VIH" par le peptide gp41 et est
corrélée a la réduction progressive du nombre de LT CD4" durant 'infection par le VIH (306).
Récemment, il a été démontré que NKp44 est exprimée de facon constitutive dans une sous-
population de cellules NK nommée NK-22 et située dans les tissus lymphoides associés aux
muqueuses (115).

Comme NKp46, NKp44 fixe I'HA virale, reconnait ainsi les cellules infectées et peut
en induire la lyse (307). NKp44 a également été décrit comme impliqué directement dans la
reconnaissance et la fixation de bactéries pathogénes (comme Mycobacterium ou
Pseudomonas aeruginosa) par les cellules NK (308). L'expression des ligands de NKp44 est
variable a la surface des cellules tumorales et semble étre liée a celle des ligands de NKp30
(309).

NKp30 (ou NCR3 ou CD337) est une glycoprotéine de 30 kDa constituée d’une partie

extracellulaire avec un domaine immunoglobulinique de type C, avec une courte tige de 5
a.a., d’'un segment transmembranaire (contenant un acide aminé chargé nécessaire aux
interactions avec d’autres molécules) ainsi que d’'une queue intra-cytoplasmique dépourvue
de motif de signalisation. NKp30 s’associe donc a des molécules adaptatrices porteuses
d’ITAM, telles que le dimére de CD3( ou le FcRy (Fig. 16) (298). La liaison de NKp30 a son
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ligand induit rapidement I'activation de la voie canonique de NFkB dans les cellules NK (Fig.
15) (310).

A NKp46 NKp44 NKp30
NH, NH,

s 2
1 s
3

fL oL
460k 64 \Aaangs W fﬂw %

o

HoOC HOOC HooC
CD3L
COOH HOOC COOH
KARAP/DAP-12
HOOC COOH  COOH HOOC COOH
€3 FeeRly HiTAM €D3¢

NKp46 NKp44 NKp30

Figure 16 : Structure des NCRs. (A). Représentation schématique des NCRs (Moretta, Immunology
today, 2000). (B). Représentation tridimensionnelle (Joyce and Sun, J. Biomed. Biotechnol., 2011). Sur
NKp44 et NKp30, sont schématisés en jaunes les ponts disulfures nés de I'interaction de deux
cystéines entre deux feuillets B de la structure.

NKp30 est un récepteur activateur important des cellules NK qui coopére avec les
deux autres NCRs pour induire la lyse de toute une variété de cellules tumorales.
Au-dela de son role dans I'activité anti-tumorale des cellules NK, NKp30 joue un réle unique
parmi les NKRs activateurs, car il peut cibler des cellules non transformées ; il est impliqué
dans l'interaction entre les cellules NK et les DC. Les cellules NK peuvent ainsi induire la
maturation (mécanisme dépendant du TNF) ou la lyse des iDC au travers de NKp30. C'est par
ce méme récepteur que les DC matures peuvent a leur tour moduler la maturation, la
prolifération et I'activation des cellules NK (125) (voir partie précédente I-F). La nature du
ligand impliqué sur les DC reste a déterminer.
L'expression du récepteur NKp30 est modulée par les cytokines environnantes. En effet, son
expression est augmentée en présence d’IL-2 in vitro (311) et diminuée sous l'effet du
TGFB1, ce qui peut affecter les fonctions anti-tumorales ou de lyse des iDC des cellules NK
(131). Les cellules leucémiques peuvent également induire une diminution de I'expression
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dull

de NKp30 et l'acquisition d’un phénotype NKp30~" (mécanisme d’échappement tumoral a

'immunité) (161).

Le géne NCR3 codant le récepteur NKp30 est situé sur le bras court du chromosome 6
(locus 6p21.3), dans la région hautement polymorphes des génes du CMH de classe Il a
proximité immédiate de plusieurs genes a fonctions immunitaires comme le TNF ou la
lymphotoxine. Il existe seulement a I'état de pseudogéne dans la majorité des souches
murines (a I'exception de la souche Mus caroli) (312). Le géne est cependant fonctionnel
chez le rat et de nombreux autres mammiferes (boeuf, chien, porc, lapin, éléphant, chauve-
souris, etc). Des études d’homologie de structure ont révélé une identité de 25% entre
NKp30 et CTLA-4, membre de la famille CD28 (contenant aussi PD-1 et ICOS) alors qu’avec
les autres NCRs elle ne dépasse pas 15% (313).

On connait 7 variants d’épissage de NCR3 dont 4 codants une protéine
(http://www.ensembl.org/). Les trois premiéres protéines codantes, NKp30a, NKp30b et
NKp30c (ou T1, T2 et T3 selon http://vega.sanger.ac.uk), se distinguent selon I'épissage
alternatif de I'exon 4 (correspondant a la queue intra-cytoplasmique), tandis que la
qguatriéme (T4, plus rare) differe du fait de I'excision de 75 nucléotides au niveau de I'exon 2
(codant le domaine extra-cellulaire) (Fig.17). Les 3 isoformes de NKp30 classiqguement
étudiées (a, b et c ou T1, T2 et T3) (314) exercent différentes fonctions. NKp30a et NKp30b
sont des isoformes immunostimulatrices, elles permettent I'induction de la production de
cytokines de type « Thl ». NKp30a est la seule isoforme a induire la cytotoxicité naturelle.
Au contraire, NKp30c exerce une fonction immunosuppressive en induisant la sécrétion d’IL-
10. Cette isoforme a d’ailleurs été associée a un mauvais pronostic chez des patients
souffrant de sarcome gastro-intestinal et traités par imatinib (315).

L'hétérogénéité des isoformes NKp30 mene a [I'hypothese selon laquelle
I’engagement de chaque molécule de NKp30 par des ligands variés va entrainer une
activation différente des cellules NK. Cette hétérogénéité pourrait aussi étre du fait de
I'association avec différentes protéines de signalisation intra-cytoplasmique. Par ailleurs, un
niveau supplémentaire de régulation pourrait découler de I'existence de plusieurs profils de
glycosylation de NKp30 (312).

68



ARNm m

Protéine

T g S
——p
——
T

Figure 17 : NCR3, du géne a la protéine. Dans le schéma au niveau génomique, les rectangles
correspondent aux exons et les traits séparant les exons correspondent aux introns, supprimés lors
de I'épissage alternatif de I’ARN immature (inspiré de Kaifu T. et al., Cell. Mol. Life Sci., 2011).

NKp30 est exprimé a la surface des cellules NK quiescentes ou activées. Ce récepteur
peut également étre retrouvé sur des cellules T isolées a partir de sang de cordon ombilical
aprés une stimulation par de I'lL-15 ou encore sur des cellules épithéliales endométriales
exposées a la progestérone (300, 316). D’apres D. Pende et al., les transcrits de NKp30 sont
par ailleurs détectables dans différentes lignées leucocytaires tumorales, comme la lignée de
cellules monoblastiques U937, la lignée de cellules T Jurkat, la lignée myéloide UL-60 ou
encore la lignée lymphocytaire B LCL (298).

L'expression des NCRs sur différents clones NK correle avec la capacité des cellules
NK a lyser les cellules tumorales (317). Ceci démontre de fagon indirecte que les ligands des
NCRs sont probablement exprimés par de nombreuses cellules transformées.
Malgré cela, et bien que de nombreuses données suggerent un réle central de NKp30 dans
I'immunosurveillance des tumeurs, le premier ligand identifié fit une structure virale. En
effet, Tl. Arnon et al. ont mis en évidence l'effet inhibiteur de la protéine pp65 du virus
HCMV sur la fonction NK apres sa fixation sur NKp30 (189). Par ailleurs, PfEMP1, protéine
caractéristique du parasite Plasmodium falciparum, est impliquée dans I'attaque des cellules
NK médiée par NKp30 contre les érythrocytes infectés (318).
Par la suite, des ligands exprimés dans le cadre d’un stress cellulaire ont été identifiés. BAT-3
(pour « HLA-B-Associated Transcript 3 »), facteur nucléaire impliqué dans |'apoptose, peut
étre exposé de facon ectopique a la membrane plasmique de cellules transformées ou étre
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secrété sous l'effet d’un stress. Il peut alors se fixer a NKp30 et induire une réponse NK
(319). BAT-3 a également été retrouvé a la membrane des exosomes excrétés par les DC et
pourrait dans ce cas jouer un rdle critique dans I'interaction NK/DC (320).

Récemment, un nouveau membre de la famille B7, B7-H6, a été identifié par homologie de
structure du géne mais également par similarité entre I'interaction B7-H6/NKp30 (sur les
cellules NK) avec celle de B7.1 ou B7.2 avec CTLA-4 ou CD28 (régulant I'activation des LT). Le
géne de B7-H6 est situé sur le chromosome 11. C'est une structure tres conservée entre les
mammiféres. Comme tous les membres de la famille B7, B7-H6 comporte deux domaines de
type lg dans sa portion extra-cellulaire (313). Cette molécule est absente des cellules
normales, mais est retrouvée a la surface de nombreuses lignées tumorales d’origines
tissulaires variées, telles que des lymphomes, des mélanomes ou encore des carcinomes.
L’engagement de NKp30 par B7-H6 induit 'activation des cellules NK aboutissant a la lyse
des cellules cibles (312, 321). De facon similaire a NKp30, et en contraste avec les autres
membres de la famille B7, un géne fonctionnel de B7-H6 manque dans l'espéce Mus
musculus. B7-H6 représente un exemple de ligand de reconnaissance du soi induit par le
stress. Les mécanismes induisant son expression a la surface des cellules tumorales (ligands
génotoxiques, cytokines, inhibiteurs de protéasome...) restent pour le moment inconnus
(312).

L'analyse détaillée de l'interaction de NKp30 avec son ligand B7-H6 par Li Y. et al. (313)
révele que l'interface de fixation du ligand est formée par les feuillets 3 (F et C) antérieur et
postérieur du domaine Ig de type C extra-cellulaire de NKp30 avec le feuillet 3 antérieur du
domaine de type V de B7-H6. Bien que des homologies de structures aient été constatées
entre NKp30 et CTLA-4 ou PD-1 l'organisation du complexe NKp30/B7-H6 differe
considérablement de celle de PD-1/PD-L1 ou B7.1/CTLA-4. Douze résidus de NKp30 entrent
en contact avec 11 résidus de B7-H6 au moyen d’interactions principalement hydrophobes.

Position génomique  Structure 3D extracellulaire Expression Adaptateur Ligands
NKp46 Chr.19-LRC 2 domaines Ig NK quiescentes et activées CD3(/FcRy HA, Vimentine
NKp44 Chr. 6 - CMH classe llI 1 domaine Ig NK activées seulement DAP12 HA, mycobactéries
NKp30 Chr. 6 - CMH classe llI 1 domaine Ig NK quiescentes et activées CD3(/FcRy pp65, PIEMP1, BAT-3, B7-H6

Tableau 3 : Divergences entre les 3 membres de la famille NCR. Ces récepteurs sont en effet liés par
leur profil d’expression et leur fonction.

Il est a noter que dés que débute I'interaction entre une cellule NK et sa cellule-cible,
se forme un complexe de molécules hautement organisées, dans la zone de contact entre les
deux cellules, appelée synapse immunologique des cellules NK. Ces molécules incluent des
NKRs inhibiteurs qui évaluent la présence du CMH de classe | a la surface de la cellule-cible
(KIRs), des NKRs activateurs reconnaissant des ligands de type CMH ou non (NKG2D, 2B4, ...),
des protéines du cytosquelette (actine [3, taline...) et des intégrines (CD11a et b). La distance
récepteur-ligand pour NKp30/B7-H6, KIR/HLA-C et NKG2D-MICA est approximativement la
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méme. Ces paires de récepteur-ligand peuvent donc colocaliser dans la zone centrale de la
synapse immune (Fig. 18). Les cellules tumorales exprimant a la fois MICA et B7-H6 doivent
donc probablement pouvoir engendrer un signal d’activation synergique des cellules NK.
Ceci constitue un autre point indispensable a développer pour améliorer I’élimination des
tumeurs.

Target cell

Figure 18 : Modele hypothétique d’interaction entre cellule NK et cellule-cible au niveau de la
synapse immunologique (schéma extrait de Li Y. et al., J.Exp.Med., 2011).

Peu d’informations existent concernant la nature des ligands des NCRs. Par ailleurs,
I'importance de NCRs dans I’activation de la fonction NK atteste de la nécessité d’identifier
précisément leurs ligands pour déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques.

H) 6. Les corécepteurs impliqués dans la cytotoxicité des cellules NK

Des molécules additionnelles semblent également étre importantes dans |’activation
de la fonction NK, parmi lesquelles on peut citer DNAM-1, NKp80, 2B4 et NTB-A (Fig. 19). Ces
molécules sont considérées comme des co-récepteurs car leur effet sur la fonction NK
dépend d’une stimulation concomitante d’autres récepteurs activateurs des cellules NK.

DNAM-1 (DNAX Accessory Molecule -1), ou CD226, est une molécule d’adhésion
leucocytaire impliquée dans la phase inductrice de I'activation NK. Le géne codant DNAM-1
est retrouvé sur le chromosome 18 et est exprimé dans les cellules NK, les LT et les
monocytes. Sa structure est composée d’une portion extracellulaire comprenant deux
domaines type lg, d’une partie transmembranaire et d’une queue cytoplasmique contenant
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3 résidus tyrosine. En réponse a la fixation de son ligand, les tyrosines du récepteur DNAM-1
sont phosphorylées et la cytotoxicité NK déclenchée. De facon intéressante, I'expression de
DNAM-1 est dépendante de celle de LFA-1 (pour « lymphocyte function associated-antigen
1; Fig. 19) (322).

Deux ligands de DNAM-1 ont été identifiés, le récepteur du poliovirus (PVR ou CD155)
et la Nectine-2 (ou CD112). Ces molécules sont fortement exprimées par les lignées
cellulaires tumorales d’origine épithéliale ou neuronale comme les carcinomes, les
mélanomes et les neuroblastomes (323). En association avec les récepteurs NCRs ou NKG2D,
DNAM-1 est impliqué dans la reconnaissance et la lyse de différents types de cellules
cancéreuses, comme le myélome (324), le mélanome (325) ou le cancer des ovaires (326).
Son réle dans I'immunité anti-tumorale est important dans le cas ou les ligands pour les
autres récepteurs activateurs sont peu exprimés (327). Dans le cadre du cancer des ovaires,
I’expression de DNAM-1 est réduite et l'interaction directe avec son ligand PVR ne semble
pas diminuer son expression (328). Une diminution de I'expression de DNAM-1 a été mise en
évidence dans des patients LAM (329) et dans le cadre du cancer du poumon (330).

NKp80 est un récepteur homodimérique de type lectine C exprimé a la surface de
toutes les cellules NK quiescentes et activées et d’un sous-type de cellules T CD56". Il s’agit
d’un récepteur activateur de 80 kDa qui fixe le ligand AICL (pour « activation-induced C-type
lectin »). Il participe a I'activation de la cytotoxicité NK contre les cellules myéloides,
promeut le cross-talk entre NK et monocytes et augmente la réponse des LT CD8" mémoire.
La signalisation s’opére par un motif de type « hémi-ITAM » atypique et le recrutement de la
kinase Syk (Fig. 19) (331, 332).

2B4 (ou CD244) et NTB-A sont des membres de la famille des récepteurs SLAM (pour
signaling lymphocytic activating molecule), un sous-groupe de la famille des récepteurs CD2
de type Ig (333).
2B4 est exprimé par toutes les cellules NK humaines, une sous-population de LT, de
basophiles et de monocytes. Son ligand est une molécule de surface ancrée par un motif
glycosyl-phosphatidylinositol de la famille CD2 : CD48 (334). CD48 est retrouvé a la surface
des leucocytes et son expression est augmentée dans les LB infectées par le virus d’Epstein-
Barr (EBV). A la différence des ligands de tous les autres récepteurs activateurs des cellules
NK, CD48 est aussi exprimé a la surface de cellules NK. Betser-Cohen et al. ont démontré que
I’association du récepteur 2B4 avec des molécules de CMH de classe | protége les cellules NK
d’une lyse entre elles (335).

