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I. L’immunité innée et l’immunité adaptative 

1. Immunité innée 

L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme contre les 

pathogènes. Sa mise en place est immédiate après invasion par un pathogène (virus, bactérie, 

champignon ou parasite). Les réponses cellulaires de l’immunité innée sont assurées par les 

macrophages, cellules dendritiques, mastocytes, neutrophiles, éosinophiles, cellules 

épithéliales, cellules endothéliales, cellules Natural Killer (NK) et cellules Natural Killer T 

(NKT) et les lymphocytes T γδ  (Turvey and Broide, 2010). Certaines cellules de cette immunité 

innée reconnaissent via les récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptors) des motifs 

moléculaires associés aux pathogènes (PAMP), présents à la surface des microorganismes 

(bactérie, cellule fongique, parasite, particule virale), comme les composants de la paroi des 

bactéries (LPS) ou des champignons (Medzhitov and Janeway, 1997a). La reconnaissance de 

ces PAMPs conduit à l’activation de plusieurs types cellulaires de l’immunité innée, entrainant 

la production des médiateurs inflammatoires (IL-1, TNF-α,  IL-6, IFN de type 1 et plusieurs 

chimiokines), qui interviendront dans le recrutement de certains acteurs immunitaires et dans 

la mise en place des réponses immunes adaptatives (Medzhitov and Janeway, 1997b).  

 

2. Immunité adaptative 

Les réponses immunes adaptatives constituent, la deuxième ligne de défense de 

l’organisme contre les pathogènes après l’immunité innée. Ces réponses immunes adaptatives 

sont assurées par les lymphocytes T αβ et B capables de reconnaître spécifiquement via leurs 

récepteurs, les antigènes du « soi » et du « non soi ». Les lymphocytes B issus de la moelle 

osseuse reconnaissent via leur récepteur BCR (B cell receptor), des antigènes multivalents. 

Cette rencontre permettra aux lymphocytes B de s’activer et de se différencier en plasmocytes 

sécréteurs d’anticorps solubles neutralisants (réponse humorale) et en lymphocytes B 

mémoires. Par ailleurs, les lymphocytes T naïfs reconnaissent via leurs récepteurs TCR (T cell 
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receptor), les fragments d’antigènes présentés par les molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH), une fois appretés par la Cellule Présentatrice d’Antigène (CPA) 

(Bonilla and Oettgen, 2010). Ces molécules du CMH présentent des peptides antigéniques aux 

lymphocytes T naifs αβ n’ayant pas encore rencontré d’antigène spécifique.  Cette 

reconnaissance permettra à ces lymphocytes T αβ naïfs de devenir effecteurs et de se 

différencier en lymphocytes T mémoires.  

 

3. Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité   

Chez l’homme, le CMH représente un ensemble de gènes situés sur le bras court du 

chromosome 6 codants  notamment des molécules membranaires appelées HLA (Human 

Leukocyte Antigen) (Lamm et al., 1974). Ce complexe génétique HLA est subdivisé en trois 

régions : HLA de classe I, HLA de classe II et HLA de classe III, illustré dans la figure 1 

(Trowsdale et al., 1991). La région HLA de classe I contient les gènes HLA de classe I 

classiques (HLA-A, HLA-B, HLA-C) et des gènes HLA de classe I non classiques (HLA-E, 

HLA-F et HLA-G). La région HLA de classe II contient les gènes HLA classiques (HLA-DP, 

HLA-DQ, HLA-DR), les pseudogènes et deux gènes HLA de classe II non classiques (HLA-

DM et HLA-DO) (Monaco, 1993), (Horton et al., 2004). Enfin, la région HLA de classe III 

située entre les régions HLA de classe I et II, contient principalement les gènes TNF, C2, C4, 

BF et CYP21 (Gruen and Weissman, 2001). Les gènes HLA de classe I et II classiques sont 

codominants, transmis en bloc et polymorphes. Ces gènes HLA codent les chaines α pour la 

classe I et les chaines α et β pour la classe II, qui diffèrent respectivement dans leurs structures 

et en termes des peptides qu’elles présentent aux récepteurs des lymphocytes T (Figure 1). Les 

molécules HLA de classe I sont exprimées à la surface de toutes les cellules nucléées de 

l’organisme. Elles sont spécialisées dans la présentation des peptides issus du cytosol aux 

lymphocytes T CD8+. A l’inverse, les molécules HLA de classe II sont exprimées 

constitutivement sur un nombre limité des cellules de l’organisme, telles que les lymphocytes 
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B, les cellules dendritiques, les macrophages, les monocytes, les endothéliums des vaisseaux 

capillaires, les cellules épithéliales thymiques, certains épithéliums des voies digestives et 

respiratoires (Ma et al., 2012) (Xaus et al., 2000) (Rouse et al., 1982). Une fois exprimées à la 

surface, les molécules HLA de classe II présentent des peptides antigéniques aux lymphocytes 

T CD4+. Enfin, ces molécules HLA, plus précisément celles de classe I sont reconnues par une 

famille de récepteurs exprimés à la surface des cellules NK que nous décrirons dans les 

prochains chapitres. L’intérêt de ce système HLA dans le contexte des greffes de Cellules 

Souches Hématopoïétiques (CSH) sera abordé dans la partie III de ce manuscrit (Parham, 

2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Complexe HLA et structure des molécules HLA de classe I et II  

Le complexe génique HLA situé sur le bras court du chromosome 6 est subdivisé en trois classes : les gènes HLA 

de classe I classiques (HLA-A, -B, -C), non-classiques (HLA-E, -F, -G) ou classe I like (MICA/B), les gènes HLA 

de classe II classiques (HLA-DR, DP, DQ) et non-classiques (HLA-DO, DM) et les gènes HLA de classe III (TNF, 

LT, HSPA, C2, C4). Les gènes HLA de classe I codent des molécules constituées d’une chaîne α à trois domaines 

extracellulaires (α1, α2 et α3) associée à la β2 microglobuline. Par ailleurs, les gènes HLA de classe II codent des 

molécules constituées de deux chaines α (α1, α2) et β (β1, β2) composées chacunes de deux domaines 
extracellulaires (adaptée de Maria Gutierrez-Arcelus et al. Nat Rev Genet 2016 et Immunologie, Owen, Punt et 

Stranfort, 2013). 
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II. Les Cellules Natural Killer (NK) 