NTB-A est impliqué dans des interactions homotypiques NTB-A/NTB-A (336).
L’'engagement de 2B4 et NTB-A par leurs ligands respectifs induit une réponse cytotoxique
des cellules NK (333).

Un rdle crucial des interactions 2B4/CD48 a été mis en évidence dans le contréle de
I’activation des cellules NK dans le cadre d’une incapacité a répondre a une infection EBV
chez des patients souffrant du syndrome lymphoprolifératif lié a I’X, ou syndrome de Purtilo,
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d{ a une mutation délétére de la protéine SH2D1A/SAP (Src Homology 2 Domain-containing
protein / SLAM-associated protein). L'interaction 2B4/CD48 induit alors un signal inhibiteur
plutdt qu’activateur rendant impossible la lyse des cellules infectées par 'EBV par les cellules
NK. Le signal inhibiteur est sans doute di au manque de SH2D1A qui semble étre en
compétition avec les phosphatases SHP pour la fixation a la queue cytoplasmique de 2B4
(337). 2B4 aurait aussi un rdle inhibiteur dans les cellules NK immatures se différenciant a
partir de précurseurs CD34°Lin. Dans ce contexte, les molécules 2B4 semblent
contrebalancer les signaux activateurs provenant de ['expression précoce de NCRs,
prévenant ainsi la cytotoxicité naturelle durant le développement NK (338). De plus, un réle
similaire de 2B4 dans I'inhibition de la fonction NK (cytotoxicité et production de cytokines) a
été décrit dans les cellules NK de la membrane déciduale (339).

CD155 CD48  NTB-A AICL . . ;
CD112 Figure 19 : Corécepteurs des cellules NK Humaines et

I leurs ligands cellulaires (schéma d’aprés R. Biassoni,

I 1 I Current Protocols in Immunology, 2009).
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La capacité des cellules NK a tuer les cellules tumorales ou infectées par un virus est
régulée par une balance entre récepteurs activateurs et inhibiteurs. Dans les conditions
physiologiques, la fonction des récepteurs inhibiteurs prédomine sur celle des récepteurs
activateurs permettant aux cellules NK d’épargner les cellules normales (295).
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Il = LA VARIABILITE INTERINDIVIDUELLE DANS L’ESPECE HUMAINE

La variabilité phénotypique interindividuelle dans I'espece humaine est une
expérience commune. Elle concerne des traits aussi courants que la couleur de la peau, la
taille, ou la prédisposition a I'obésité mais aussi la susceptibilité a de nombreuses
pathologies. Elle découle de modifications qui peuvent intervenir a toutes les étapes du
fonctionnement cellulaire (Fig. 18). Un domaine tres actif de la recherche actuelle est celui
qui vise a mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent cette diversité. Ces
mécanismes sont certainement nombreux et complexes et liés a la fois a I'environnement et
au contexte génétique individuel. Les progres technologiques extraordinaires de la
génomique de ces derniéres années ont permis d’accumuler une masse d’informations
considérable sur la composante génétique.

A) Variabilité génétique

A) 1. Généralités

Le génome correspond a l'ensemble du matériel génétique d'un individu donné
inscrit dans son ADN, polymeére d’acides désoxyribonucléiques. Il contient en particulier tous
les génes, qui sont composés de séquences transcrites en ARN messagers (ARNm), presque
toujours non contigués, et dénommées exons; séquences qui sont ensuite traduites en
protéines. Chez les eucaryotes supérieurs, les exons sont interrompus par des séquences
transcrites de fagon seulement transitoire et absentes du messager final, qu’on appelle
introns. Le messager final comprend donc une partie codante, traduite en protéine a I'aide
du code génétique, flanquée de part et d’autre par les régions non traduites (UTR).

Le nombre de génes est actuellement estimé a 23,000 chez 'lhomme. lls ne sont
cependant pas tous fonctionnels et sont alors appelés pseudogenes. Si un géne est le plus
souvent défini comme le segment d’ADN qui détermine un phénotype ou une fonction
associée a une molécule donnée, en I'absence de démonstration d’une fonction particuliére,
il peut étre aussi caractérisé par homologie de sa séquence avec celle d’autres genes, ou
parties de genes, dont la fonction est déja connue. Un géne est orienté de son extrémité
5’UTR vers son extrémité 3’UTR. Il est précédé de son promoteur reconnu par I’ARN
polymérase, enzyme réalisant la transcription du géne en ARN (Fig. 20). Enfin, des séquences
régulatrices de I'expression génique (modulant I'interaction avec les protéines du complexe
transcriptionnel) sont présentes de part et d’autre du gene, parfois a grande distance, mais
aussi parfois dans le premier intron.
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Figure 20 : Différentes étapes durant lesquelles peut se créer une nouvelle variabilité (schéma de
M.Dion).

Bien que le génome soit dans I'ensemble extrémement stable, il subit des
changements, ou mutations, qui se traduisent par des modifications de la séquence d’ADN,
et dont les conséquences fonctionnelles varient selon leur localisation. Leur fréquence est
estimée a 1x10°® par géne et par génération. Elle dépend de la taille du géne et parfois de
I'existence de séquences fortement mutagenes ou "points chauds" de mutation. Les
mutations représentent une des premiéres explications de I'existence d'une variabilité
interindividuelle. Celles qui sont les moins favorables, voire délétéres, a la survie de
I'individu qui les acquiert, sont éliminées par le biais de la sélection naturelle, alors que les
mutations avantageuses, plus rares, tendent a s'accumuler. La plupart des mutations sont
dites neutres, elles n'influencent pas la valeur sélective et peuvent se fixer ou disparaitre du
fait de la dérive génétique. Les mutations spontanées, généralement rares et aléatoires,
constituent la principale source de diversité génétique, moteur de I'évolution. Leurs causes
restent encore mal connues.

Différents types de mutations peuvent étre détectées : les mutations ponctuelles par
substitution de paires de nucléotides ou les mutations par insertion ou délétion, pouvant
entrainer un décalage du cadre de lecture.

Dans les mutations par substitution, un nucléotide est remplacé par un autre. Il peut

s’agir de mutations de transition lorsqu’il y a substitution d’une base purique a une autre:
Adénine (A) <-> Guanine (G) ou d’une base pyrimidique a une autre: Thymine (T) <->
Cytosine (C), ou d’'une mutation de transversion, mutation causée par le remplacement
d’une base purique par une base pyrimidique (ou inversement).

Ces mutations peuvent avoir diverses répercussions.
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Les mutations « faux-sens » engendrent la modification de |'acide aminé codé par le triplet
de nucléotide initial. Elles peuvent avoir une répercussion sur la structure et la fonction de Ia
protéine produite par le gene.

Dans les mutations « non-sens », le changement d'un nucléotide provoque le remplacement
d'un codon spécifiant un acide aminé par un codon-stop prématuré ce qui entraine la
production d'une protéine tronquée.

Lors d’'une mutation dite silencieuse, la modification du nucléotide n’a pas de répercussion
sur la séquence peptidique du fait de la redondance du code génétique (mutation
synonyme: le nouveau triplet code le méme acide aminé que le triplet original), ou parce
gu'elle touche une région non codante de I'ADN. Cependant, a I'inverse, une mutation de la
séquence non codante n’est pas toujours silencieuse. Elle peut, par exemple, changer un
site d'épissage, ce qui peut se traduire par une délétion entiere d'un exon ou décaler le
cadre de lecture et affecter profondément la séquence peptidique.

Les mutations par insertion ou délétion consistent en I'ajout ou le retrait respectivement

d’un ou plusieurs nucléotide(s) de la séquence d’ADN. Une addition ou une suppression de
nucléotide(s) non multiple de 3 provoque un changement du cadre de lecture du code
génétique. Au moment de la traduction, cela génére le plus souvent une protéine tronquée
par |'apparition d'un codon-stop prématuré.

Certaines de ces mutations sont inscrites de fagon stable dans la population et sont
alors utilisées comme marqueurs génétiques de ces populations. Elles peuvent aussi et

surtout étre associées a des pathologies (sujet développé dans la section suivante).

On distingue deux grandes catégories de maladies a composante génétique : les
maladies monogéniques/mendéliennes et les maladies complexes, multigéniques et
multifactorielles.

Dans le cadre des maladies mendéliennes, généralement, une mutation induit une altération

profonde de la fonction génique, avec un effet phénotypique fort. C'est par exemple le cas
de la mucoviscidose ou le gene CFTR, codant un canal ionique perméable au chlore, est
muté. Ceci entraine notamment des problémes respiratoires et digestifs importants. Il existe
une corrélation tres forte entre la présence de la mutation et la survenue de la maladie.

Au contraire, dans les maladies complexes, qui sont de loin les plus fréquentes dans les

pathologies humaines, le phénotype observé est la résultante de plusieurs mutations,
chacune avec un effet faible. Ceci suggere que ces mutations ont des effets modérés sur la
fonction du géne, ou affectent des régions régulatrices ou encore concernent des genes
appartenant a une famille multigénique dont les autres membres compensent la perte de
fonction du géne muté. Ces maladies dépendent aussi généralement de facteurs
environnementaux le plus souvent encore mal connus. Elles sont classiquement
représentées par de nombreuses MAI ou des cancers.

Au-dela de I'effet modeste conféré par chacun des genes sur le phénotype observé et
de I'hétérogénéité génétique, un obstacle important a l'identification des génes modifiés
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associés a des maladies fréquentes réside dans la fréquence élevée des alléles morbides
dans la population générale, il s’agit de |’hypothése du variant commun pour une maladie

commune (CVCD) (340). En alternative a cette hypotheése, les maladies complexes pourraient
aussi reposer sur des alléles rares (341). Des variants rares (fréquence autour de 0,7% dans
la population) du géne CARD15 sont ainsi impliqués dans I’étiologie de la maladie de Crohn
(342). Ces variants rares sont d’ailleurs largement plus nombreux que les variants communs.

La génétique des maladies complexes connait depuis ces derniéres années une
expansion considérable avec les études d’associations pangénomiques (sur tout le génome
ou « Genome Wide Association Studies », GWAS). Ce type d’étude a permis de fournir de
précieux renseignements sur les facteurs génétiques mis en jeu dans de nombreuses
maladies multifactorielles telles que le diabéte de type 2 (343), la PR (344) ou la maladie de
Crohn (345). En dépit du grand nombre de mutations identifiées, ces études n’expliquent
que partiellement la composante génétique du développement de ces maladies. Pour
expliquer cette héritabilité manquante, sont invoqués d’autres types de facteurs génétiques
comme les variants rares, ou les CNV (variation du nombre de copies), ainsi que des
mécanismes d’interaction génigue ou entre genes et environnement ou, enfin, la mise en jeu
de modifications épigénétiques.

A) 2. Les marqueurs de la variabilité génétique

La notion de « marqueur génétique » est associée a celle de variation de I’ADN. Ces
marqueurs correspondent a des fragments d’ADN polymorphes qui définissent chacun un
locus précis et unique au niveau du génome. Cette double propriété (spécificité de locus et
polymorphisme) peut permettre d’identifier la transmission des alléles d’une région précise
du génome au sein d’'une méme famille. Elle est également utilisée pour caractériser plus
généralement les populations. Deux grands types de marqueurs sont utilisés dans les études
génétiques : les microsatellites et, de facon désormais largement prédominante, les SNPs.

Les microsatellites sont des motifs courts de quelques nucléotides (de 2 a 5), répétés

en tandem en nombre variable ("n" fois), d’ou leur dénomination anglaise de « short tandem
repeats » (STR). Les valeurs de "n" peuvent aller de quelques unités a plusieurs dizaines. Le
polymorphisme associé a ce type de marqueur repose sur la variation du nombre de
répétitions constituant le microsatellite. Ces marqueurs sont assez fréquents et
uniformément répartis sur I'ensemble du génome (aux alentours de 1 tous les 50 kb).
Environ 6,5 x10° microsatellites sont dispersés dans le génome humain. Les marqueurs les
plus couramment utilisés sont les microsatellites dus a des répétitions du dinucléotides
« CA », généralement localisés dans les introns ou dans des séquences inter-géniques.

Ces microsatellites sont souvent trés polymorphes et donc tres informatifs. lls semblent
résulter d’'un glissement de I'ADN polymérase lors de la réplication de I'ADN. Ces
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microsatellites sont détectables par la technique de réaction de polymérisation en chaine
(PCR) suivi d’'une électrophorése distinguant les alléles par leur taille.

Ces marqueurs, a l'origine de la premiere cartographie du génome humain, ont permis
d’identifier les génes impliqués dans un grand nombre de maladies monogéniques (346).

Les marqueurs microsatellites, bien que aujourd’hui délaissés au profit des SNPs, offrent
encore une alternative intéressante dans les études d’associations génétiques.

Les polymorphismes mono-nucléotidiques (ou « single-nucleotide polymorphism » -

SNPs) sont des variations bi-alléliques d'un nucléotide dans la séquence d'ADN (347). Les
fréquences des différents types de SNPs dans le génome ne sont pas les mémes. En effet, les
SNPs impliguant une transition de C en T sont les plus fréquents et constituent les 2/3 des
SNPs (347).

Les SNPs communs, dont la fréquence de l'allele mineur est supérieure a 2%, sont les
marqueurs les plus utilisés dans les études génétiques actuelles. Ils sont tres abondants dans
le génome (environ 3.10’, soit un SNP toutes les 100 a 300 pb) et sont souvent
potentiellement fonctionnels contrairement aux marqueurs STR, sauf exception. lls peuvent
affecter I'expression d’un géne dans sa globalité (« expression Quantitative Trait Locus » ou
eQTL) ou d’un exon particulier de ce géne (« splicing QTL » ou sQTL) dans le cas de variants
non codants.

La stabilité de ’ARNm (avec apparition d’'un codon stop prématuré induisant le mécanisme
de dégradation des ARNm non-sens ou NMD pour « Nonsense Mediated Decay ») ou sa
vitesse de traduction peuvent aussi étre affectées. Les SNPs codants peuvent par ailleurs
modifier la demi-vie d’une protéine, sa localisation (en jouant sur le domaine NLS ; « nuclear
localization sequence »), ou encore modifier la fonction protéique.

Au total, plus de 10 millions de SNPs courants ont été identifiés chez I'Homme
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/whatishapmap.html.fr). Néanmoins, il existe des variations
de la répartition de ces SNPs au sein du génome. Ceux-ci sont en effet plus fréquents dans
les introns et les régions inter-géniques que dans les exons. De plus, les SNPs synonymes
sont plus fréquents que les SNPs non synonymes (ou « faux-sens ») (348). Dans prés de 50%
des cas, la fréquence des alleles mineurs dépasse 5%, indiquant que ces alléles n'exercent
pas d'effet délétere fortement contre-sélectionné.

Le faible taux de mutations par génération des SNPs (107®), les caractérisant comme
stables, ainsi que leur abondance dans le génome humain, permet leur utilisation dans
différentes applications comme I'étude du déséquilibre de liaison (association préférentielle
entre deux alleles en deux locus précis) et des haplotypes (combinaison d’alléles ayant des
positions adjacentes sur un chromosome) au sein de régions génomiques ou |'étude de la
diversité génétique des populations humaines et des espéces. lls permettent ainsi de suivre
les migrations d’une population, d’identifier des phénoménes de sélection positive et de
préciser I'évolution des especes. Ces polymorphismes constituent, de surcroit, un outil
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exceptionnel pour l'identification des facteurs génétiques des maladies complexes par
analyses d'associations.

Les SNPs concernent une variation entre deux alleles et sont donc moins
polymorphes que les microsatellites multialléliques. lls sont en revanche facilement
identifiables par des techniques de séquencage (Sanger) ou de génotypage par sondes
spécifiques avec la technologie Tagman. Des techniques d’analyse a haut débit sont
couramment utilisées actuellement et consistent en I’analyse simultanée de centaines de
milliers de SNPs grace a des sondes spécifiques intégrées dans des puces a ADN
(technologies Illumina® ou Affymetrix®).

Les SNPs fréquents ne sont probablement pas les seuls polymorphismes génétiques
impliqués dans la pathogenese des maladies multifactorielles (349). Des variants rares
pourraient en outre jouer un réle important dans ces maladies. Les mutations récurrentes du
géne NOD2/CARD15 ont par exemple été associées a la maladie de Crohn (350). Des études
ont également rapporté leur influence sur les caractéres quantitatifs chez 'Homme (351)
modulant I'expression globale d’un gene (eQTL) ou bien celle de certains exons (sQTL). De
facon générale, le niveau d’expression des génes (transcrits/variants alternativement
épissés) est influencé par des polymorphismes en cis, c'est-a-dire situé sur le méme
chromosome. Dans certaines situations cependant des éléments de contréle de I'expression
d’un gene peuvent étre situés sur un autre chromosome : en trans. Il s’agit la de I'effet de
facteurs de transcription par exemple.

Un troisitme marqueur génétique commence également a susciter un intérét
croissant depuis quelques années dans les études du développement de maladies
monogéniques et multifactorielles et découle des variations du nombre de copies (CNVs).

A) 3. Bases de données et outils sur le génome humain

HapMap et 1000 Genomes
Différents projets internationaux, comme le projet HapMap

(http://www.hapmap.org/) (352, 353), ont entrepris de recenser et valider dans différentes
populations les SNPs déja identifiés et de créer ainsi des cartes génomiques de haute
densité, facilement accessibles sur des bases de données publigues comme NCBI (National
Center for Biological Information). La base de données dbSNP, créée par NCBI, est d’ailleurs
la principale et la plus compléete base de données publique de polymorphismes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/).

Plus récent, le projet « 1000 génomes » a re-séquencé le génome entier de 1000
individus et a, de surcroit, largement contribué a l'identification de nouveaux SNPs
(http://www.1000genomes.org/) (354).
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Ensembl et UCSC
D’autres outils sont également largement utilisés pour I'obtention d’informations sur

les génes d’intérét comme les sites Ensembl (www.ensembl.org) ou UCSC (University of
California Santa Cruz, http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).

Ensembl et UCSC sont des « navigateurs génomiques » (ou « genome browsers ») qui
rassemblent les séquences de référence et les annotations d’une grande collection de
génomes, notamment du génome humain. Ces outils de navigation permettent de visualiser
sur les cartes de chromosomes humains ou sont localisés les différents génes connus, les
séquences de genes prédits in silico, ainsi que les marqueurs génétiques. lls fournissent par
ailleurs des données sur I'expression des génes et sur leurs homologies intra- et inter-
especes.

Désormais, ces nouvelles données, technologies et outils informatiques sont
couramment utilisés et facilitent I'identification des facteurs génétiques potentiellement
impliqués dans les maladies génétiques.

B) Variabilité post-transcriptionnelle

Le transcriptome est défini comme I'ensemble des transcrits (ou ARNm) présents
dans une cellule ou un tissu particulier, a un moment donné et dans des conditions précises.
Ainsi, le transcriptome correspond a une image de I'état fonctionnel du génome a un instant

«tr.

L’ARN est une molécule informative unique caractérisée par sa séquence linéaire
nucléotidique, aussi appelée structure primaire, et par la forme qu’elle va prendre avec la
création de structures secondaires et tertiaires. En effet, le regroupement de deux Nt de
I’ARN, situés a proximité, permet de former des structures secondaires telles que les

structures en épingle a cheveux (Hairpin) ou tige-boucle (stem-loop). Il peut également y
avoir des interactions entre des séquences de I’ARN plus éloignées et dans ce cas on parle de
structures tertiaires de I’ARN. Les structures secondaires et tertiaires des ARN influencent les

fonctions de la quasi-totalité des ARN dont les ARNm et les ARNs non-codants. Ces
structures permettent a un ARN d’interagir avec lui-méme, d’autres ARNs, avec des ligands
ou avec des protéines fixant I’ARN (RBPs : RNA Binding Proteins). La plupart de ces structures
exercent leur influence en fournissant des sites spécifiques de fixation des RBPs ou en
empéchant la fixation de ces protéines en restreignant leur acces a I’ARN.

La structure de I’ARN influence donc sa transcription, son épissage, sa localisation cellulaire,
sa traduction en protéine et son renouvellement.

La transmission de I'information de I’ADN a I’ARN, ou transcription, est un processus
critique faisant intervenir différents mécanismes de régulation.
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Le transcrit primaire, issu de la transcription colinéaire de I’ADN génomique en ARN sous
I'action de I’ARN polymérase, subit une maturation consistant d’une part en la coupure du
dernier exon et I'ajout d’'une queue polyadénylée (généralement), d’autre part en I'ajout
d'une coiffe méthylée en 5' et enfin en I'excision des introns et au raccordement des exons
(épissage).

Epissage alternatif des ARN immatures

Le processus d’épissage fait intervenir des enzymes, les ribonucléoprotéines
nucléaires, qui s’assemblent pour former le spliccosome et reconnaissent des structures
consensus sur I’ARN immature. Les événements d’épissage peuvent se faire a des points de
jonction différents pour un méme gene, on parle alors d’épissage alternatif. Cet épissage
alternatif, touchant 50 a 70% des prémessagers, peut donner naissance a de multiples
isoformes d’'une méme protéine (355, 356). Il est a noter que plus de 15% des mutations
conduisant a des maladies génétiques humaines concernent un évenement d’épissage (357).

Edition des ARN
Une autre modification post-transcriptionnelle peut intervenir lors de la maturation

de I'ARN et consiste en un changement de la séquence de I’ARN dénommé « édition des
ARNm ». Deux grands groupes d’enzymes réalisant ces modifications ont été décrites.

Les plus connues sont les enzymes ADARs (Adenosine Deaminases that Act on RNA) qui
déaminent I'adénosine en inosine, laquelle est reconnue ensuite comme une guanine par la
machinerie de traduction (transition A 2 G).

Le second groupe, constitué des APOBECs (Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme Catalytic
polypeptide-like), édite une cytosine en uridine (transition C = U).

La séquence polypeptidique qui résulte de la traduction de ces ARNm ne correspond donc
pas exactement a la séquence du gene correspondant.

MicroARN

D’autres facteurs peuvent réguler I'expression des genes. En effet, récemment, le
role d’ARN non traduits tels que les microARN (miRNA) a été invoqué dans la modulation de
la transcription de génes. Ces miRNA sont des ARN endogénes de courtes séquences (autour
de 22 nucléotides) capables d’empécher I'expression d’un géene en s’appariant a une
séquence complémentaire de 'ARNm du gene cible. Le génome humain comprendrait
environ 1000 génes a l'origine de la transcription de miRNA (358), lesquels seraient
abondants dans un grand nombre de types cellulaires et cibleraient environ 60% des génes
humains (359).
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C) Autres niveaux de variabilité

C) 1. Modifications post-traductionnelles

L’ARNm obtenu a lI'issue des mécanismes de maturation passe dans le cytoplasme de
la cellule ou il est traduit en une chaine d’acides aminés (polypeptide) sous I'action d’un
complexe ARNm - ribosomes - ARN de transfert.

Ce polypeptide subit a son tour des modifications pour devenir une protéine
fonctionnelle. Peuvent en effet étre ajoutés différents groupes fonctionnels chimiques a ce
polypeptide comme un groupe acétyl (acétylation), alkyl (alkylation), isoprénoide
(isoprénylation) mais aussi des peptides ou des protéines : on parle alors d’ubiquitination ou
de sumoylation par exemple.

La nature chimique des acides aminés constituant la protéine peut aussi étre modifiée par
citrullination ou déamidation. Enfin, des ponts disulfures résultant de la liaison chimique
entre deux cystéines peuvent s’ajouter aux changements de structure de la protéine.
Généralement ces modifications ont une répercussion sur la fonction de la protéine
considérée, que ce soit au niveau de son action, de sa demi-vie, ou de sa localisation
cellulaire.

C) 2. Autres mécanismes inducteurs de la variabilité interindividuelle

A cOté des processus de régulation classiques cités précédemment, d’autres
mécanismes récemment mis en évidence suscitent un intérét croissant comme ceux qui
régulent I'accessibilité de la chromatine aux facteurs de transcription ou encore
I’épigénétique qui correspond a des variations de I'expression des genes non codée par
I’ADN comme les méthylations de I’ADN ou les modifications des histones.

82



111 — OBJECTIFS DE THESE

Ces derniéres années, les études d’associations pangénomiques (GWAS - genome
wide association study) ont permis l'identification de centaines de variants génétiques
associés a des maladies ou a des caractéres complexes. Du fait des technologies disponibles,
ces variants génétiques étudiés étaient principalement des variants dits communs et le plus
souvent des polymorphismes bi-alléliques dont les alléles sont fréquents dans la population
générale. En dépit d’efforts considérables, ces résultats n’expliquent que partiellement la
tres grande majorité des phénotypes analysés. Ceci reflete ce qui a pu étre appelé
« I’héritabilité manquante ». Pour I'expliquer, d’autres mécanismes génétiques sont
désormais invoqués : rbéle de variants rares, variations du nombre de copies de certains
génes ou séquences (CNV), interactions génétiques ou genes-environnement, ou encore
modifications épigénétiques.

Les phénotypes complexes sont la résultante de I'expression de multiples genes avec
différents niveaux de régulations et de variabilité, transcrits, protéine correspondante, et
leur intégration dans les fonctions cellulaires et de I'organisme (comme par exemple dans les
grandes voies de la réponse immunitaire). Les travaux réalisés jusqu’a présent se sont
concentrés sur les bases génétiques de |'expression des génes, au niveau des transcrits
(totaux et/ou alternatifs) (360-362). Peu d’informations sont disponibles sur les étapes
suivantes. L’an dernier cependant, une premiere étude pangénomique de parameétres
métaboliques a montré que leur analyse génétique pouvait étre raisonnablement envisagée
(363).

Au niveau méme des transcrits, beaucoup de progres restent a faire. Récemment,
I’'analyse comparative de 2 types cellulaires, cellules B et monocytes purifiés, a montré que
les contréles génétiques peuvent varier entre les types cellulaires. En effet, BP. Fairfax et al.
ont dressé en parallele une carte de I'expression des génes dans les LB et monocytes et ont
pu identifier de nouveaux réseaux de genes trans-régulés spécifiques d’un type cellulaire (ou
de l'autre) (364) soulignant I'importance de travailler sur des populations enrichies dans la
mesure du possible.

Par ailleurs, une des rares études cherchant a combiner la génétique a la
transcriptomique, au métabolisme et a la biologie cellulaire sur les populations
lymphocytaires T CD4" et NK du sang périphérique d’individus sains caucasiens, a suggéré
des corrélations entres différents parameétres biologiques tels que les hormones sexuelles ou
le taux de sucre dans le sang et I'expression des transcrits, sans toutefois s’intéresser a la
fonction précise de ces cellules dans I'immunité (365). Un grand intérét de cette étude qui
inclut plusieurs prélevements plusieurs jours d’intervalle chez un méme individu, a été de
montrer que I'expression de nombreux transcrits était extrémement stable dans le temps.

Mise a part la récente étude de N. Delahaye et al. dans le cadre de la réponse au
traitement a I'imatinib de patients GIST (315), aucune étude n’a donc été réalisée sur la
caractérisation de l'impact du polymorphisme des genes caractérisant la population

cellulaire NK, sur leur fonction.
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Pourtant, les cellules NK représentent la troisieme grande population lymphocytaire
du sang périphérique humain et nous avons discuté son importance dans le bon
fonctionnement du systeme immunitaire (dans les sections précédentes).

L’activation et la fonction des cellules NK dépendent de l'intégration des signaux
émanant des récepteurs activateurs et inhibiteurs qu’elles expriment a leur surface. Cette
réponse des cellules NK, apres avoir été longtemps étudiée au travers du controle des
récepteurs inhibiteurs KIRs repose aussi sur la mise en jeu des récepteurs activateurs comme
NKG2D ou la famille des NCRs. Parmi ces NCRs, le membre NKp30 a été impliqué dans la
réponse anti-tumorale avec notamment l'identification récente de son ligand, B7-H6 (321).
NKp30 est, d’autre part, prépondérant dans l'interaction entre cellules NK et DC (144, 320).
C’est par ce biais que la cellule NK peut induire la maturation des iDC ou leur lyse, ce qui
peut par ailleurs avoir une répercussion sur le déroulement de la réponse immunitaire
adaptative et donc sur la genése des MAI.

Dans ce contexte, le travail que nous avons entrepris, dans une premiére partie, avait
pour objectif, en prenant comme modele la stimulation du récepteur NKp30, d’évaluer la
variabilité inter-individuelle de la réponse des cellules NK et de chercher a corréler cette
variabilité avec le niveau d’expression des transcrits NCR3 et de la proteine membranaire
correspondante, au regard du polymorphisme génomique. Pour minimiser le bruit de fond,
nous avons étudié une population de cellules primaires enrichies en lymphocytes NK a partir
des cellules mononucléées du sang périphérique d’individus sains. L’étude d’individus sains
permet de s’affranchir des effets dus a la pathologie elle-méme ou aux traitements utilisés
(chimiothérapie, anti-inflammatoires...) et est essentielle pour déterminer un cadre de
référence pour I'étude ultérieure de cellules NK dans un contexte pathologique.

Dans une deuxieme partie, nous avons étudié le polymorphisme du récepteur NCR3
dans un contexte pathologique et plus précisément dans le cas de la myasthénie auto-
immune. Nous avons réalisé une étude d’association de ce gene comme candidat dans la
myasthénie auto-immune afin de déterminer les variants impliqués dans la pathologie et
d’identifier des patients dont il serait intéressant d’approfondir le phénotype et la fonction
des cellules NK.
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Article 1

Variability of NKp30/NCR3 expression impinges on cytotoxic function but not cytokine

production of human NK cells

Nathalie Germaud, Giulia Fregni, Jean-Grégory Cormier, Anne Caignard, Henri-Jean Garchon.

(Soumis)
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La variabilité de I’expression de NCR3/NKp30 affecte la fonction cytotoxique des

cellules NK humaines mais pas la production de cytokines - Avant-propos

Objectifs :

Les cellules NK sont des lymphocytes de I'immunité innée caractérisés par leur
activité cytotoxique spontanée envers les cellules modifiées. Elles jouent un réle critique
dans I'immuno-surveillance des tumeurs et dans I'immunité anti-virale. Ces cellules sont
également capables de produire diverses cytokines et chimiokines et d’interagir avec les
autres cellules du systéme immunitaire (DC, macrophage, LT) ce qui leur confére donc des
propriétés immunorégulatrices. L'activation des cellules NK dépend de lintégration de
signaux émanant des différents récepteurs inhibiteurs (comme les KIRs) ou activateurs
(NKG2D, NCRs) présents a leur surface. Parmi les NCRs, NCR3/NKp30 a récemment suscité
un grand intérét avec la découverte de son ligand B7-H6 exclusivement exprimé a la
membrane de nombreuses cellules tumorales. Ainsi, NKp30 joue un réle essentiel dans la
lyse de certaines tumeurs. Il est également un intermédiaire important dans l'interaction
cellules NK / DC aboutissant a la maturation ou a la lyse des iDC.

Comme la plupart des traits et phénotypes humains, la fonction des cellules NK est sujette a
des variations interindividuelles. Une étude remarquable, réalisée par K. Imai et al. a par
ailleurs démontré que l'activité des cellules NK était corrélée avec le risque de développer
un cancer (154). Récemment, N.Delahaye et al. ont mis en évidence un SNP dans le géne
NCR3 influencant I'épissage alternatif de son ARN et la réponse au traitement de patients
atteints de sarcome gastrointestinal (GIST) (315).

Afin de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles de la variabilité des réponses
NK, il est essentiel d’étudier les cellules NK de sujets sains chez lesquels la fonction n’a pas
été altérée par la tumeur elle-méme ou par un traitement. Nous avons donc entrepris
I’analyse de la réponse fonctionnelle des cellules NK apres engagement de leur récepteur
NKp30 au regard des transcrits et de deux polymorphismes de NCR3.