Les cellules NK sont des cellules du système immunitaire innée codécouvertes chez la 

souris en 1975, par Ronald Hebermann et Rolf Kiessling, comme des cellules lymphocytaires 

non B et non T ayant une cytotoxicité naturelle anti-tumorale (Herberman et al. 1975), 

(Kiessling et al., 1975). Les cellules NK sont des lymphocytes granuleux représentant 5 à 20% 

des lymphocytes du sang périphérique (Ndhlovu et al., 2012). Au cours de ces dernières années, 

les fonctions effectrices de ces cellules NK ont été plus clairement décrites. Les cellules NK 

sont des cellules cytotoxiques constituant la première ligne de défense de l’organisme contre 

les pathogènes intracellulaires, les cellules infectées par les virus et les cellules transformées 

(Trinchieri, 1989). Chez l’homme, ces cellules NK sont généralement identifiées par l’absence 

d’expression de la molécule CD3 et l’expression du marqueur de surface CD56 (CD56+CD3-) 

(Ritz et al., 1988). La molécule CD56 correspond à l’isoforme de 140 kDa de la molécule 

d’adhésion N-CAM (neural cell adhesion molecule) exprimée également sur certaines sous-

populations de lymphocytes T, les cellules musculaires et neurales (Lanier et al., 1989a). Deux 

grandes sous-populations de cellules NK peuvent être distinguées en cytométrie en flux, basées 

sur le niveau d’expression du marqueur de surface CD56 : Cellules NK CD56dim CD3- et NK 

CD56bright CD3-. Le  marqueur de surface NKp46 peut être aussi utilisé pour identifier les 

cellules NK (Montaldo et al., 2013), (Walzer et al., 2007). Dans le sang périphérique, environ 

90% des cellules NK sont CD56dim et 10% des cellules NK sont CD56bright (figure 2). Les 

cellules NK CD56dim sont très cytotoxiques et produisent de faibles quantités de cytokines 

(Nagler et al., 1989). Par contre, les cellules NK CD56bright sont moins cytotoxiques et 

produisent d’énormes quantités des cytokines immunorégulatrices (figure 2), telles que l’IFN-

γ, TNF-β et le GM-CSF (Lanier et al., 1986), (Cooper et al., 2001).  
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Figure 2 : Sous populations des cellules NK CD56+CD3- 

La sous-population des cellules NK CD56brightCD16dim (à gauche) représente environ 10% des cellules NK du sang 

périphérique. Elle exprime fortement le complexe CD94/NKG2A, faiblement les récepteurs KIR, secrète de 

grandes quantités de cytokines et elle est peu cytotoxique. A l’inverse, la sous-population des cellules NK 

CD56dimCD16bright (droite) représente 90% des cellules NK du sang périphérique. Elle exprime faiblement le 

complexe CD94/NKG2A, fortement les récepteurs KIR, secrète de faibles quantités de cytokines et elle est très 

cytotoxique.  

 

 

En 2013, les cellules NK ont été initialement classifiées comme les membres prototypiques 

du groupe 1 des ILC (Innate Lymphoid Cells) sur la base de leurs caractéristiques 

fonctionnelles, telles que leur capacité à produire de l’IFN-γ après activation (Spits et al., 2013), 

(Walker et al., 2013). Une nomenclature de ces ILC a alors été définie. En 2018, cette 

nomenclature a été redéfinie, les cellules NK constituent désormais un compartiment à part des 

ILC1 (Vivier et al., 2018).  

 

1. Nomenclature des Innate Lymphoid Cells (ILCs) 

Les ILCs sont des sous-populations de lymphocytes n’exprimant pas les récepteurs 

d’antigènes des lymphocytes T et B (Vivier et al., 2018). En 2013, ces ILCs ont été classifiés 

en trois groupes ILC1, ILC2 et ILC3. A l’époque, le groupe 1 des ILCs était composé des 

cellules NK et des ILC1s. La nouvelle nomenclature des ILCs approuvée par l’IUIS 

(International Union of Immunological Societies), basée sur leurs développements ainsi que 
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leurs fonctions (figure 3), classifie désormais ces ILCs en cinq groupes : les cellules NK, 

ILC1s, ILC2s, ILC3s et les cellules LTi (Vivier et al., 2018).  

 Comparées aux cellules NK, les ILC1s sont généralement non cytotoxiques ou 

faiblement cytotoxiques et interviennent dans la défense de l’organisme contre les infections 

virales et bactériennes (Abt et al., 2015), (Vivier et al., 2018). Contrairement aux cellules NK 

produisant d’énormes quantités de perforine, les ILC1s produisent de faibles quantités de 

perforine. Ces deux types cellulaires partagent certaines caractéristiques communes, telles que 

la production d’IFN-γ via le facteur de transcription T-bet et l’expression des récepteurs de 

cytotoxicité naturelle (NCRs) (Vivier et al., 2018). Par ailleurs, les ILCs du groupe 2 sont 

définis par leur capacité à produire des cytokines de type 2, telles que les IL-4, IL-5 et IL-13 

(Moro et al., 2010) ainsi que leur capacité à résider au niveau des tissus (Gasteiger et al., 2015). 

La sécretion des cytokines de type 2 par les ILC2s et IFN-γ, TNF-α peut être dramatiquement 

affectée chez les patients atteints de LAM  (Trabanelli et al., 2015).  Les ILC2s interviennent 

dans les réponses immunitaires innées contre les parasites (helminthes). Elles sont capables de 

participer à la réparation des tissus endommagés par l’infection, en produisant le facteur de 

croissance AREG (Amphiregulin) (Monticelli et al., 2011). De plus, les ILC2s contiennent 

d’énormes quantités de facteur de transcription GATA3 comparées aux autres ILCs (Vivier et 

al., 2018). Les ILCs du groupe 3 produisent les cytokines IL-17, IL-22, TNF, GM-CSF, RANK 

et la lymphotoxine. La production de la cytokine IL-22 permet de maintenir l’homéostasie 

intestinale et de promouvoir la prolifération des cellules souches intestinales après de fortes 

doses de TBI (Total body irradiation) en greffes de CSH dans un modèle de souris (Hanash et 

al., 2012). Les ILC3s interviennent dans la phagocytose des bactéries extracellulaires (bactéries 

et champignons) et expriment le récepteur NKp44 décrit ultérieurement dans la partie 3.4.2. 