Démarche expérimentale :

Nous avons collecté des échantillons de sang périphérique de 43 donneurs sains a partir
desquels nous avons d’une part extrait 'ADN génomique de ces individus et d’autre part
enrichi la suspension cellulaire en lymphocytes NK par déplétion négative avec le kit
RosetteSep. L’ADN des différents individus a été génotypé pour les SNPs NCR3 étudiés
(rs986475 et rs11575836) par la technologie Tagman.

Sur ces cellules NK enrichies (2 x 10, nous avons déterminé le phénotype NKR activateur
avec un marquage membranaire CD3 (-), CD56 (+), NKp30, NKp46, NKG2D par FACS.

Afin de déterminer I'activité fonctionnelle des cellules NK de chaque individu (1 x 10°), nous
avons stimulé ces cellules in vitro pendant 19h avec un anticorps monoclonal anti-NKp30
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pré-fixé (ou son isotype controle) en présence ou non d’IL-2. Par la suite, les surnageants de
ces cultures ont été récupérés et leur contenu en IFNy, GM-CSF et TNFa déterminé par CBA
alors que les cellules ont été marquées avec des anticorps pour évaluer I'expression de CD69
et CD107a (marqueur de dégranulation) par FACS.

Nous avons en parallele extrait les ARN des cellules NK enrichies, réalisé leur transcription
inverse en ADNc et évalué leur quantité relative par gPCR avec des amorces spécifiques de
chacun des 4 transcrits NCR3 codants ainsi que des amorces détectant la totalité des
transcrits NCR3 (voir tableau ci-dessous). Les résultats ont été normalisés au moyen de deux
génes de référence (ACTB et RPL30) et analysés par la méthode AACq.

Amorces Sens Séquence

Transcrits T1, T2, T3 NCR3 Sens TGGAGAAAGAACATCCTCAGC
T1 NCR3 Antisens CTTTCCAGGTCAGACATTTGC
T2 NCR3 Antisens TGGTGGAAGGGAAAGTTCAG
T3 NCR3 Antisens TGAGGAGTGGCAGTGTGTTC
Tous transcrits NCR3 Antisens GCTGAGGATGTTCTTTCTCCAC
T4 NCR3 Sens GGGAAGGAGGCTGAGCTG
NCR3 T1, T2 & T3 Sens CATGACCACCAGGCTGAG
Tous transcrits NCR3 Sens GACGCCAGCATCTACGTGT
RPL30 Sens CCTAAGGCAGGAAGATGGTG

Antisens AATGACCAATTTCGCTTTGC
ACTB Sens GGACTTCGAGCAAGAGATGG

Antisens AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG

Résultats :

Par cette étude, nous avons validé la remarquable association entre la présence de l'allele
mineur du SNP rs986475 et une augmentation de I'expression du transcrit 3 de NCR3 mis en
évidence chez les patients GIST par I'’équipe de L.Zitvogel. Nous avons également mis en
évidence un autre SNP influencant le niveau des transcrits T1 de NCR3 : rs11575836 situé
dans la région régulatrice du gene, en 5’UTR.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence plusieurs niveaux de corrélation entre le phénotype
NKp30 et la réponse fonctionnelle des cellules NK a la stimulation ciblée de ce récepteur. En
effet, I'expression initiale de NKp30 est corrélée avec celle du marqueur d’activation précoce
CD69 ainsi qu’avec la fonction cytotoxique des cellules NK reflétée par I’externalisation de la
molécule CD107a. Bien que l'expression de CD107a soit elle-méme corrélée avec la
production des cytokines (IFNy, GM-CSF et TNFa), NKp30 n’est pas corrélé avec la fonction
de production de cytokines. Ceci suggére |'existence de voies de signalisation différentes
pour déclencher la cytotoxicité et la sécrétion de cytokines au sein des cellules NK.
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Nous avons révélé 'intervention d’un autre facteur dans cette réponse fonctionnelle apres
engagement de NKp30 : NKp46. L'expression de NKp46 a la surface des cellules quiescentes
corréle en effet non seulement avec NKp30 mais aussi avec la réponse cytotoxique (et méme
de facon plus forte que NKp30 lui-méme avec CD107a).

Enfin, grace a un modele de régression linéaire prenant en compte le facteur ‘NKp46’
(comme référence), nous avons pu constater une association modeste, mais significative et
indépendante, entre les niveaux de transcrits T1 et T2 et la cytotoxicité NK en réponse a une
stimulation ciblée de NKp30 en présence d’IL-2 ainsi gu’une association avec la présence de
I’alléele mineur de rs11575836. Par contre, dans notre échantillon de donneurs sains, nous
n’avons pas réussi a retrouver I'association entre le niveau de T3 ou le SNP rs986475 et cette
méme fonction NK mise en évidence chez les patients GIST.
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Summary

The alternative splicing of NKp30 message was recently reported to alter the functional
response of NK cells and prognosis in patients with gastrointestinal stromal tumors (GIST). In
a series of 43 healthy blood donors, we examined the relationships between NCR3 transcript
isoforms, NK phenotype, cytotoxic activity and cytokine secretion induced by ligation of
NCR3/NKp30 on enriched NK cells. We found a strong correlation between NKp30 and
NKp46 membrane expression and the cytotoxic response assessed with CD107a
degranulation marker. Whereas levels of secreted cytokines (IFNy, GM-CSF and TNFa) were
tightly correlated between each other and with the cytotoxic response, they were uncorrelated
with expression of NKp30, NKp46 and NKG2D activating receptors. We observed a strong
association of the rs986475 SNP minor allele with increased levels of the T3 isoform of the
NCR3 message but not with the functional response, contrary to a previous report. However,
we identified a second SNP, rs11575836, that influences T1 transcript level in relation with
the cytotoxic response elicited by NKp30 signaling. Our study unraveled specific patterns of
gene expression in NK cells that independently control their cytotoxic and cytokine responses
and warrant a comprehensive analysis of gene networks activated by NKp30 in light of

genetic variability.
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Introduction

Natural killer (NK) cells are a major subset of lymphoid cells characterized by their
granular morphology and their spontaneous cytotoxic activity against modified cells [1, 2].
They play a critical role in the immune surveillance of tumors and in response to viral
infections [3]. They are also able to produce a broad range of cytokines [4] and to interact
with dendritic cells [5-7] and macrophages [8], endowing them with immunoregulatory
properties [9]. As now well-documented for many human traits and phenotypes [10], the
function of NK cells is subject to inter-individual variation. Importantly, there is
epidemiological evidence that this inter-individual variation correlates to the risk of
developing and/or controlling cancer [11]. Although very few studies have further addressed
this issue of NK cell function activity among humans, it can be reasonably assumed that a
better understanding of the molecular mechanisms underlying inter-individual variation
would allow better prediction of individual cancer risk and therapeutic responses.

NK cell activation results from the engagement of cell-specific membrane receptors that
collectively recognize a wide diversity of ligands [12]. Two main categories of these receptors
are found at the NK cell surface, those that classically activate NK cells following binding to
their ligands, such as the Natural killer Cytotoxicity Receptors (NCRs) [13-15] or Killer cell
Lectin-like Receptor K1 (KLRK1/NKG2D) [16, 17] and those whose ligation instead
prevents harmful activation against normal cells, most notably including the Killer cell
Immunoglobulin-like Receptors (KIRs) [18]. Among activating receptors, NCR3, also known
as NKp30, has recently stimulated a growing interest because one of its ligand presently
identified, B7-H6, appears to be expressed predominantly, if not exclusively, at the membrane
of certain tumors [19-21]. This transmembrane receptor displays an extracellular domain with

a typical immunoglobulin-like structure and a short intracellular tail capable of interacting
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with CD3{ and FeeRly to signal cell activation following ligand binding [22-24].
Interestingly, the intra-cytoplasmic portion varies due to alternative splicing of the mRNA in
a manner that was recently correlated with the therapeutic response of patients with
gastrointestinal sarcoma tumors (GIST) [25]. Moreover, the pattern of NCR3 mRNA
polyadenylation was found to be influenced by a single-nucleotide polymorphism (SNP) in
the 3’ untranslated region and correlated well with the cytotoxic response and the profile of
cytokines secreted upon cell activation. Of note, NCR3 has been implicated in other cancers,
including melanoma [26] and leukemias [27, 28], and in non tumoral pathologies, such as
malaria [29], theumatoid arthritis [30] and hepatitis C virus infection [31].

Taken together, these findings strongly suggest that variability of NK cell function results
at least partly from genetic polymorphism. To assess the functional consequences of this
variability, it is essential to study NK cells from healthy subjects, in whom function has not
been altered by the tumor itself or by treatments, thus allowing establishment of reference
patterns for gene expression and function. Since epidemiological data suggest that NK cells
are an important component of the response to the carcinogenic process, the NK cell
functional status in healthy subjects may also reflect a baseline that could critically orientate
the subsequent disease course.

In the present study, to bring light on such complex mechanisms of immune cell regulation,
we investigated the variability of NCR3 transcripts in relation with the gene polymorphism in
43 healthy blood donors and assessed how the transcript levels correlated with the NK cell

function following ligation of NKp30.
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Results

SNPs influencing NCR3 transcript levels

Based on the most recent annotation from VEGA (VErtebrate Gene Annotation), we set
up quantitative PCR assays for each of the four known protein-encoding alternatively spliced
transcripts of NCR3. T1, T2 and T3 isoforms result from alternative polyadenylation sites and
modify the intracytoplasmic tail while T4 deletes a 25 amino acid peptide in the extra-cellular
domain (supplementary Fig.1). We then assessed the relative variation of transcript levels in
function of two SNPs, rs986475 and rs11575836. The former SNP maps to the 3’untranslated
region and its minor allele was recently found to predict the response to treatment of GIST
patients [25] while the latter SNP maps to the 5” untranslated region of the mRNA and has
been associated with autoimmunity (Cormier J.-G., Germaud N. et al., in preparation). As
shown in Fig. 1, we observed a substantial variability in the expression of T1, T2 and T3
isoforms, but not of T4, among the 43 blood donors. As previously reported in GIST patients,
the rs986475 SNP influenced the levels of T3 very significantly. Subjects with the minor C
allele had a 90% increase of T3 levels in average compared with those not carrying it (p = 8 x
107°, Fig. 1A). Inversely, this allele was associated with a decrease of T1 and T2 levels while
the overall level of NCR3 transcripts was not altered. The other SNP, rs11575836, was
associated with a more modest but still significant increase of T1 transcripts (Fig. 1B).
Finally, the protein expression measured by immunofluorescence at the NK cell membrane
was correlated with the overall level of transcripts (p=0.045), but not with those of the

isoforms that affect the cytoplasmic tail, T1, T2 and T3 (supplementary Fig. 2).
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NCR3/NKp30 membrane expression levels affect the NK cell functional response

We then investigated the functional response of NK cells to NKp30 ligation in the
presence of recombinant human interleukin-2 (thIL-2). First, there was a marked correlation
of the NKp30 membrane expression measured prior to stimulation with the induction of
CD69, a nonspecific and early marker of lymphoid cell activation, following stimulation with
anti-NKp30 antibody in presence of thIL-2 (Fig. 2A). Interestingly, this correlation was also
observed in samples activated with rhIL-2 alone (Fig. 2B). Of note, exposure to thIL-2 alone
resulted in a significant increase of the NKp30 surface expression and this was not an effect
of cell culture (Fig. 2C). This suggests a positive feedback loop between NKp30 and early
activation events in NK cells.

Concerning the functional responses, the cytotoxic potential of NK cells was assessed by
immunofluorescence labeling of CD107a, while the cytokine production was tested by the
quantification of IFNy, GM-CSF and TNF« in culture supernatants. As shown in Fig. 3, there
was a very significant correlation between the cytotoxic response and cytokine secretion. The
most remarkable correlation, however, was noted between amounts of secreted IFNy and GM-
CSF (Fig. 4,r=0.81,p=3.2 xlO'S). Levels of TNFa were more loosely connected to both of
these cytokines. These functional relationships were observed in response to either rhIL-2
alone (Fig. 4A) or to NKp30 ligation in presence of rhIL-2 (Fig. 4B).

After stimulation with anti-NKp30 antibody, NKp30 membrane expression could not be
measured by immunofluorescence, likely because of masking by the pre-coated antibody or
NKp30 internalization. We therefore indirectly evaluated the correlation of NKp30 expression
with the functional responses by quantifying NKp30 ex vivo prior to stimulation (Fig. 5A) or
following exposure to rhIL-2 alone (Fig. 5B). In both cases, NKp30 was correlated with
CD107a expression. In contrast, the cytokine production was correlated modestly with NKp30

expression on rhIL-2 activated cells and not at all with NKp30 expressed on resting cells. Of
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note, induction of CD69 was correlated with the cytotoxic response (p=0.004) but not with the
cytokine secretion (supplementary Fig.3). Therefore, although CD69 reflects the carly
activation status, it poorly predicts the pattern of activation at later stages. Altogether, these
findings are consistent with a relationship between NKp30 and the cytotoxic response and
suggest that diverging pathways trigger cytotoxic response and cytokine production following

NKp30 ligation.

NCR1/NKp46 and KLRK1/NKG2D receptors

Our findings suggested that additional factors were involved in the modulation of the NK
functional response to NKp30 triggering. Thus, we assessed the role of two other NK
activating receptors, NCR1/NKp46 and KLRK1/NKG2D. Membrane expression of both
receptors varied substantially among individuals (Fig. 6). It is of note that the expression level
of NKp46 was closely correlated with that of NKp30 prior to activation (p=0.0003; Fig. 6A)
and also with the cytotoxic response induced by NKp30 stimulation (p=0.0005; Fig. 6B).
Remarkably, a bivariate model accounting for both NKp30 and NKp46 indicated that NKp46
superseded NKp30 and was the only significant factor explaining CD107a variation (r = 0.67,
p = 0.0005; Table 1).

In contrast, NKG2D was poorly correlated with either NKp30 (p=0.02; Fig. 6C) or
NKp46 (data not shown). Correlation of NKG2D with cytotoxicity did not reach significance
(Fig. 6D). Similarly to NKp30, neither NKp46 nor NKG2D membrane expression influenced

cytokine production in our culture conditions (data not shown).

Influence of NCR3 transcript levels and SNPs on NK cell function
We finally tested the relationship of NCR3 transcript isoform levels and polymorphisms

with the cytotoxic function and the cytokine production after NK cell activation by NKp30
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ligation. We considered linear regression models accounting for NKp46 surface expression
level, used as a reference, and we added the relevant terms. We found a modest association of
T1 and T2, but not T3 isoforms with CD107a expression induced by NKp30 ligation in
presence of rthIL-2 (Table 1). Supplementary Figure 4 gives a graphical representation of the
respective influences of T1/T2 NCR3 transcript levels and NKp46 membrane expression on
CD107a labeling. Similarly, there was indication of an association of the rs11575836 minor
allele with higher levels of CD107a externalization. However, this allele was carried by only
two subjects. On the contrary, there was no effect of the 18986475 SNP on NK cell functions.
The cytokine levels were not correlated with expression levels of any of the isoforms, notably

including T3, or with both SNPs (data not shown).
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Discussion

Inter-individual variation of NK cell function is likely to have important consequences
with regard to individual susceptibility to several cancers, to infections and to inflammatory
diseases. Gaining insight into this variability will require an understanding of the mechanisms
that modulate gene expression in NK cells. Several important studies, initially using
lymphoblastoid cell lines, have demonstrated that transcript levels of numerous genes indeed
vary between individuals in a largely heritable manner [32, 33]. Moreover, for the majority of
these genes, the genetic polymorphism that modifies the gene expression level appears to be
located in cis, i.e. in the gene itself or in its flanking regulatory regions [34]. More recently,
studies of nontransformed cells and tissues have largely corroborated these findings and
revealed that the effect of most SNPs controlling gene expression was tissue- or cell-type
specific. This appears to be the case even for closely related cell lineages, such as peripheral
blood B-cells and monocytes [35]. For a number of genes, different SNPs thus appear to
control gene expression in B cells and in monocytes. It was therefore important to investigate
an enriched NK cell population to minimize confounding caused by cell types mixing in
peripheral blood.

In the present study, we have focused our investigation on a single gene, NCR3, as
opposed to a whole genome approach, but we have related the gene expression at the
transcript level with that at the protein level and the NK function triggered by NKp30 ligation.
We also considered alternative transcripts. Messenger splicing, alternative promoters and
3’untranslated regions represent critical mechanisms that modify the eventual gene function,
especially in the immune system [36]. In our series of 43 healthy donors, we were able to
confirm the very strong association of rs986475 with one of the transcript isoforms, which
had been reported in GIST patients [25]. This SNP alters a typical polyadenylation site and

seems to be the causative SNP that shifts NCR3 expression from the major T1 and T2 isoform
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towards T3. In addition, we observed a modest but significant and new association between
the rs11575836 minor allele and the levels of the T1 isoform, both of which were correlated
with the cytotoxic function assessed by CD107a externalization following NKp30 ligation. It
will be essential to replicate these findings in an independent study. However, the
demonstration that the NKp30 isoform encoded by the T1 transcript is capable to trigger
cytotoxicity, by a still unknown mechanism, is remarkably consistent with our results [25].
The path linking the rs11575836 minor allele with the preferential splicing toward T1
message is also unclear at present. This SNP is in perfect linkage disequilibrium with another
SNP, 1s11575842, located in the last intron of the NCR3 gene where it alters a putative
binding site for an RNA splicing factor, ASF2. Therefore, rs11575842 might be the causative
SNP influencing the choice of the last exon just downstream of it. Functional and molecular
studies will be necessary, however, to validate this hypothesis.

In contrast, we were not able to detect the inverse correlation of T3 isoform expression, or
the minor allele of 1s986475, with the cytotoxic response and the production of TNFa,
reported by Delahaye et al. [25]. The reasons for this discrepancy are unclear at present. In
both series of experiments, NK cells were enriched from peripheral blood and stimulated by
antibody-mediated ligation of NKp30 in the presence of thIL-2. However, in this previous
study, patients, as opposed to healthy donors in ours, were investigated. Possibly, the disease
context allows for functional differentiation guided by the expression of the T3 isoform. The
immunosuppressive cytokine IL-10 could be an important element of this context as
suggested by the outcome of the IL-10-blocking experiment performed by Delahaye et al.
[25] and by its stimulatory effect on proliferation of the CD56™" NK cells in combination
with IL-2 [37]. Interestingly, the latter study showed that secretion of cytokines including
IFNy, GM-CSF and TNFa but not IL-10 itself was also enhanced by IL-10. In contrast, IL-10

secretion, which we did not detect in our experimental conditions (not shown), would depend
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on both IL-2 and IL.-12, at least in healthy donors [38], altogether stressing the importance of
the cell context in the orientation of NK responses. Finally, the genetic polymorphism of the
IL-10 gene promoter influences the gene expression and the clinical prognosis of several
cancers [39].

The marked correlation of the NKp30 membrane expression with the cytotoxic response
of NK cells in response to NKp30 ligation is a new finding. It is not trivial since NKp30
expression was poorly correlated with cytokine secretion and it is not explained by the
variation of the proportion of CD56"" NK cells among individuals. This minor subset of the
circulating pool of NK cells has lower cytotoxic potential but produces greater amounts of
cytokines than the CD56%™ NK cells [40]. However, we observed no correlation between the
proportion of CD56™" cells and CD107a expression or the amount of secreted cytokines (not
shown). Remarkably, NKp30 was also strongly correlated with NKp46. The latter appeared to
be the most relevant factor explaining CD107a level, as least on a statistical ground. In
contrast, the membrane expression of NKG2D was poorly correlated to both NCRs and did
not influence the cytotoxic response. Co-regulation of NCR1 and NCR3 expression might
occur at the transcriptional level. However, examination of recent microarray data in public
database [41] suggests this is unlikely as there was no correlation between transcript levels of
NCR1 and NCR3 (supplementary Fig. 5). Very interestingly, the presence of a number of
genes with transcript levels tightly correlated with those of NCR3 indicates the existence of a
highly connected transcriptional network associated with NCR3. We therefore favor a
posttranscriptional mechanism to explain the relationship between the cytotoxic response
signaling by these two NCRs. This might implicate a role of CD3&, a member of the CD3
family that, as a dimer, forms a complex with NKp30. CD3( also combines as a monomer

with NKp46, jointly with FceRI-y and FeRyIII [42]. A limiting amount of CD3& might

therefore result in fine adjustment of the membrane expression of NCR and subsequently
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regulate the signal transduction pathway that, via SYK and ZAP70, activates the PI3 kinase
and the phosphorylation cascade that eventually elicits the cytotoxic response [43]. It might
also account for the weak correlation between transcript levels and membrane expression of
NKp30. The fact that NKG2D utilizes the DAP10 adaptor molecule instead of CD3¢ may
explain the poor correlation of its expression level with those of the NCRs [44].

Secretion of cytokines following NKp30 ligation, including IFNy, GM-CSF and to a lesser
extent TNFa., appears to obey a common control. Although it is also correlated to the
cytotoxic response, their underlying pathways are likely different since, unlike the cytotoxic
response, cytokine secretion is completely independent of NCR membrane expression levels.
This reveals another layer of complexity in gene expression patterns in NK cells and is
consistent with a recent study demonstrating that cytokines such as IFNy and TNF« are
processed intracellularly and secreted along distinct paths than perforin [45]. This dissociation
between the cytotoxic and the cytokine responses may also reflect the existence of two main
NK cell subsets with functional specialization, the CD56“™CD 16" NK cells being
involved in cytotoxicity while the CD56°"#CD 16" NK cells have low cytotoxic activity
but are able to produce various immunoregulatory cytokines [40]. Interestingly, CD3¢
message was found at significantly higher levels in CD56%™ NK cells compared to CD56"€
cells [46], comforting the correlation of NKp30, NKp46 expression and the cytotoxic
response we observed.

Our analysis of inter-individual variability patterns in donor blood NK cells revealed
significant quantitative associations between expression level of NCR3 and the NCR3-
triggered cytotoxic response. These associations appear to involve both transcriptional and
posttranscriptional mechanisms. They warrant a comprehensive analysis of gene networks

activated in NK cells by NKp30 and other NK receptors in light of human genetic variability.
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Materials and Methods

Collection of samples and NK cell preparation

Peripheral blood samples (15 to 17 ml in EDTA collection tubes) were harvested from
healthy donors by the Saint-Vincent-de-Paul blood bank after written informed consent, in
agreement with the Declaration of Helsinki. Forty-three individuals were recruited at random,
including 21 women and 22 men aged from 19 to 62 years old (mean/median: 40 years). A
one-step immunoselection kit based on negative selection with antibodies against non-NK
cells (CD3, CD4, CD19, CD36, CD66b; RosetteSep™; Stem Cell technologies) was used to

enrich NK cells to a purity of 73,4 + 7,8 % of CD3'CD36" cells.

NK cell phenotyping

Enriched NK cells (2 x 10*) were characterized ex vivo by multicolor flow cytometry
analysis using a combination of monoclonal antibodies (mAb), CD3-AmCyan (clone SK7),
CD56-AlexaFluor 488 (clone B159), NKp46-V450 (clone 9E2/Nkp46), NKG2D-APC (clone
1D11; all provided by BD Biosciences), NKp30-PE (cloneZ25; Beckman Coulter), or their
control isotypes, for 20 to 30 min at 4°C, washed and then fixed in 2% paraformaldehyde.
Data were acquired on a FACSCanto II with Diva software (BD Biosciences) and analyzed
with FlowJo software version 7.6.4 (Treestar). The percentages of positive cells and mean
fluorescence intensities were determined based on at least 6,000 NK-gated events defined as

CD3'CD56" lymphocytes.

NK cell function analysis
Enriched NK cells (1 x 10*) were cultured overnight in 96-flat bottom plates precoated
with anti-NKp30 mAb (5 pug/ml; clone 210845; R&D systems), in RPMI Medium 1640 -

GlutaMAX™-] (GIBCO, Life technologies™) supplemented with 10% FCS,
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penicillin/streptomycin (100 U/ml and 100pg/ml respectively) and in certain conditions with
rhIL-2 (10 ng/ml, coming from Dr Chiron’s laboratory-USA) at 37°C and 5% CO,. The
control IgGa, isotype (5 pg/ml; clone 133304; R&D systems) for the anti-NKp30 mAb was
systematically included in control cultures. In the text, however, these are referred to as
“medium” or “IL-2 alone™ for reason of clarity. The dose (5 pg/ml) of anti-NKp30 mAb was
selected based on a pilot experiment and is commonly used in the literature. Then NK cells
were harvested and stained with functional markers: CD69-FITC (clone 1.78) and CD107a-
V450 (clone H4A3; BD Biosciences/Pharmingen), or their control isotypes. Supernatants
were tested for the presence of IFNy, GM-CSF and TNFa soluble molecules by Cytometric
Binding Array (CBA; BD Biosciences) with a CBA Flex Set. Data for functional markers and
cytokine secretions were acquired on a FACSCanto IT using FACS Diva software (BD
Biosciences). Functional markers were evaluated with FlowJo software (percentages of
positive cells and mean fluorescence intensities), cytokines with the BD FCAP Array™

Software version 3.0 (more than 2,000 events were analyzed in each test).

RT-PCR analysis for NCR3 transcripts

Total RNA was isolated from enriched NK cells with the RNeasy mini or micro kit in
relation with cell numbers and according to manufacturer’s instructions (QIAGEN). RNA
quality was asserted with an Agilent 2100 bioanalyzer and was appropriated for gPCR use,
with RNA Integrity Number (RIN) of 8.4 + 1.1 (mean = s.d.). RNA was reverse-transcribed to
c¢DNA using the SuperScript II Reverse transcriptase (200 U; Invitrogen) in a final volume of
20 pl. 2,5 pl of cDNA (0,25 ng/ul) were amplified with primers specific for the four known
NCR3 coding transcripts, for all NCR3 transcripts and for two reference gene transcripts:
RPL30 and B-actin (ACTB) in a final volume of 10 pul with LightCycler® 480 SYBR Green I

Master mix (Roche). Primer pairs were designed using Primer3 software with at least one of
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them overlapping 2 exons to avoid genome DNA amplification (supplementary Fig.1). Primer
sequences are available upon simple written request. cDNA amplifications were carried out
and analyzed in a Tagman 7300 system (Applied Biosystems; Life technologies™). Obtained

data were analyzed using the ACq method.

NCR3 SNP genotyping

DNA was isolated from whole blood according to the DNeasy kit protocol (QIAGEN). It
was diluted in DNase free water at a concentration of 5 ng/ml to be genotyped for NCR3
SNPs using a custom TagMan® SNP Genotyping Assay (pre-designed primers and Tagman
genotyping Master Mix) in 96-well plates that were read and analyzed using the 7300 Real-

time PCR system (Applied Biosystems; Life technologies™).

Statistical analysis

Statistical tests and graphics were generated by PRISM 5 (GraphPad Software Inc.) and R
software. Nonparametric Mann-Whitney test was used to compare trait distribution between
allele carrier groups. Nonparametric Spearman test was done to test correlation between data.
Multivariate models were fitted with the Im function in the R package. Models were then

compared with the anova function.
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Figure legends

Figure 1. Modulation of NCR3 transcript isoforms by SNPs in 43 healthy donors. A,
1$986475 (33 T/T; 10 T/C) influences NCR3 T3 transcript levels: subjects carrying the minor
allele of this SNP express at least 2 times more T3 NCR3 transcripts. B, rs11575836 (35 T/T,
8 T/C or C/C) modulates NCR3 T1 transcript levels. Statistically different groups were

identified with a nonparametric Mann-Whitney test.

Figure 2. NKp30 membrane expression on ex vivo peripheral blood NK cells quantified by
MFI (Mean Fluorescence Intensity) predicts their early activation status assessed with CD69
labeling following stimulation with (A) rhIL-2 and pre-coated anti-NKp30 antibodies or (B)
thIL-2 alone. Correlations were tested with nonparametric Spearman test. (C) Upregulation of
NKp30 membrane expression upon exposure to rhIL-2 compared to ex vivo expression or
control culture (medium only). A monoclonal Ig of the same isotype (IgG2a) as the anti-
NKp30 antibody was systematically added to control cultures. Comparisons were done with

Mann-Whitney paired tests.

Figure 3. Cytokine secretion is tightly correlated to cytotoxic activity assessed by CD107a
immunolabelling (percentage of positive NK cells). IFNy (A), GM-CSF (B) and TNFa (C)
concentrations were evaluated by CBA in the supernatants further to stimulation with anti-

NKp30 antibodies and rhIL-2. Correlations were tested with nonparametric Spearman test.
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Figure 4. Pairwise correlation between amounts of cytokines secreted after NK stimulation
with (A) thIL-2 alone or (B) rhIL-2 and anti-NKp30 antibodies. Correlations were tested with

nonparametric Spearman test.

Figure 5. Correlation of NKp30 expression with cytotoxic response but not with cytokine
secretion. Enriched NK cells were stimulated overnight with anti-NKp30 antibodies and rhIL-
2 before measuring the cytotoxic response by CD107a immunolabeling and cytokine secretion
by CBA. These parameters were confronted to membrane expression (MFI) of NKp30
assessed in (A) NK cells prior to stimulation or (B) NK cells activated with rhIL-2 alone.

Correlations were tested with the nonparametric Spearman test.

Figure 6. NKp30 expression is significantly correlated with (A) NKp46 but not with (B)
NKG2D expression at the surface of freshly enriched NK cells. NKp46 (C) but not NKG2D
(D) expression correlates with CD107a externalization after NKp30 cross-linking. Expression

levels are given in MFI. Correlations were tested with the nonparametric Spearman test.
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Table 1. Effect of NKp46 and NCR3/NKp30 expression or NCR3 SNPs on NK cell cytotoxic

function.

Expression of the functional cytotoxicity marker CD107a induced by NKp30 triggering in the
presence of thIL-2 was fitted using linear models including NKp46 and NKp30 membrane
expression levels, NCR3 isoform transcripts or NCR3 SNPs. These models were then

compared to the simple model with NKp46 alone, taken as reference.