Les cellules LTi (Lymphoid tissue inducer) participent par contre à la formation des organes 

lymphoïdes secondaires pendant le développement embryonnaire, en produisant la 
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lymphotoxine (Mebius et al., 1997). Contrairement aux ILC3s exprimant le marqueur NKp44, 

les cellules LTi expriment les marqueurs de surface c-Kit et CCR6. Des études ont observé, une 

perte significative des ILCs circulants après chimiothérapie, suivie d’une reconstitution lente 

des ILC1s, ILC2s et ILC3s (Munneke et al., 2014). Les trajectoires de développement de ces 5 

ILCs sont présentées sur la figure 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Développement des ILCs 
Les ILCs se développent à partir d’un progeniteur lymphoïde inné commun (CILP) issue du progéniteur 

lymphoïde commun (CLP). Le CILP peut se différencier soit en précurseurs des cellules NK (NKP) 

pour donner les cellules NK ou en CHILPs (Common Helper Innate Lymphoïde Progenitors) qui se 

différencie soit en progéniteurs LTiP (lymphoid tissue inducer progenitors) ou en progéniteur ILCP 

(innate lymphoïd cell precursors). Les LTiP se différencient en cellules LTi. Le progéniteur ILCP se 

différencie soit en ILC1 ou ILC2 ou en ILC3. Chaque stade de différenciation est dépendant de 

l’expression des facteurs de transcription indiqué : NFIL3 (nuclear factor IL-3 induced), Id2 (Inhibitor 

of DNA binding 2),TOX (thymocyte selection-associated high mobility group box protein), TCF-1 (T 

cell factor 1), ETS1 (avian erythroblastosis virus E26 homolog-1), GATA-3 (GATA binding protein 3), 

PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger),T-bet (T-box transcription factor), Eomes (Eomesodermin), 

RUNX3 (runt-related transcription factor 3), RORα (RAR-related orphan receptor α), Bcl11b (B cell 

lymphoma/leukemia 11B), Gfi1 (growth factor independent 1),  RORγt (RAR-related orphan receptor 

γt) et AhR (aryl hydrocarbon receptor). Ces données ont été obtenues chez la souris (Vivier et al., 2018).  
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2.  Développement, différenciation et mémoire des cellules NK 

 

Le développement des lymphocytes NK humains, se fait dans la moelle osseuse 

(Caligiuri, 2008), (Colucci et al., 2003) et dans d’autres sites anatomiques tels que les organes 

lymphoïdes secondaires (Scoville et al., 2017). Chez l’homme, ces cellules NK se développent 

à partir d’un progéniteur lymphoïde CD34+ commun aux lymphocytes T et B. Ce progéniteur 

lymphoïde commun (CLP) s’engage dans la lignée NK sous l’influence des certains signaux 

pour acquérir progressivement un phénotype mature et des capacités fonctionnelles. Les étapes 

de développement des cellules NK humaines ne sont pas encore bien établies.  Brièvement, 

l’engagement dans la lignée NK se fait de façon progressive jusqu’au stade 3 (Scoville et al., 

2017). La maturation fonctionnelle débute ensuite à partir de ce stade 3. Cependant, 

l’acquisition des fonctions effectrices telles que la production de l’IFN-γ ne se fait qu’à partir 

du stade 4b (Scoville et al., 2017). L’acquisition des récepteurs sur les cellules NK se fait de 

façon coordonnée. Le récepteur CD161 apparait en premier, suivi de la molécule CD56, 

CD94/NKG2A, NKp46, NKG2D, les récepteurs KIRs et CD16 (Grzywacz et al., 2006). 

D’après le nouveau modèle proposé en 2017 (Scoville et al., 2017), basé sur l’expression 

différentielle de 7 marqueurs de surface (CD34, CD117, IL-1R1, CD94, NKp80, CD16 et 

CD57), le développement et la différenciation ex vivo des cellules NK humains se feraient en 

six grandes étapes.  

 

 

2.1.Stade 1 : les progéniteurs des cellules NK (pro-NK) 

 

L’engagement dans la lignée NK débute dans la moelle osseuse à partir du progéniteur 

pro-NK CD34+CD122-. Ce dernier donne lieu aux cellules pre-NK CD34+CD122+ pouvant 

par la suite se différencier en réponse à l’IL-15 (Colucci et al., 2003). Les pro-NK expriment 

les marqueurs de surface CD34 et CD45RA mais n’expriment pas les molécules CD117, CD94, 

CD16, CD57, NKp80 et IL-1R1 (Figure 4). À ce stade de développement, on n’observe aucune 
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expression de l’ARNm du CD122 (IL2Rβ) et ces pro-NK sont par conséquent non répondeurs 

à l’IL-15.  

 

2.2.Stade 2 : les pre-NK 

 

La caractéristique définissant ce stade est l’acquisition des capacités à répondre à l’IL-

15 soluble produite par les cellules stromales de la moelle osseuse (Mrozek et al., 1996) et la 

différenciation en cellules NK immatures (stade 3, Figure 4). Ce stade de développement est 

aussi marqué par l’acquisition du proto-oncogène c-kit (CD117) et la diminution de 

l’expression du récepteur CD34. Dans les organes lymphoïdes secondaires, ce stade est 

constitué par deux sous étapes (2a et 2b) fonctionnellement différentes selon l’expression du 

récepteur de type 1 de l’interleukine 1 (IL-1R1) (Scoville et al., 2016). Aux stades 2a et 2b, les 

cellules NK expriment le marqueur CD45RA des cellules T naïves, l’intégrine β7, ID2 et 

présentent une faible ou une absence de détection du marqueur CD10 (Scoville et al., 2017). 

Cependant, les cellules du stade 2b sont uniques dans leur expression quasi-uniforme des 

marqueurs pan-ILC, CD161 et une absence de détection de l’ARNm de RAG1 exprimé dans 

les cellules des stades 1 et 2a. Contrairement aux cellules du stade 2b exprimant le récepteur à 

IL-1R1, les cellules du stade 2a n’expriment pas ce récepteur (Scoville et al., 2016).  

 

 

2.3. Stade 3 : Cellules NK immatures (iNK) 

 

Au cours de ce stade, les progéniteurs s’engagent définitivement dans la lignée NK en 

perdant l’expression du marqueur CD34 et de nombreux antigènes de surface associés aux 

lymphocytes T, B, monocytes, macrophages et aux cellules dendritiques. Par ailleurs, on 

observe une expression des marqueurs de surface associés aux cellules NK tels que CD2, CD7, 

CD56, CD161, 2B4, et NKp44 (Freud and Caligiuri, 2006). L’expression des récepteurs Killer 

cell Immunoglobulin like Receptor (KIR), CD94/NKG2, NKp46, NKG2D et CD16 n’est pas 
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encore acquise à ce stade (Figure 4). Bien que ce stade corresponde à l’engagement définitif 

des progéniteurs dans la lignée NK, ces cellules NK immatures ne sont cependant pas encore 

capables de secréter l’IFN-γ et de lyser les cellules présentant une perte d’expression des 

molécules HLA de classe I.  

 

 

2.4. Stade 4 : Les cellules NK CD56bright  

 

La progression au stade 4 (Figure 4), est marquée par une diminution d’expression des 

marqueurs de surface CD117, CD33, CD127 et l’acquisition des récepteurs (NKG2A, NKG2D, 

NKp46, KIR), perforine intracellulaire, sécrétion d’énormes quantités d’IFN-γ ainsi que le 

récepteur CD122 qui devient détectable par cytométrie en flux (Freud et al., 2006). À ce stade 

de développement, les cellules NK expriment fortement le marqueur CD56 (CD56bright), 

n’expriment pas encore le récepteur de faible affinité de la portion Fc (CD16) des 

immunoglobulines et sont très peu fournies en granules de perforines. Ce stade est subdivisé en 

deux sous stades (4a et 4b) selon l’expression du récepteur NKp80 sur les cellules NK (Freud 

et al., 2016). Le stade 4b se différencie du stade 4a, par l’expression du récepteur NKp80 sur 

les cellules NK et par leur capacité à produire de l’IFN-γ et de libérer des granules cytotoxiques 

(Freud et al., 2016).  

 

2.5. Stades 5 et 6 : Les cellules NK CD56Dim 

Ces deux stades sont marqués par la diminution progressive du niveau d’expression de 

la molécule CD56 (CD56Dim), une expression des récepteurs KIR, une forte expression du 

récepteur de faible affinité du fragment Fc des immunoglobulines (CD16) et une capacité à 

produire d’énormes quantités de granules cytotoxiques. Le stade 6 se différencie du stade 5 par 

l’acquisition du marqueur de maturité (CD57) et la perte complète du niveau d’expression de 

la molécule CD117 (Figure 4). 
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Figure 4 : Représentation schématique des stades de développement des cellules NK 

humaines. Ces stades sont définis selon le niveau d’expression des molécules CD34, CD117, IL-1R1, CD94, 

NKp80, CD16 et CD57 au cours du développement des cellules NK. L’engagement dans la lignée NK se fait de 

façon progressive jusqu’au stade 3. Au stade 3 débute la maturation fonctionnelle des cellules NK avec 

l’acquisition des fonctions effectrices à partir du stade 4b. La maturation phénotypique des cellules NK se termine 

par l’acquisition du marqueur CD57 au stade 6. L’acquisition des récepteurs KIR se fait progressivement à partir 

du stade 4a (Inspirée Freud et al., 2006 et Scoville et al. 2017).  

 

 

2.6. Cellules NK mémoires 

La mémoire immunologique est l’une des principales caractéristiques de l’immunité 

adaptative. Les cellules NK ont été longtemps considérées comme étant des cellules du système 

immunitaire innée à courte durée de vie, capable de lyser les cellules transformées ou infectées 

par un pathogène.  Plusieurs données expérimentales ont suggéré que les cellules NK peuvent 

par exemple avoir une mémoire immunologique à longue durée de vie spécifique des haptènes 

et des virus (O’Leary et al., 2006), (Sun et al., 2009), (Paust et al., 2010), (Abdul-Careem et al., 

2012), (Cerwenka and Lanier, 2016) . La mémoire des cellules NK en réponse aux infections 

virales a été décrite chez la souris (Paust et al., 2010), le macaque rhésus (Reeves et al., 2015) 

et chez l’homme (Lopez-Vergès et al., 2011). Cette mémoire immunologique des cellules NK 

peut être induite par les cytokines IL-12, IL-15 et l’IL-18 intervenant dans la production de 

l’IFN-γ après activation des cellules NK naïves (Berrien-Elliott et al., 2015).  
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3. Répertoire des cellules NK 

Contrairement aux lymphocytes T et B, possédant un récepteur spécifique de l’antigène, 

les cellules NK expriment à leur surface un répertoire varié de récepteurs activateurs et 

inhibiteurs gouvernants ainsi leurs fonctions effectrices en interagissant avec les molécules 

HLA de classe I. Les récepteurs les mieux décrits sont les KIR, les lectines de type C, les NCRs 

et le marqueur CD16 médiant la cytotoxicité dépendante des anticorps (Lanier, 2005). Ces 

récepteurs sont exprimés de façon stochastique ou aléatoire à la surface des cellules NK, ceci 

implique que chaque cellule NK exprime à sa surface sa propre combinaison de récepteurs 

activateurs et inhibiteurs formant ainsi le répertoire NK (Figure 5). De plus, certains récepteurs 

comme les récepteurs KIR vont être exprimés de façon clonale à la surface des cellules NK 

d’un individu (Valiante et al., 1997). Cette grande diversité de répertoire, permet aux cellules 

NK d’être capable de discriminer les cellules du « soi » (saines), des cellules du « non soi » 

(transformées ou infectées par un virus). Dans cette partie, nous allons détailler la structure, la 

nomenclature, la génétique et les ligands de ces différents récepteurs pour mieux appréhender 

la complexité du répertoire des cellules NK. 
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3.1.Les récepteurs de la famille des Killer cell Immunoglobulin-like Receptor (KIR) 

 Les KIR sont des récepteurs membranaires, découverts chez l’homme en 1990 par 

Alessandro Moretta, exprimés principalement sur les cellules NK (Moretta et al., 1990) et sur 

certaines sous-populations de lymphocytes T (Phillips et al., 1995). Chez la souris, les 

récepteurs Ly49 activateurs (Ly49D et H) (Mason et al., 1996) et inhibiteurs (Ly49A, C, E, G 

et I) (Hanke et al., 1999)  ont été identifiés comme étant des homologues de ces récepteurs KIR. 