Model terms Explained Overall p Comparison with
added to NKpd6 Variance (%) reference (p)
= 44 0.00033 #
NKp30 44 0.00124 NS
T1 51 0.00029 0.057
T2 53 0.00021 0.040
T3 44 0.00126 NS
T1+T2 53 0.00019 0.036
rs11575836*C 52 0.00024 0.047
1s986475*C 45 0.00098 NS
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rs11575836 rs986475
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=» Commeon primers =» Isoform-specific primers
(a) T1 or T2 or T3 NCR3-F (b) T1 NCR3-R
(e) All transcripts NCR3-F {c) T2 NCR3-R
(f) All transcripts NCR3-R (d) T3 or T4 NCR3-R
(9) T1 +T2+ T3 NCR3-F (h) T4 NCR3-F

Supplementary figure I. Graphic representation of NCR3 gene transcribed regions
based on Vertebrate Gene Annotation (VEGA, http://vega.sanger.ac.uk). These are
shown as boxes where coding segments are filled and untranslated regions are open.
Note that the NCR3 gene is actually encoded on the negative strand but is here
displayed “classically”, with the 5°end on the left side and the 3’end on the right side.
Primer pairs were designed to discriminate the four known protein-encoding NCR3
transcripts. Primer (a) was paired with (b), (c) or (d) to quantify T1, T2 or T3+T4
isoforms, while the (h)(d) pair was used specifically for T4. The (e)(f) pair was used
to amplify all four transcripts and the (g)(f) pair was taken to amplify the T1, T2 and
T3 but not T4 transcripts. T4 was expressed at low levels above background (not
shown) and varied little among donors (see Figure 1).
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Supplementary figure 2. Correlation of the mean fluorescence intensity (MFI) of

NKp30 membrane expression with the overall level of NCR3 transcript (A) but not
with T1 (B), T2 (C) or T3 (D) isoforms. Correlations were tested with nonparametric

Spearman test.
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Supplementary figure 3. Membrane expression of CD69 (MFI) correlates with the
cytotoxic NK cell response (CD107a, MFI) but not with the cytokine production
following overnight NKp30 stimulation in the presence of rhIL-2. Correlations were
tested with nonparametric Spearman test.
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Supplementary figure 4. Combined influence of NKp46 expression and T1/T2 NCR3
message levels on CD107a immunolabeling. (A) Correlations between NKp46 and
CD107a expression in subjects with high (greater than median, red symbols) or low
(less than median, blue symbols) levels of T1 plus T2 NCR3 transcripts. For a given
expression of NKp46, subjects with higher values of T1 and T2 transcripts express
greater levels of CD107a. (B) Correlations between T1 and T2 NCR3 transcript levels
with CD107a labeling in subjects with high (greater than median, red symbols) or low
(less than median, blue symbols) membrane expression of NKp46. Subjects with
higher expression of NKp46 tend to express higher level of CD107a. This effect seems
to weaken at high values of T1 plus T2 NCR3 transcripts.
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Supplementary figure 5. Plots of public microarray data (log2 fluorescence intensities)
showing (A) lack of correlation of NCR1 with NCR3 transcript levels and (B-F) the 5
top genes best correlated with NCR3. Normalized data (GEO reference: GSE26163)
were analyzed under the R environment. These consisted of 48803 probes
measurements in NK cells from 15 healthy subjects. Twelve of these subjects were

sampled two or three times over a one-month period. Probes with within-subject

coefficient of variation (CV) greater than 5% in one or more of these 12 subjects were
filtered out. This left 7370 probes with stable expression, notably including NCR3, for
further analysis. Correlation of NCR3 probe fluorescence intensity with levels of other
stable probe was tested with the nonparametric Spearman method. Exact P for the
Spearman statistic in this small sample (n=15) was computed with the pspearman R

library. ZNF446: zinc finger protein 446, STOML2: stomatin (EPB72)-like 2 ,

BPHL: biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase), ATP6AP2: ATPase, H+
transporting lysosomal accessory protein 2, NCEH1: neutral cholesterol ester hydrolase

1.
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Article 2

Sequence analysis of the Natural Cytotoxicity Receptor 3 (NCR3) locus in patients with early-onset
myasthenia gravis (MG) reveals two rare disease-associated missense variants and supports a role

for NK cells in MG pathogenesis.

Jean-Grégory Cormier, Nathalie Germaud, Bruno Eymard, Tarek Sharshar, Henri-Jean Garchon.

(En préparation — Objectif soumission a Neurology)

123



L’analyse du locus du récepteur a cytotoxicité naturelle 3 (NCR3) chez des patients
atteints de myasthénie auto-immune (MG) a développement précoce révele deux variants
rares « faux-sens » associés a la pathologie et soutien un réle des cellules NK dans la

pathogénése de la MG - Avant-propos

Objectif :

La myasthénie auto-immune (MG) est une pathologie rare de la jonction neuro-musculaire
caractérisée par une faiblesse des muscles striés. Chez la majorité des patients, on retrouve
des auto-anticorps dirigés contre le récepteur musculaire de I'acétylcholine (RACh) bloquant
la transmission du message nerveux au muscle. L'étiologie du processus auto-immun reste
mal comprise et certainement hétérogene. Il existe en effet plusieurs formes cliniques de
MG. La plus fréquente se présente avec une hyperplasie folliculaire du thymus (TFH), touche
principalement les femmes jeunes et a été associée avec |'haplotype 8.1 du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH). Les alleles de cet haplotype sont en fort déséquilibre de
liaison ce qui rend la région particulierement complexe a analyser. Un intervalle plus
restreint, couvrant 1Mb de la région du CMH, a cependant été identifié comme contenant le
locus de susceptibilité a la maladie. Il regroupe 43 génes situés dans la région de classe |
proximale et celle de classe Il du CMH.

Parmi ces genes, nous avons choisi NCR3 comme candidat. Sa position physique, entre deux
marqueurs parmi les plus fortement associés, sa fonction dans I'activation des cellules NK et
le réle de ces cellules de plus en plus souvent invoqué dans la genése de I'autoimmunité
justifient I'analyse détaillée de son polymorphisme. Par ailleurs, les cellules NK ont été
impliquées dans le développement de la myasthénie autoimmune expérimentale.

Démarche expérimentale :

Nous avons étudié les ADN de 133 patients MG avec TFH et de 100 individus controles. Nous
avons re-séquencé les 4 exons du gene NCR3 et ses régions flanquantes, par la méthode de
Sanger, sur une longueur totale de 2856 nucléotides. Nous avons par ailleurs identifié les
individus porteurs de I'haplotype 8.1 au moyen de trois marqueurs microsatellites dont
certains alléles sont associés spécifiquement a cet haplotype (TNFd, C12C et C125).

Résultats :

Le séquencage du géne NCR3 n’a révélé aucune différence dans la fréquence des SNPs
communs entre les patients et les individus contrbéles. Par contre nous avons mis en
évidence deux nouveaux variants rares retrouvés exclusivement chez les patients
myasthéniques. La variation L19R retrouvée chez deux patients et qui induit une
modification du codon 19 remplacant la leucine par une arginine dans la séquence
polypeptidique est particulierement intéressante. Ce changement, situé dans une région

124



conservée du gene est prédite comme délétére sur la structure de la protéine par deux
algorithmes différents (SIFT et POLYPHEN-2). Ce variant a d’autant plus d’intérét qu’il n’a
pas été observé dans les 1092 individus génotypés dans le projet « 1000 Génomes ». Nous
pouvons supposer que I'acide aminé ainsi modifié, comportant une chaine latérale chargée
positivement (Arg) au lieu d’étre hydrophobe (Leu), et qui se trouve en seconde position sur
la séquence primaire de la protéine mature, pourrait induire des modifications de sa
structure et donc de sa fonction.
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Acquired generalized myasthenia gravis (MG) is a rare autoimmune disease of the neuromuscular
junction, resulting in postsynaptic blockade of nerve transmission . Although its etiology is not fully
understood, there is strong evidence for a role of genetic factors . Indeed, the subset of patients who
are predominantly women with an early onset age (EOMG) and thymus follicular hyperplasia (TFH),
shows a well-established and strong association with the 8.1 haplotype of the major
histocompatibility complex (MHC) . This recurrent haplotype in Caucasians stably displays conserved
alleles over 3 Mb, notably including HLA-A1, HLA-B8 and HLA-DR3. However, because of long-range
linkage disequilibrium, the fine mapping of the causative locus has remained a major challenge.
Based on informative microsatellites 2 and then SNP-microarray data (not published) the disease-
containing interval is currently thought to extend over 1 Mb in the proximal class | and class IlI
regions and to include 43 genes.

To gain further insight, we undertook a detailed characterization of the sequence polymorphism
of the NCR3 candidate locus that maps between two microsatellites, TNFd and D652788, showing the
strongest associations. Besides, its function is consistent with a role in MG pathogenesis as it encodes
a membrane activating receptor (NKp30) of the immunoglobulin superfamily predominantly
expressed on Natural Killer (NK) cells *. There is growing evidence for a critical role of NK cells in
autoimmunity * and specifically in experimental autoimmune myasthenia gravis >. Subsets of NK cells
also appear to be altered in untreated MG patients °.

We investigated 133 French EOMG patients (115 women and 18 men) with young onset age
(median, 25; interquartile range, 20-33), positive for serum anti-acetylcholine receptor
autoantibodies and with TFH reported after thymectomy. We used a control group of 100
population-matched persons. We re-sequenced the 4 exons of NCR3 and their flanking sequences
(Sanger method), covering 2856 nucleotides. Altogether, we detected 20 variants. Thirteen of these
were transcribed; eight were coding; four were non-synonymous. No difference in allele and
genotype frequencies of common variants was observed between patients and controls (not shown).
In particular, there was no variant that could have accounted for the major effect of the 8.1
haplotype in MG, including after conditioning the analysis on this haplotype. Our sample provided us
with full power to detect it.

In contrast, examination of rare variants pointed to two new coding polymorphisms found only in
patients, at positions 31,556,873 (His193Tyr, CAT>TAT) and 31,557,891 (Leu19Arg, CTC>CGC) of
chromosome 6. Since NCR3 is encoded on the lower strand, we first discuss the Leu19Arg variation
which was detected in two unrelated patients, a woman and a man with onset age of 27 and 20,
respectively. Importantly, this variant is not reported in the 1092 subjects of the Phase | “1000
Genomes” project. However, it has now been recorded (rs142675986) in 0.47% (20/4217) of the
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subjects with heart, lung and blood disorders enrolled in the Exome Sequencing Program
(https://esp.gs.washington.edu/drupal/), suggesting that it might have a much broader impact on
health than just MG.

This non-conservative change is predicted to be deleterious by the SIFT algorithm

(http://sift.jvci.org) and “probably damaging” by Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)

with a score of 0.998 (scale from 0 to 1, 1 being most deleterious), notably because this is a highly
conserved position with also conserved surrounding residues in mammalian species. The Leul9 is the
first residue of the mature protein and therefore its substitution might impair the cleavage of the
signal peptide, just after Alal8. However, this is not predicted to be the case by the SignalP algorithm

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Examination of the crystal structure, in contrast, shows

that the highly hydrophobic lateral chain of the Leu is buried between both beta-sheets forming the
NKp30 immunoglobulin-like domain ” (Figure 1). The charged lateral chain of an Arg presumably
would tend to interact with the solvent and decrease the stability of both beta-sheets.

The other variant (His193Tyr), at chr6:31,556,873, is located in the cytoplasmic tail of NKp30. This
position is less conserved among mammals and the substitution is predicted to be tolerated (SIFT) or
benign (Polyphen-2). However, it has not been reported elsewhere and the presence of the Tyr
residue creates a potential phosphorylation site (TyrLeulLeuPro) for src kinases. The addition of a
phosphate group might increase the hydrophilicity of the cytoplasmic tail, alter its interaction with
the CD3( adaptor and subsequently affect signal transduction.

Our findings further support a role of NK cells in the regulatory defect conducive to autoimmunity

at least in some MG patients and warrant a detailed investigation of their function in these patients.
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Figure 1. NKp30 structure and Leucine 19, highlighted in green. (A) NKp30 is shown bound to its
B7-H6E ligand, on top of it. The 3PV6 protein data bank structure file has been displayed using
Jmol with default parameters. (B) The NKp30 chain is magnified and shown alone. The A, B, E
and D strands of the forefront B-sheet are colored in pink, and the a-helices in blue. The two
cysteines 39 and 108 forming the conserved disulfide bond holding the B-sheets are colored in
brown. (C) View of (B) after a rotation of 70° around the y axis.

129



Résultats complémentaires a I’article 2 :

Détails sur le criblage du polymorphisme du géne NCR3

Introduction :

La myasthénie auto-immune acquise généralisée est médiée par des auto-anticorps
principalement dirigés contre le récepteur musculaire de I'acétylcholine (RACh). Au-dela de
leur réle bien déterminé dans I'immunité anti-tumorale et anti-virale, les données récentes
de la littérature suggeérent un role des cellules NK dans les maladies auto-immunes (PR, la
SEP, le DT1). Les cellules NK pourraient, en outre, jouer un réle clé dans l'initiation et/ou le
développement dans le thymus de la réaction auto-immune dans la myasthénie, de par leur
interaction avec les DC (366, 367) et les LB (368), lesquels sont particulierement impliqués
dans la myasthénie. Par ailleurs, il a été démontré que le granzyme B, produit par les cellules
NK et les CTL, peut cliver les sous-unités du RACh, soulignant ainsi I'implication de cette
enzyme et probablement des cellules NK dans l'initiation de la myasthénie autoimmune
(246).

Divers facteurs génétiques ont été associés a la pathologie (369).

Une association significative de deux marqueurs microsatellites TNFd (p=6,4x107) et
D6S2788 (p=0,00084), situés respectivement en aval (environ 420 pb) et en amont (environ
340 pb) du géne NCR3 a ultérieurement été mise en évidence dans le laboratoire avec la
forme de la myasthénie avec hyperplasie folliculaire thymique (MG avec TFH) ainsi qu’avec
le titre sérique des auto-anticorps (p=0,00054 pour le TNFd, et p=0,0127 pour le D652788)
dirigés contre le RACh. Nous nous sommes donc intéressés a NCR3 comme facteur impliqué
dans la pathogénese de la MG avec TFH.

Plan expérimental :

Ce travail a été réalisé a partir d’'un échantillon composé de 133 patients myasthéniques
indépendants présentant une hyperplasie thymique et de 100 sujets sains, tous d’origine
caucasienne francaise.

Caractérisation du polymorphisme du géne NCR3

Les régions codantes, les jonctions intron-exon et les régions flanquantes en 5’ et 3’ du gene
NCR3 ainsi qu’une partie du premier intron potentiellement régulateur ont été amplifiées
par PCR puis séquencées sur les deux brins a I'aide d’un séquenceur ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Les six paires d’amorces utilisées pour les réactions de PCR
et/ou de séquencage ont été définies avec le logiciel PRIMER3 (Table S1). L’amplification par
PCR a été réalisée avec la Platinum® Tag DNA polymerase (Invitrogen) en trois étapes sous
thermocycleur, avec une dénaturation initiale pendant 3 min. a 94°C, suivie de 42 cycles de
PCR comportant une phase de dénaturation pendant 30 sec. a 94°C, puis une étape
d’hybridation des amorces, pendant 30 sec a 55°C (a I'exception du primer pour NCR3_A1l
dont la température d’ « annealing » se situe a 58°C) et enfin une phase d’extension a 72°C,
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30 sec, pour les petits fragments (NCR3_Pro and NCR3_Int) ou 1 min pour les fragments plus
longs (NCR3_A1, NCR3_A2, NCR3_A3 and NCR3_A4). Pour finir, une étape d’extension finale,
10 min a 72°C, est réalisée. Avant la réaction de séquencage a proprement parler (effectuée
de facon standardisée a la plateforme de séquencage de I'Insitut Cochin), les produits de
PCR sont purifiés sur plaque Millipore a filtres et quantifiés avec le Nanodrop. La lecture des
séquences, la réalisation des contigs, et la détection des polymorphismes a partir des
chromatogrammes ainsi obtenus, ont été réalisée a I'aide du logiciel Seqscape (Applied
Biosystems).

Validation des mutations codantes rares chez les patients myasthéniques

Afin de distinguer les loci spécifiques des nouvelles mutations codantes d’erreurs
d’incorporation de la Tag polymerase, nous avons réalisé le re-séquencage des zones du
géne NCR3 ou se trouvent les variants, C2-118 (L19R) and C2-1136 (H193Y), sur des
fragments de PCR indépendantes tandis que la validation du SNP rs34816476 (L140F) a été
effectuée sur la base du test du polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(RFLP), avec I'enzyme de restriction Mbo Il.

Résultats :

Le géne NCR3, couvrant 4103 pb (position génomique : 31556660-31560762 selon la
base de données UCSC, build hgl9), est composé de 4 exons codants et présente des
variants d’épissage plus particulierement dans la région 3’ du gene (Fig. 1).