Figure 5 :  Les récepteurs des cellules NK et leurs ligands 

Les molecules CMH de classe I sont reconnues par les récepteurs KIR chez l’homme et les récepteurs Ly49 chez la 

souris. BAT3 et B7-H6 sont reconnues par le récepteur NKp30; HA (viral hemagglutinin) peut être reconnue par le 

récepteur NKp30 ; HLA-E est reconnue par le complexe CD94/NKG2A; NKG2D interagit avec les molécules MICA/B 

et ULBP chez l’homme. DNAM-1 et TIGIT reconnaissent les molécules CD155 et CD112 (adaptée de Chan et al., 

Cell Death Differ 2014). 
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Dans cette partie, nous décrirons la structure protéique de ces récepteurs, leur nomenclature 

internationale, leurs ligands HLA ainsi que la génétique de ces récepteurs.  

 

3.1.1. Structure protéique et nomenclature 

 

 Les récepteurs KIR sont des glycoprotéines de la superfamille des immunoglobulines, 

composés de domaines extracellulaires, d’une région transmembranaire et d’une courte ou 

longue queue intracytoplasmique (figure 6). La nomenclature de ces récepteurs KIR (Marsh et 

al., 2003), (Middleton and Gonzelez, 2010), harmonisée au niveau mondial inclut l’acronyme 

KIR, suivi du nombre de domaines extracellulaires « 2D » ou « 3D » de type Ig et de la longueur 

de la queue cytoplasmique (« L » pour long, « S » pour court et « P » pour pseudogène). Le 

dernier digit désigne le nombre de récepteurs avec cette structure. Lorsque deux ou trois 

récepteurs KIR ont une structure et des séquences très similaires, une lettre doit être ajoutée 

pour les distinguer, par exemple les récepteurs KIR2DL5A et KIR2DL5B (Gómez-Lozano et 

al., 2002). La nomenclature concernant les allèles KIR sera abordée au chapitre III.  

 Les récepteurs KIR2D sont subdivisés en deux groupes en fonction des domaines 

distaux membranaires de type Ig-like présents (Figure 6). Les récepteurs KIR2D de type I 

(KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4 et KIR2DS5) 

sont composés des domaines extracellulaires D1 et D2. Les récepteurs KIR de type II 

(KIR2DL4, KIR2DL5) sont dépourvus de domaine D1 et sont composés des domaines 

extracellulaires D0 et D2. Les récepteurs KIR3D ont 3 domaines Ig-like extracellulaires (D0, 

D1 et D2). Les domaines D1 et D2 des récepteurs KIR2D de type I sont similaires aux domaines 

D1 et D2 des récepteurs KIR3D. La fonction inhibitrice ou activatrice de ces récepteurs KIR 

peut être prédite à partir de la longueur du domaine cytoplasmique. Les récepteurs KIR 

possédant une courte queue intracytoplasmique sont activateurs (S), et possèdent un résidu 

d’acide aminé positivement chargé dans la région transmembranaire, leur permettant de 
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s’associer à la molécule DAP12 possédant des motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based 

Activation Motif). Ces ITAMs sont capables de générer un signal d’activation à la cellule NK 

par phosphorylation des tyrosines, ce qui favorise le recrutement des tyrosines kinases Syk et 

ZAP-70 (Lanier et al., 1998a), (Vilches and Parham, 2002). Par contre, les récepteurs KIR ayant 

une longue queue intracytoplasmique sont inhibiteurs (L) et présentent deux motifs ITIMs 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) capables de transmettre un signal 

d’inhibition à la cellule NK, à l’exception du KIR2DL4. En effet, le récepteur KIR2DL4 

possède un motif ITIM N-terminal et une arginine positivement chargée dans la région 

transmembranaire capable de s’associer à la molécule FcεRIγ possédant des motifs ITAMs pour 

exercer une activité activatrice via le recrutement des tyrosines kinases Syk et ZAP-70 

(Rajagopalan et al., 2001), (Kikuchi-Maki et al., 2005). Les récepteurs KIR sont constitués de 

306 à 456 résidus d’acides aminés. Le peptide « leader », de la plupart des récepteurs KIR est 

constitué de 21 résidus d’acides aminés. Cependant, la présence d'un codon d'initiation de la 

transcription différent génère un peptide leader plus long pour les récepteurs KIR2DL4 

(Selvakumar et al., 1996). Le domaine D0 présent dans les récepteurs KIR3D et KIR2D de type 

II est constitué approximativement de 96 résidus d’acides aminés. Le domaine D1 des 

récepteurs KIR3D et KIR2D de type I est composé de 102 résidus d’acides aminés, tandis que 

le domaine D2 de tous les récepteurs KIR est constitué de 98 résidus d’acides aminés. La région 

transmembranaire de la plupart des récepteurs KIR a 20 résidus d’acide aminé, mais plus court 

d’un résidu pour les récepteurs KIR2DL1/2 à cause d’une délétion de trois paires de bases au 

niveau de l’exon 7 (Colonna and Samaridis, 1995), (Wagtmann et al., 1995). Enfin, la région 

cytoplasmique des récepteurs KIR présente des variations de longueur allant de 23 résidus 

d’acide aminés pour le récepteur KIR3DS1 à 96 résidus d’acides aminés pour le récepteur 

KIR3DL2 (Colonna and Samaridis, 1995), (Long et al., 1997), (Selvakumar et al., 1997). Ces 

récepteurs KIR et leurs gènes correspondants sont importants en greffes de CSH et dans 
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l’immunité antivirale. Ces aspects seront présentés dans le chapitre III et dans la partie 6 

« Cellules NK et Immunité antivirale ». Ces récepteurs KIR reconnaissent certaines 

molécules HLA de classe I exprimées sur les cellules nuclées de l’organisme (Lanier, 2005).
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Figure 6 :  Structure des récepteurs KIR et leurs ligands HLA de classe I 

Ces récepteurs KIR ont deux ou trois domaines extracellulaires (KIR2D ou 3D), un domaine transmembranaire et une queue intracytoplasmique. La longueur de la queue 

intracytoplasmique détermine la fonction activatrice (courte, short, KIR2DS ou 3DS) ou inhibitrice (longue, long, KIR2DL ou 3DL) du récepteur. Les récepteurs KIR 

inhibiteurs portent un ou deux motifs ITIM responsables du signal inhibiteur. Par contre, les récepteurs KIR activateurs ont un résidu d’acide d’aminé positivement chargé 

capable de s’associer avec la molécule adaptatrice DAP12 possédant un motif ITAM responsable de la transmission du signal activateur. Par ailleurs, le récepteur KIR2DL4 

s’associe avec la molécule FcξRIγ pour la transmission du signal activateur. Les spécificités des récepteurs KIR2DL5, KIR3DL3, KIR2DS2, KIR2DS3 et KIR2DS5 restent 