Au total, nous avons séquencé 2391 pb (2856 pb chevauchantes), chez chaque individu,
correspondant aux régions codantes du géne NCR3, aux jonctions intron-exon, ainsi qu’aux
régions potentiellement régulatrices a savoir le début du premier intron (environ 230 pb)
ainsi que 350 pb en amont du 5" UTR exon du gene. De cette fagon, nous avons pu identifier
23 polymorphismes (Table 1) dont 20 dans le géene NCR3 et trois dans la région 3’ non
traduite (3’ UTR) du gene LST1 (immédiatement voisin du coté télomérique), soit une
densité moyenne d’environ un SNP toutes les 100 pb. Les 8 polymorphismes codants
détectés incluent cinq variants conduisant a un changement d’acide aminé dans la séquence
protéique tandis que trois sont synonymes. De plus, nous avons pu observer dans notre
échantillon, quatre polymorphismes introniques, cinqg SNPs situés dans les régions 5’ et 3’
non traduite du gene NCR3 et enfin, trois variants localisés en amont du gene. Parmi ces
variants, cing n’étaient initialement pas répertoriés dans les bases de données publiques.
Notamment, parmi les trois variants codants présents uniquement chez les patients, L19R,
L140F et H193Y, seul H193Y demeure a ce jour non encore décrit. En effet, le variant L140F
(rs34816476) a été décrit chez des sujets sains tandis que L19R (Rs1423675986) a été
identifié dans une cohorte de sujets atteints de pathologies cardiovasculaires et pulmonaires
(Exon sequencing program du NHBLI) mais reste non décrit a ce séjour chez des sujets sains,
notamment chez les 1092 personnes séquencées dans le cadre du programme 1000
Genomes.
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rs986475

151052248 rs3179004 rs11575842

rs3087617 |r53179003’ rs11575841 rs11575839 rs11575836 rs2736191

Iy
rs986476 C2-1136* rs34816476* |C2-118" C1-696 C1-378 rs11575835
rs11575840* rs77107611 C1-731  |rs11575837  rs11755226
1053:) rs11575838

- Alternative coding exons

Overlapping region between
LST1and NCR3

Figure 1. Common and rare (MAF < 2%) polymorphism locations detected in the NCR3 and
LST1 loci by sequencing.

Boxes marked the exons (E) of the NCR3 gene, thinner boxes indicating the untranslated (UTR)
regions and lines represente introns and the upstream region. Grey and black boxes represent the
alternative coding exons and the overlap between NCR3 and LSTI1, respectively. Common
polymorphisms are placed at the top of the scheme and rare ones at the bottom.

*Non-synonymous coding SNPs.
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Table 1. Description of the 23 variants identified by screening the NCR3 polymorphisms.

Genomic g Numb er (%)

— Position® oS ——— Alle® —— (@=133) _ Controls (a=100)
rs1052248 31556581 LSTI 3’UTR exon TA 77299 61(339)
rs986476 31556635 LSTI 3'UTR exon AT 104 2(10)
rs3087617 3 1556656 LST] 3'UTR exon AT 23(886) 28(149)
rs986475 31556709  NCR2 3'UTR exon CcT 17 (64) 15075
C2-1136 31556873 NCRz? Exon 4 (H193Y) TIC 104 NO
3179004 31556922 NCR3  Exoa4 (syn) AG 1245 765
3179003 31556928  NCR3  Exon 4 (R174S) TG 10 (3.8) 6(30)

rs11575842 31557226 NCR3 Intron 3 T/C 32(12.0) 27(136)
rs34816476 31557381 NCR2 Exon 3 (L140F) T/C 2(08) NO
rs11575841 31557491 NCR2 Intron 2 AG 5(19) 4(21)
rs11575840 31557640 NCR3 Exon 2 (A103T) AG 416 3(16)
rs11575839 31557791  NCR3  Exon2 (syn) T/C 8032 528
rs77107611 31557836 NCR3 Exon2 vn) AG 2.0 1(035)
C2-118 31557891 NCR3 Exon 2 (L19R) GT 208 NO
C1-731 3156037 NCR3 Intron 1 cT 104 NO
C1-696 31560414 NCR3 Intron 1 AG NO 105
rs11575838 31560563 NCR3 3 UTR exaon AG 5@2.0) 1(05)
rs11575837 31560670 NCR3 5" UTR exaon AG 321 3(15
rs11575836 31560702 NCR3 53" UTR exon cT 28(11.7) 22(112)
C1-378 31560732 NCR3 3" UTR exon AC 104 NO
rs11755226 3 1560803 NCR3 Upstream CA 104 NO
2736191 31560910  NCR3 Upstream C'G 10 (42) 6(G.1)
rs11575835 31560948 NCR? Upstream A'G 4(16) 2(1.1)
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Table S1. Locations and sequences of the primers used for the amplification
and the sequencing of the NCR3 locus.

PCR product - phﬁe?s.n(;: :Iog:; = o Primers sequences’
Pro 31560923-31561109 TTGGCCCAGAAGCTAACCTA
(187) CACACAAGGTGATTGCTATGC
5 GGICTGGGTACTGGTIGAGC
:f A1 31560341-31560976 AGAGCCGIGIGTTTCAGCC
< i (636) CTCAGGGAGGCAAGCATTITG
© CACACGGGACT CACACATCAC
Int 31560225-31560401 TCATAGATTTACTTGGATCTCTCAAA
(177) CAGGAGGCTGGACTAGATGC
ACCCTATGCCTGGAGAAAGC
42 31557399-31558008 GCTGAGA TGITCTGCATGG
i (610) GAATGGAACCCCAGAGTIC
CTCAGCCTGGTGGTCATGGAG
-~ GGT GGAGAAAGGTIGAGATGC
:f A3 31556925-31557569 CTGCCTTCTTGGACCITTCC
z i (645) GATGGGAGGGGCAGTAAG
# GGAGCTGCTCAGTGTTGCAG
CCCAGATGTICCCTAGICCICT
14 31556503-31557103 TGGTCCAGCCAGTAAAAACC
Y (601) CACATCTGCTTCCCCCA GIC
CAGTTGCCAAGGAGGAGTC

*Genomic positions ndicated are those from the reference PGF haplotvpe in the public database
UCSC buildhgl9 (http: genomeucse.edu). "Primers sequences in fhe 5°-3° orlentation. Primers in
bold were alsoused for the amplification step.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES



Les cellules Natural Killer sont des lymphocytes de I'immunité innée essentiels a la

mise en place d’une réponse immunitaire robuste contre les cellules modifiées (tumorales
ou infectées par un virus). De plus, du fait de leurs propriétés immunorégulatrices, ces
cellules se sont révélées comme des acteurs potentiels de la réponse auto-immune (tant6t
promoteurs, tant6t inhibiteurs).
L’activation des cellules NK repose sur une balance complexe entre les signaux provenant de
leurs récepteurs inhibiteurs (KIRs) et activateurs (NKG2D, NCRs). Ces signaux sont contrélés
de fagon tres fine. Les études sur les mécanismes régulant I'activation des cellules NK ont
essentiellement été consacrées aux KIRs inhibiteurs, avec I'hypothése qu’ils contrélaient
entierement la réponse NK. Cependant il a été démontré que méme en présence de KIRs et
donc d’une maturation/éducation « normale » des cellules NK, il était possible que ces
cellules soient incapables de s’activer face a leurs cellules cibles dépourvues de CMH de
classe | et d’'induire la lyse de ces derniéres. Cette activation nécessite donc aussi
I'intervention des NKRs activateurs. Le role de NKG2D a bien été étudié a cet égard. Par
contre, il convient a présent de mieux comprendre le fonctionnement des NCRs, qui
constituent I'autre grande famille de récepteurs activateurs des cellules NK. Ainsi, les NCRs,
dont les 3 membres ont été identifiés a la fin des années 1980, jouent un role fondamental
dans I’élimination des cellules tumorales ou infectées par un virus. Un intérét croissant s’est
développé autour du membre NKp30/NCR3 dont le ligand B7-H6, exprimé de facon quasi-
exclusive a la surface de nombreuses cellules tumorales (lymphomes, mélanomes,
carcinomes...et sur la grande lignée-cible traditionnelle des NK: K562), a été récemment
identifié (321). Il est a noter que NKp30 permet aussi d’engager une interaction entre les
cellules NK et les DC aboutissant a la maturation ou a la lyse de ces dernieres. Ceci pointe le
doigt sur le réle des cellules NK comme intermédiaire entre systeme immunitaire inné et
systeme immunitaire adaptatif.

Durant ma these, j'ai tenté d’apporter des élements nouveaux de deux ordres sur ce
récepteur. Tout d’abord, chez un groupe de sujets sains, j'ai examiné la variabilité de la
réponse fonctionnelle des cellules NK a la stimulation de NKp30 et recherché des paramétres
corrélés avec cette variabilité ; ensuite, dans un groupe de patients atteints de myasthénie
autoimmune, j'ai recherché des variants du gene NCR3 associés a la maladie. J'ai également
participé a l'initiation d’un projet en collaboration avec I’équipe du Dr Anne Caignard visant
a évaluer le role des variants NCR3 dans un contexte tumoral ou le réle des cellules NK et de
NKp30 est indéniable : le mélanome cutané.

La 1° partie de mon projet de thése a donc consisté en I'étude de la variabilité de la

réponse NK dans un contexte physiologique par le biais d’'un modeéle de stimulation de

NCR3/NKp30

La variabilité interindividuelle de la fonction NK influence probablement de facon non

négligeable la susceptibilité d’un individu vis-a-vis de divers cancers, de maladies

infectieuses et de pathologies inflammatoires. Afin de mieux comprendre cette variabilité, il
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est essentiel d’approfondir notre compréhension des mécanismes modulant I'expression des
génes déterminant I'activation des cellules NK. Plusieurs études importantes, initialement
réalisées sur des lignées cellulaires lymphoblastoides, ont démontré que les niveaux de
transcrits d’'un géne varient entre les individus et cette variation dépend fortement de
facteurs héréditaires (360, 361).

Pour de nombreux génes, il semble que les polymorphismes régulant leur expression soient
localisés en cis (370). Toutefois, leur effet peut différer d’un tissu ou d’un type cellulaire a
I'autre, ou encore des SNPs différents peuvent moduler un méme gene dans des tissus
différents (364). Pour minimiser la confusion qui peut résulter de I'étude d’une population
hétérogene, nous avons travaillé sur une population cellulaire fortement enrichie en cellules
NK. Nous avons également étudiés des sujets sains pour éviter toute perturbation exogene
(comme une tumeur ou un traitement).

Dans cette analyse de la variabilité interindividuelle, nous avons concentré nos
efforts sur I'’étude d’un seul gene, NCR3 (a I'opposé des études sur génome entier), et nous
avons donc évalué simultanément et sur un méme individu les variabilités a différentes
étapes de I'expression du géne, reflétés par le niveau des transcrits (y compris les transcrits
alternatifs), par celui de la protéine a la surface cellulaire et enfin par les conséquences
fonctionnelles de celles-ci.

Est-il possible de lier un SNP de NCR3 et une modulation transcriptionnelle de ce géne a sa

fonction ?

Dans notre cohorte de 43 donneurs sains, nous avons retrouvé |’association robuste

entre le port de l'allele mineur du SNP rs986475 (situé en 3’ UTR) et I'augmentation de
I’expression du transcrit 3 (T3) de NCR3 (aux dépens de T1 et T2), révélée par les travaux de
N.Delahaye et al., chez des individus atteints de sarcome gastrointestinal (GIST) (315).
Par ailleurs, nous avons mis en évidence |'effet d’un autre SNP sur la transcription du gene
NCR3 : le SNP rs11575836. L’allele mineur de ce dernier est en effet associé a un taux plus
élevé de transcrit T1. Nos résultats suggerent, de plus, pour la premiere fois, une corrélation
de ce polymorphisme avec la fonction cytotoxique, représentée par I'externalisation de
CD107a, apres stimulation du récepteur NKp30. La voie liant le SNP rs11575836 a un
épissage alternatif préférentiel du T1 n’est pas encore bien claire a nos yeux. Cependant,
rs11575836 est en déséquilibre de liaison parfait avec le SNP rs11575842, localisé dans le
dernier intron du géne NCR3 ou il pourrait altérer un site de fixation pour un facteur
d’épissage de I’ARN : ASF2. rs11575842 pourrait donc étre le SNP causal influengant le choix
du dernier exon du géne NCR3. De nouvelles études fonctionnelles devront étre faites pour
valider cette hypothése.

A linverse, nous n’avons pas retrouvé l'effet du SNP rs986475 et du transcrit T3 sur la
fonction NK (cytotoxicité et production de TNFa) démontré dans la cohorte de patients GIST
(315). Nous avions pourtant des conditions de cultures similaires. Ces discordances
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pourraient provenir du temps d’incubation: beaucoup plus court dans I'étude de N.Delahaye
et al. ou simplement du fait que nous sommes dans deux conditions différentes : des sujets
sains d’'un coté et des patients sous traitement de l'autre. En effet, I'lL-10, cytokine
immunosuppressive dont il a été montré qu’elle était un élément vraisemblablement
important de la diminution de cytotoxicité observée chez les patients GIST porteurs de
I'allele mineur du SNP rs986475, est indétectable dans nos conditions de culture. La
production de cette cytokine est probablement exacerbée dans le contexte de la tumeur. Il
a, par ailleurs, récemment été démontré que le polymorphisme du promoteur du géne
méme de I'IL-10 influence le niveau des transcrits de I'lL-10 et que I'haplotype associé a une
augmentation de I'expression du gene est plus fréquent chez les patients atteints de cancer
du poumon (371). La production d’IL-10 semble étre liée a une petite fraction de cellules NK
qui proliférerait de préférence dans un contexte pathologique comme par exemple une
infection au VHC (372, 373). En outre, hors contexte pathologique, selon PT. Mehrotra et al.,
I'IL-10 produite par les cellules NK de donneurs sains n’est détectable qu’au bout de 48h de
culture in vitro en présence des deux cytokines IL-2 et IL-12 (110). La diminution de la
cytotoxicité et de la production de TNFo observée par N.Delahaye et al. chez les patients
GIST pourrait donc étre plutét la conséquence d’un milieu fortement immunosuppresseur
dans lequel I'effet fonctionneldu SNP rs986475 pourrait alors se manifester.

Ainsi, il serait intéressant de vérifier cette hypothése en étudiant la sécrétion d’IL-10 par les
cellules NK de sujets sains aprés stimulation du récepteur NKp30 in vitro, pendant 48h, en
présence des cytokines favorisant son expression: I'lL-12 et I'IL-15 et au regard des
polymorphismes de NCR3. Le TNFa. que nous avons eu aussi plus de difficultés a détecter
aprés stimulation du NKp30 pourrait étre mieux appréhendé en adaptant les conditions de
culture a sa production (temps d’incubation, ajout de cytokines amplificatrices de sa
sécrétion telles que I'lL-12+IL-15).

Décryptage de la relation phénotype NKp30 / Fonction NK

Nous avons par ailleurs démontré pour la premiere fois une corrélation étroite entre
I’expression du récepteur NKp30 a la surface des cellules NK ex vivo et la réponse
cytotoxique de ces cellules aprées engagement du récepteur. Ce résultat est d’autant plus
remarquable que nous ne retrouvons pas de corrélation équivalente avec la production de
cytokines. Cette absence de corrélation n’est pas influencée par le pourcentage variable de
cellules NK CD56""&" (fluctuant entre 5 et 10% des cellules NK circulantes). Ce sous-type de
cellules NK, minoritaire dans le sang périphérique, étant classiquement associé a une plus
abondante production de cytokines (9). La fluctuation de leur faible pourcentage parmi les
cellules NK du sang périphérique n’explique d’ailleurs pas non plus la variabilité de la
réponse cytotoxique.

On peut également supposer que cette difficulté a établir un lien entre le phénotype NKp30
et la production de cytokines soit liée a la taille de I’échantillon (seulement une vingtaine
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d’individus au total pour I'étude fonctionnelle). Il est donc indispensable d’augmenter le
nombre d’individus inclus dans ce test afin de pouvoir conforter ces premiers résultats.

4l chez des

Comme cela a été mis en évidence dans I'étude des phénotypes NCR

patients atteints de leucémie aigué myéloblastique (LAM) par RT. Costello et al. (132), nous
avons confirmé chez les sujets sains la corrélation entre I'expression de NKp30 et celle de
NKp46 a la surface des cellules NK ex vivo. NKp46 semble d’ailleurs étre un facteur plus
important que NKp30 lui-méme dans la réponse cytotoxique CD107a. Au contraire,
I’expression de NKG2D n’apparait pas primordiale dans nos conditions expérimentales.
La corrélation entre I'expression de NKp30 et NKp46 que nous avons observée a également
été répliquée dans un autre groupe de donneurs sains par I'’équipe du Dr. A.Caignard avec
laguelle nous collaborons. Cette corrélation est, de facon intéressante, perdue chez patients
atteints de mélanome. Cette perte de corrélation est sans doute associée a la diminution
d’expression de NKp46 sans modulation de celle de NKp30 chez ces patients (374).