à déterminer. 
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3.1.2. Ligands des récepteurs KIR 

Les récepteurs KIR ont pour ligands les molécules HLA de classe I (Ciccone et al., 

1992),  (Colonna et al., 1993), (Cella et al., 1994), (Mandelboim et al., 1996). Ainsi, toutes les 

molécules HLA-Cw représentent les ligands de certains récepteurs. Les molécules HLA-Cw du 

groupe C2 possédant une Asparagine en position 77 et une Lysine en position 80, sont 

reconnues par les récepteurs KIR2DL1 (Fan et al., 2001) et KIR2DS1 (Chewning et al., 2007), 

(Venstrom et al., 2012). Par contre, les molécules HLA-Cw du groupe C1 ayant une Sérine en 

position 77 et une Asparagine en position 80 dans la séquence de leur chaine lourde, sont 

reconnues par les récepteurs KIR2DL2/3 et leur homologue activateur KIR2DS2 (Boyington et 

al., 2000), (Rajagopalan and Long, 2005). Il a été montré que le récepteur KIR2DS2 peut aussi 

reconnaître la molécule codée par l’allèle HLA-A*11:01 (Liu et al., 2014). Contrairement au 

récepteur KIR2DL3, le récepteur KIR2DL2 interagit fortement avec les molécules HLA-C du 

groupe C1. En effet, cette forte avidité du récepteur KIR2DL2 avec les molécules du groupe 

C1 comparativement au récepteur KIR2DL3 est due à la substitution d’une arginine par une 

cystèine en position 148. De plus, les récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3 peuvent réconnaitre 

certaines molécules du groupe C2 codées par les allèles HLA-C*05:01 et C*02:02 (Moesta et 

al., 2008). En 2013, nous avons montré que les récepteurs KIR2DL2 et KIR2DL3 reconnaissent 

fortement la molécule HLA-Cw4 codée par l’allèle HLA-C*04:01 (David et al., 2013). Ainsi, 

l’avidité du récepteur KIR2DL3 pour les ligands HLA-C1 varie selon le produit d’allèle HLA-

C reconnu (Gendzekhadze et al., 2009) et elle peut être modulée par la nature du peptide 

présenté (Boyington et al., 2001). Par ailleurs, les molécules HLA-A et HLA-B portant 

l’épitope Bw4 sont reconnues par le récepteur KIR3DL1 (Litwin et al., 1994), (Gumperz et al., 

1995), (Foley et al., 2008). Les molécules HLA-A3 et HLA-A11 sont reconnues par le récepteur 

KIR3DL2 (Pende et al., 1996). Le récepteur KIR2DS4 reconnait différentes molécules HLA-

Cw du groupe C1 et C2 et HLA-A11 (Graef et al., 2009). Les ligands des récepteurs KIR2DS3 
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et KIR2DS5 ne sont pas encore connus. Par ailleurs, les molécules HLA de classe I non 

classiques telles que HLA-E, HLA-F et HLA-G sont reconnues respectivement par le complexe 

inhibiteur CD94/NKG2A (Braud et al., 1998), le récepteur activateur KIR3DS1 (Garcia-Beltran 

et al., 2016) et le récepteur KIR2DL4 (Rajagopalan and Long, 1999). L’interaction de la 

molécule HLA-G avec le récepteur KIR2DL4 contribue à la protection du fœtus de la lyse par 

les cellules NK utérines (Rouas-Freiss et al., 1997). De plus, la molécule HLA-G peut être aussi 

reconnue par le récepteur inhibiteur LILRB1 (ILT2) exprimé sur les cellules NK. Cette 

reconnaissance induit d’une part, la surexpression de l’ILT2 sur les cellules NK, lymphocytes 

T, cellules présentatrices d’antigènes (LeMaoult et al., 2005), et d’autre part une tolérance 

immunitaire contre le fœtus en inhibant la cytotoxicité des cellules NK contre les trophoblastes 

(Ponte et al., 1999). Cette reconnaissance des molécules HLA de classe I par les récepteurs KIR 

intervient dans l’éducation des cellules NK que nous décrirons dans la partie 3 de ce chapitre 

II. Les ligands HLA des récepteurs KIR sont présentés dans la Figure 6.  

 

3.1.3. Les gènes KIR 

Au niveau génétique, les récepteurs KIR sont codés par une famille de 15 gènes KIR 

fonctionnels (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, 

KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 et KIR3DS1) et 

2 pseudogènes (KIR2DP1 et KIR3DP1) localisés sur le bras long du chromosome 19  (q13.4)  

(Valiante et al., 1997), (Martin et al., 2000). La région contenant ces gènes KIR est divisée en 

segments centromériques et télomériques. Chaque segment est séparé par le pseudogène 

KIR3DP1 et par le gène KIR2DL4. Le gène KIR3DL3 est toujours le premier gène du segment 

centromérique, en revanche le gène KIR3DL2 est le dernier gène du segment télomérique. Ces 

4 gènes sont dits conservés car présents chez tous les individus (Middleton and Gonzelez, 

2010). Le segment centromérique contient les gènes KIR2DL1, -2DL2, -2DL3, -2DL5B, -

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/immunology-and-microbiology/kir2dl1
https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/immunology-and-microbiology/kir2dl4
https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/immunology-and-microbiology/kir3dl1
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2DS2, -2DS3, -2DP1 et -3DP1. Le segment télomérique contient les gènes KIR2DL4, -2DL5A,  

-2DS1, -2DS3, -2DS4, -3DL1, -3DL2 et -3DS1 (Vendelbosch et al., 2014). Ces gènes KIR sont 

organisés en deux haplotypes désignés A et B (Uhrberg et al., 1997). L’haplotype A contient 7 

gènes KIR :  KIR3DL3, -2DL3, -2DL1, -2DL4, -3DL1, -2DS4 et -3DL2. Par contre, les 

haplotypes B contiennent plus de gènes KIR et sont caractérisés par la présence d’un ou de 

plusieurs gènes KIR activateurs (Martin et al., 2004). Ces deux haplotypes KIR sont transmis 

suivant les lois de Mendel, ce qui permet d’avoir des individus de génotypes KIR AA, AB et 

BB. Le contenu en gènes KIR va donc varier selon les individus, ce qui permet de définir 

actuellement 605 génotypes KIR différents à travers le monde (Gonzalez-Galarza et al., 2018).  