A la suite de la démonstration du rbéle du récepteur activateur NKp46 dans la
maturation des cellules NK murines par E. Narni-Mancinelli et al. (305), on pourrait penser
gue la corégulation de I'expression des génes NCR1 et NCR3 provient d’un événement ayant
lieu au niveau transcriptionnel. Cependant, I'analyse des données publiques d’une puce
d’expression (365) suggére qu’il est peu probable que la corégulation soit déterminée a ce
stade, les niveaux des transcrits des deux NCRs n’étant pas corrélés. En revanche, un
mécanisme post-transcriptionnel pourrait expliquer le lien entre la signalisation cytotoxique
issue de NKp30 et de NKp46. En effet, un élément commun aux deux voies de signalisation
est la molécule CD3( (375). Une quantité limitée de cet adaptateur moléculaire pourrait en
effet déterminer un ajustement fin de ses interactions avec I'un ou l'autre des NCRs,
expliquer I'excellente corrélation de I'expression membranaire des deux NCRs et controler
par conséquent la voie de signalisation aboutissant a la fonction cytotoxique (376). Nous
pensons évaluer cette hypothese rapidement par marquage cellulaire de CD3(. Enfin, le
gene codant CD3C présente lui-méme un important polymorphisme et a été impliqué dans la
prédisposition a la sclérodermie, a la polyarthrite rhumatoide et a la maladie cceliaque.

Le fait que NKG2D utilise un autre adaptateur moléculaire que CD3( (DAP10) est une
explication plausible aux faibles corrélations observées avec les autres NCRs (282). La
clarification des interrelations entre NKRs dans I’activation de la fonction NK, en regard des
polymorphismes de ces récepteurs, nécessiterait de plus amples investigations
fonctionnelles avec par exemple I'ajout, dans les puits de stimulation avec I'anti-NKp30, des
anticorps bloquant les signalisations issues de NKp46 et NKG2D.

Les corrélations observées entre les cytokines produites en réponse a I'engagement
du récepteurs NKp30, en particulier entre I'lFNy et le GM-CSF soutiennent I’'hypothése d’un
controle commun de ces sécrétions. Bien que ces taux de cytokines sécrétées soient
également corrélés a la cytotoxicité, ils sont totalement indépendants de I'expression
membranaire de NKp30 (et de NKp46). Ceci révele un degré supplémentaire de complexité
dans le patron d’expression des génes impliqués dans la fonction NK. Cette hypothése est en
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accord avec une récente étude démontrant que la voie de sécrétion de cytokines comme
I"IFNy ou le TNFa passe par un chemin intracellulaire indépendant de celui de la perforine
(377).

Cette différence de corrélation (a I'expression de NKp30) entre les deux grandes fonctions
NK peut aussi étre liée a la répartition inégale entre la proportion de cellules NK CD56™,
majoritaires (90% des NK) dans le sang périphérique humain et décrites comme les
bright minoritaires (10% des NK) et

associées a la fonction de production de cytokines (9). Comme il y a plus de cellules CD56%™

meilleures actrices de la cytotoxicité, et celle des CD56

dans la population stimulée in vitro, la réponse la plus facilement mesurable et comparable
est donc sans surprise la cytotoxicité. La stimulation in vitro de chacune des sous-
populations NK séparées devrait nous apporter des éléments de réponse a cet effet. Un
phénotypage plus précis de ces deux sous-populations avec des marqueurs supplémentaires
pourrait également nous aider a mieux distinguer le roéle de chacune d’entre elles dans la
fonction NK observée en réponse a la stimulation NKp30 comme CD25 (ou IL-2Ra) exprimé
en grande quantité sur les cellules CD56° "

CD56%™ (Fig.2 de I'introduction).

et CD16, autre marqueur important des cellules

Pour conclure, avec ce modele d’étude de I'activation et de la fonction des cellules
NK par le biais du récepteur NKp30, nous avons pu mettre en évidence, pour la premiére fois
et chez des individus sains, une relation entre un polymorphisme génétique en cis, la
variation d’expression des transcrits du géne, |'exposition de la protéine a la membrane
cellulaire et la fonction spécifique de cette lignée de lymphocytes. Néanmoins, on ne peut
exclure une régulation par d’autres éléments, situés en trans comme des facteurs de
transcription qui pourraient d’ailleurs nous éclairer sur le lien entre les récepteurs NKp30 et
NKp46. Cette question mérite d’étre approfondie par des analyses a plus grande échelle avec
le balayage du transcriptome NK par puces. Ce projet qui va étre développé par la suite dans
notre équipe consistera donc en l'analyse globale des interrelations entre NKRs par la
reconstitution des réseaux de genes mis en jeu pendant I'activation des cellules NK et
reposera en partie sur des analyses transcriptomiques.

Nous avons par ailleurs pu remarquer la difficulté avec laquelle il est possible
d’établir une relation aussi claire entre transcrits et protéines/fonction qu’entre génotype et
transcrits. Il semble donc essentiel de décrypter les regles régissant |'expression des
protéines a la membrane et leur conséquence sur la réponse fonctionnelle afin de pouvoir
par la suite élucider les liens entre génotypes, transcrits et fonction d’'un géne donné.

Le travail que j'ai accompli dans cette partie de ma thése a donc permis de montrer
gu’il est possible de mettre en évidence différents niveaux de corrélations dans les
nombreuses étapes se succédant du gene a la fonction cellulaire. Ces résultats incitent a
mettre en place une étude a grande échelle de la biologie intégrative des cellules
NK, cherchant a relier le polymorphisme des genes, I'expression quantitative des transcrits
et des protéines aux fonctions cellulaires. Une limite d’une telle étude réside dans le fait que
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nous n’avons acces, la plupart du temps, qu’aux cellules du sang périphérique or il serait
passionnant de pouvoir analyser la fonction des cellules NK tissulaires dont le phénotype et
la fonction varient selon les sites.

Les résultats obtenus, permettent d’établir un niveau de référence de la variabilité de
la réponse NK qui pourrait avoir des applications dans diverses pathologies. Dans ce but,
nous avons travaillé sur un exemple de MAI ou le principal mécanisme auto-immun a été
identifié (la production d’auto-anticorps dirigés contre I’'RACh) : la myasthénie auto-immune
(MG). Nous avons par ailleurs développé une collaboration avec I'équipe du Dr A.Caignard
afin d’évaluer le role du nouveau SNP NCR3 que nous avons identifié dans le mélanome.

La seconde partie de mon projet de thése consistait en la recherche de variants de NCR3
dans un contexte pathologique : la Myasthénie auto-immune (MG)

NCR3 est un gene localisé dans la région des génes extrémement polymorphes du
CMH. En effet, il se situe dans le bras court du chromosome 6 au niveau du CMH de classe .
Une centaine de SNPs ont été identifiés jusqu’a présent, dans et a proximité du géne NCR3
dont 39 ont été validés par le projet « 1000 Génomes ».
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/PheGenl?chr=6&from=31556659&t0=31560761&fromto
=31556659+31560761&tab=0#pgSNP). Jusqu’a présent, seulement deux SNPs de NCR3 ont
été associés a des pathologies. Le premier SNP du gene NCR3 a avoir été associé a la

prédisposition a une pathologie est le SNP rs2736191, situé dans le promoteur du géne
NCR3, dont l'allele mineur est retrouvé plus fréquemment chez les patients atteints de
paludisme (209). Le second SNP, rs986475, situé dans la région 3'UTR (dans le site du signal
de polyadénylation 2), a été associé a un facteur de mauvaise réponse au traitement a
I'lmatinib chez des patients atteints de sarcome gastrointestinal (GIST) (315). Les
remarquables travaux de I'équipe de L. Zitvogel ont permis d’associer chacune des trois
formes majoritaires de NKp30 (a, b et c), issues de I"épissage alternatif du dernier exon de
NCR3, a 3 types de réponse fonctionnelle NK. La forme NKp30a est associée a la production
de cytokines et a la cytotoxicité, la forme NKp30b induit uniquement la production de
cytokines pro-inflammatoires et enfin la forme NKp30c a plutét un profil
immunosuppresseur avec I'induction de la sécrétion d’IL-10. L’allele mineur du SNP rs986475
est retrouvé plus fréquemment chez les patients « mauvais répondeurs » au traitement
Imatinib dont les cellules NK expriment majoritairement la forme immunosuppressive de
NKp30 (NKp30c) (315).

La mise en évidence de SNPs différents d’'un méme gene associés a deux conditions
pathologiques (tumeur/infection parasitaire) révele toute la complexité des mécanismes de
régulation de I'expression des genes.

Au-dela du rdle bien établi des cellules NK dans I'immunité anti-tumorale et anti-infectieuse,
un intérét croissant est porté a leur contribution au développement des MAI. Leur role est
ainsi suspecté dans la myasthénie autoimmune, MAI rare touchant la jonction neuro-
musculaire et caractérisée par la production d’auto-anticorps généralement dirigés contre le
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RACh. En effet, les cellules NK, notamment la sous-population CD56dim, sont

significativement moins nombreuses dans le sang circulant des patients (comparés a des
controles sains) et leur nombre se normalise sous I'effet du traitement (378). Dans le modéle
murin de myasthénie autoimmune expérimentale, les cellules NK jouent un role
indispensable dans la production des autoanticorps en facilitant la polarisation Thl des
cellules qui coopérent avec les cellules autoréactives (245).

Nous nous sommes intéressés plus particulierement au récepteur activateur NCR3/NKp30
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, son expression est significativement accrue dans le
liqguide synovial de patients atteints d’une autre maladie autoimmune, la PR, et cette
augmentation est corrélée a l'intensité de I'inflammation synoviale (379). La PR est d’ailleurs
une pathologie proche de la myasthénie qui lui est souvent associée et a une composante
humorale importante dans son étiologie, avec la présence de centres germinatifs
ectopiques, ainsi qu’une association commune a la région centrale du CMH dont fait partie
le géne NCR3. Ensuite, 'importance de NKp30 dans I'interaction NK/DC (avec induction de la
lyse ou de la maturation des iDC) constitue un autre argument pour le réle des cellules NK
dans I'autoimmunité (avec une répercussion sur l'activation des LT CD4" indispensable a
celle des LB producteurs d’autoanticorps, par exemple). Enfin, la localisation du gene NCR3,
entre deux marqueurs microsatellites fortement associés a la MG (TNFd et D652788),
représente un troisieme argument en la faveur d’un réle de ce gene dans I'étiologie de cette
pathologie.

Existe-t-il des variants de NCR3 potentiellement associés a la MG ?

Aprés examen détaillé de la majeure partie du géne NCR3 par re-séquencage sur 133
patients myasthéniques et 100 contréles nous n’avons trouvé aucune association entre un
SNP fréquent de NCR3 et la MG.

Par contre, nous avons pu mettre en évidence 2 variants rares (MAF<2%) retrouvés
uniguement chez les patients myasthéniques et pas dans notre échantillon contrdole ni dans
les 1092 individus du projet « 1000 Génomes ». Ces deux mutations situées aux positions
31,556,873 et 31,557,891 du chromosome 6 changent une histidine en tyrosine en position
193 (H193Y) et une leucine en arginine en position 19 (L19R), respectivement. Autant la
premiére mutation, H193Y, semble avoir un effet négligeable, autant la seconde, L19R,
détectée chez deux patients non apparentés, est prédite comme délétere selon deux
algorithmes différents et retient donc toute notre attention.

Afin de confirmer et préciser I'impact éventuel de ces mutations dans la MG, nous
souhaiterions tester I'expression membranaire de NKp30 et la fonctionnalité des cellules NK
des patients porteurs de ces variants rares, en réponse a la stimulation de NKp30. Dans
I’attente de cette validation fonctionnelle, nos résultats soutiennent I’hypothese d’un réle
des cellules NK dans les anomalies de régulation propices au développement de cette MAI
au moins chez certains patients myasthéniques.
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A cet égard, il serait intéressant de préciser le phénotype des cellules NK thymiques chez les
patients myasthéniques. En effet, comme nous I'avons discuté, les cellules NK n’ont pas le
méme phénotype entre le sang périphérique, ou sont effectuées la majorité des études chez
I'Homme, et les sites ou elles peuvent jouer un role pathogene ou protecteur. Or, le thymus
joue un role certainement important dans la genése de la MG. Il est un site majeur de
production des autoanticorps et vraisemblablement le site d’initiation de la réaction
autoimmune.

Les cellules NK thymiques pourraient ainsi jouer un role spécifique dans la pathogénése de la
MG avec TFH. Elles pourraient notamment :

- influencer la formation des centres germinatifs, ou les LB spécifiques du RACh sont activés,
par la production de TNFo ou de LT (108),

- influencer la maturation des DC (I’absence de lyse des DC trop inflammatoires pourrait
favoriser I'activation des T CD4" aidant a 'activation des LB) (245),

-interagir directement avec les LT (137).

L’étude de ces mécanismes est rendue possible par le fait que I'ablation du thymus est une
des principales options thérapeutiques dans la myasthénie des sujets jeunes.

Il serait également particulierement intéressant d’appliquer les analyses des relations
génotype-transcrits-phénotype-fonction faites chez les individus sains dans le cadre de cette
autre MAI, souvent associée a la MG et ou l'implication de NKp30 a déja été rapportée,
gu’est la PR avec un examen simultané des cellules NK dans le sang périphérique et dans le
tissu cible, la synoviale.

Autre application de cette nouvelle méthode d’analyse des mécanismes de régulation de

I’expression de génes dans le mélanome ?

L'étude de la fonction des cellules NK reste fortement associée a celle des
mécanismes de défense anti-tumoraux, c’est pourquoi nous avons développé une
collaboration avec I'équipe du Dr. A. Caignard (de I'Institut Cochin) qui étudie le phénotype
et la fonction des cellules NK aux différents stades du mélanome cutané, afin d’évaluer
I'intérét de notre approche dans cette tumeur maligne. L’équipe de A. Caignard a, en outre,
récemment mis en évidence I'implication de NKG2D, des NCRs et de DNAM-1 dans la lyse
des cellules de mélanome médiée par les cellules NK. Il est a noter que les cellules NK de
patients atteints de mélanome au stade IV expriment moins de NKp46 a leur surface que les
donneurs sains. Ce défaut d’expression est cependant résolu apres traitement par
chimiothérapie (374). L'observation de la corrélation entre I'expression de NKp30 et NKp46
chez les donneurs sains est perdue chez les patients mélanome de stade IV mais réapparait
apres chimiothérapie. L'analyse plus en détail du lien présent entre ces deux NCRs revét
donc un grand intérét dans I'étude des mécanismes régulant l'interaction cellules NK /
Cellules tumorales.

Les résultats préliminaires, obtenus dans ce projet « NCR3-Mélanome », avec le génotypage
des SNPs NCR3 chez les patients atteints de mélanome (tout stades confondus : stade | a IV
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et « long-répondeurs »), sont pour le moins intrigants et révélent que I'alléle mineur de
rs11575842 est retrouvé chez deux fois plus d’individus atteints de mélanome que chez nos
donneurs de sang et que les cellules NK de ces patients exerceraient une plus forte
cytotoxicité aprés stimulation in vitro avec le récepteur NKp30. Ces résultats, portant sur peu
d’individus et issus d’'une étude de la réponse NK apres stimulation de PBMC (et non de
cellules NK enrichies) méritent d’étre approfondis avec un plus grand nombre d’individus et
un test fonctionnel aprés enrichissement en cellules NK.

Cette deuxieme partie de notre travail attire I'attention sur les lymphocytes NK
comme des acteurs importants dans des mécanismes pathogénes diversifiés (tumeurs,
infections et auto-immunité). Une meilleure compréhension des systémes de régulation de
la fonction NK au regard des polymorphismes des génes codant les différents récepteurs NK
et de I'expression de ces genes devrait étre désormais possible grace aux méthodes de la
biologie haut-débit. Elle devrait permettre de mieux cerner la prédisposition individuelle a
développer certaines des pathologies impliquant les cellules NK et pourrait également
orienter les recherches sur des immunothérapies efficaces basées sur ces cellules.
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