La taille génomique des gènes KIR varie de 4 kb à 16kb et ils peuvent contenir jusqu’à 9 exons 

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html) (Figure 7). Le gène le plus court est le 

pseudogène KIR3DP1 dont la taille peut atteindre 5 kb en fonction des allèles (Abraham et al., 

2018). Cette taille est due au fait que ce pseudogène ne possède pas les exons 6 à 9. Cependant, 

les autres exons (1, 3, 4 et 5) du pseudogène KIR3DP1 partagent une forte homologie de 

séquences avec les séquences des gènes KIR3D. Le gène KIR3DL2 est par ailleurs le gène KIR 

le plus long dont la taille génomique peut atteindre 16 kb. La taille génomique des gènes KIR 

restants est comprise entre 10 à 14 kb. Cette variabilité de taille est due au fait que les gènes 

KIR n’ont pas tous le même nombre d’exons et que l’exon 9 de certains gènes KIR n’a pas la 

même taille (Colonna and Samaridis, 1995), (Döhring et al., 1996), (Torkar et al., 1998). Les 

gènes KIR présentent entre eux une homologie de séquences de près de 90% (Traherne et al., 

2010). Chaque gène KIR est séparé de l’autre par une région dite « intergénique » (Vendelbosch 

et al., 2014). Ainsi, les amorces KIR utilisées dans notre projet dans l’article N°1 pour cibler 

ces gènes sont localisées dans ces régions intergéniques (Vendelbosch et al., 2013), ce qui 

permet de cibler tout le gène KIR en entier, de la région 5’-UTR jusqu’à la région 3’-UTR. Des 

variations du nombre de copies de gènes sont également décrits. Certains individus peuvent 

https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html
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contenir plus de deux copies  d’un gène KIR, plus précisément les gènes KIR3DL1/S1 et 

KIR2DL1 (Vendelbosch et al., 2013). Cette variation du nombre de copies peut être une source 

de diversité fonctionnelle des cellules NK à travers les individus. En effet, PelaK et al ont 

montré que les cellules NK de donneurs sains HLA-B d’épitope Bw4-80I possédant plus de 2 

copies du gène KIR3DL1/S1, inhibaient fortement la réplication du VIH-1 in vitro (Pelak et al., 

2011). Khakoo et al. ont montré, un effet protecteur contre l’infection au virus de l’hépatite C 

pour les donneurs ayant deux copies du gène KIR2DL3 comparés aux donneurs homozygotes 

pour le gène KIR2DL2 ou hétérozygotes KIR2DL2/3. (Khakoo et al., 2004). De plus, on 

observe une fréquence élevée des gènes activateurs KIR2DS1 et KIR3DS1 chez les patients 

ayant éliminés spontanément le virus de l’hépatite B, comparé aux sujets non infectés (Zhi-

ming et al., 2007). Le polymorphisme allélique des gènes KIR, sujet principal de ce travail de 

thèse sera abordé dans la partie III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Organisation des gènes KIR, haplotype et structure exons-introns 
Les gènes KIR sont localisés sur le bras long du chromosome 19 humain (19q14.3). Ils sont organisés en 2 

haplotypes (A et B) comme illustrés ici. L’haplotype A possède 9 gènes KIR dont 3 gènes KIR qui lui sont 

spécifiques (KIR2DL3, KIR2DS4 et KIR3DL1). Par contre, les haplotypes B peuvent posséder plusieurs gènes 

KIR activateurs et inhibiteurs. Les gènes KIR2DS2, KIR2DL2, KIR2DL5B, KIR2DS3, KIR2DS5, KIR3DS1, 

KIR2DL5A et KIR2DS1 sont spécifiques des haplotypes B. Les gènes conservés et les pseudogènes sont 

représentés en noir. Les exons 1 et 2 du récepteur KIR2DL2 codent le peptide signal. Les domaines D1 et D2 sont 

respectivement codés par les exons 4 et 5. L’exon 6 code la partie « stem » et l’exon 7 code la partie 

transmembranaire. Les exons 8 et 9 codent la partie intracytoplasmique.  
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3.2. Les récepteurs de la famille des Immunoglobulin-like transcript (ILT) ou        

 Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor (LILR)  

Les récepteurs ILTs sont une famille de récepteurs inhibiteurs (LILRB) et activateurs 

(LILRA),  faisant partie de la superfamille des immunoglobulines, exprimées à la surface des 

cellules NK, T, B et de certaines cellules myéloïdes (Colonna et al., 1999). Ces récepteurs sont 

également appelés MIR pour « Monocyte-macrophage Inhibitory Receptor » ou LIR pour 

« Leukocyte Inhibitory Receptor » ou CD85. L’acronyme LILR pour « Leukocyte 

immunoglobulin-like receptor » est actuellement utilisé pour désigner tous les récepteurs de 

cette famille. A l’heure actuelle, on dénombre 6 récepteurs LILR activateurs (LILRA1, 2, 3, 4, 

5, 6) et 5 récepteurs LILR inhibiteurs (LILRB 1, 2, 3, 4 et 5). Les récepteurs LILR activateurs 

(LILRA) présentent entre 2 à 4 domaines extracellulaires Ig-like, une partie transmembranaire 

et un court domaine cytoplasmique qui se lie au domaine ITAM de la chaine gamma du 

récepteur Fc des immunoglobulines (Tedla et al., 2011). L’interaction des récepteurs LILR 

activateurs à leurs ligands entraine la phosphorylation des tyrosines présentes au niveau du 

domaine ITAM. Cette phosphorylation favorise le recrutement de certaines protéines tyrosines 

kinases, telles que ZAP-70 ou Src pour permettre la transmission du signal activateur (Gergely 

et al., 1999). Les récepteurs LILR activateurs ont été associés à certaines pathologies. Par 

exemple, le récepteur LILRA1 reconnait la molécule HLA-B27 qui est fortement associée aux 

spondyloarthrites (Allen et al., 2001).  L’expression du récepteur LILRA2 est élevée dans les 

lésions des patients lepromateux, ce qui suggère le rôle pathologique de ce récepteur dans la 

lèpre (Bleharski et al., 2003). 

 Par ailleurs, les récepteurs LILR inhibiteurs (LILRB) présentent entre 2 à 4 domaines 

extracellulaires Ig-like, une partie transmembranaire et une longue queue cytoplasmique 

composés de 2 à 4 motifs ITIMs qui sont déphosphorylés par les phosphatases inhibitrices 

(p56lck, SHP-1). Parmi les 11 récepteurs LILR, seuls les récepteurs LILRB1 (ILT2), LILRB5 
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(CD85C) et LILRA2 sont exprimés à la surface des cellules NK (Colonna et al., 1997), (Borges 

et al., 1997), (Tedla et al., 2008), (Lu et al., 2012). Les autres récepteurs LILR sont exprimés sur 

d’autres cellules du système immunitaire, telles que les cellules dendritiques, les monocytes et 

les macrophages (Fanger et al., 1998). Plusieurs ligands du récepteur inhibiteur LILRB1 ont été 

identifiés, à savoir : les molécules HLA de classe I classiques (HLA-A, HLA-B et HLA-C) et 

non classiques (HLA-G, HLA-E et HLA-F), (Willcox et al., 2003), (Allan et al., 2002), 

(Shiroishi et al., 2003). De plus, le récepteur LILRB1 est aussi capable d’interagir avec la 

protéine UL18 du cytomégalovirus (CMV), homologue des molécules HLA de classe I, qui fixe 

la β2 microglobuline (Borges et al., 1997). On observe également une corrélation positive entre 

la surexpression du récepteur inhibiteur LILRB1 au niveau des cellules NK et l’infection au 

CMV après une transplantation des poumons. Ceci implique que la surexpression du récepteur 

LILRB1 peut constituer un biomarqueur prognostique pour l’infection au CMV chez les 

patients ayant reçu une greffe de poumons (Berg et al., 2003). Le récepteur LILRB1 ainsi que 

son ligand HLA-E peuvent également être surexprimés au niveau des cellules tumorales. Par 

conséquent, l’interaction de ce récepteur LILRB1 à son ligand peut favoriser l’inhibition des 

réponses immunes NK antitumorales. Ainsi, le blockage du récepteur LILRB1 (ILT2) restaure 

la lyse des cellules leucémiques (LAM et LAL) par les cellules NK (Godal et al., 2010). 

A l’heure actuelle, les ligands des récepteurs LILRB5 et LILRA2 ne sont pas encore 

connus (Hirayasu and Arase, 2015). D’un point de vue génétique, ces récepteurs LILR 

activateurs et inhibiteurs sont codés par des gènes localisés dans la région LRC (Leukocyte 

Region Complex) sur le chromosome 19q13.4  (Hirayasu and Arase, 2015).  

 

 

 

 



 
 

30 
 

3.3. Les récepteurs de la famille des lectines 

3.3.1.  Les hétérodimères CD94/NKG2 

Chez l’homme, les récepteurs CD94/NKG2 sont des glycoprotéines de surface de la 

superfamille des lectines de type C, exprimées principalement sur les cellules NK et sur les 

lymphocytes T CD8. Comme décrit auparavant pour les ILT, on distingue également dans cette 

famille des récepteurs CD94/NKG2 inhibiteurs (A, B) et activateurs (C, E, H). Plusieurs 

récepteurs NKG2 sont connus à ce jour, tels que les récepteurs NKG2A, NKG2B, NKG2C, 

NKG2E et NKG2H dont les gènes codants ces molécules sont localisés sur le chromosome 12 

(Aramburu et al., 1990). Les complexes CD94/NKG2A, CD94/NKG2B et CD94/NKG2C 

reconnaissent la molécule HLA classe I non classique, HLA-E (Braud et al., 1998), (Borrego 

et al., 1998), (Lee et al., 1998). L’expression de cette molécule HLA-E peut être augmentée par 

la protéine gpUL40 du CMV pour inhiber la lyse des cellules infectées par les cellules NK 

(Tomasec et al., 2000). La reconnaissance de la molécule HLA-E par le complexe inhibiteur 

CD94/NKG2A joue un rôle dans l’éducation des cellules NK CD94/ NKG2A+ (Horowitz et al., 

2016). Les récepteurs NKG2 sont exprimés, pour la plupart, à la surface des cellules NK sous 

forme d’hétérodimères associés à la chaine CD94 en formant un pont disulfide (Lazetic et al., 

1996), (Brooks et al., 1997). Chaque sous unité est composée, d’un domaine extracellulaire 

lectine de type C, des segments transmembranaire et cytoplasmique (Borrego et al., 2006). Le 

domaine extracellulaire des récepteurs NKG2A, C et E présente une homologie de séquences 

de plus de 94% et une homologie de séquences de 54% dans les domaines transmembranaire et 

intra-cytoplasmique respectivement (Borrego et al., 2002).  Les récepteurs NKG2A et B, issus 

d’un épissage alternatif du même gène, ont deux motifs ITIMs dans leur région cytoplasmique 

formant ainsi des récepteurs inhibiteurs après liaison avec la chaine CD94 (Brooks et al., 1997), 

(Bellón et al., 1999). Par contre, les récepteurs NKG2E et NKG2H issus d’un épissage alternatif 

du même gène possèdent un résidu positivement chargé dans le domaine transmembranaire. Ce 
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résidu permet aux récepteurs NKG2E, 2H et 2C de s’associer au motif ITAM de la protéine 

DAP12, pour transmettre le signal d’activation à la cellule NK (Bellón et al., 1999), (Lanier et 

al., 1998b). Dans l’infection à CMV, on observe une expansion de cellules NK exprimant le 

récepteur activateur NKG2C (Malmberg et al., 2012). 

 

2.3.2. Le récepteur NKG2D 

Chez l’homme, le récepteur activateur NKG2D est une protéine membranaire de la 

famille des lectines de type II, codé par le gène KLRK1 non polymorphe localisé dans le 

complexe NKC (Natural Killer Complex) sur le chromosome 12p12.3-p13.2 (Raulet, 2003), 

(Houchins et al., 1991), (Carapito et al., 2017).  Ce récepteur est exprimé sur toutes les cellules 

NK humaines, sur certaines sous-populations de lymphocytes T et des cellules NKT et sur les 

macrophages activés (Raulet, 2003). Le récepteur NKG2D est un homodimère et fonctionne 

comme un récepteur activateur grâce à son interaction avec la molécule adaptatrice de 

signalisation DAP10, contenant un motif YINM. Ce motif est capable de recruter la sous unité 

P85 de la kinase phosphatidylinositol 3 et la protéine Grb2 qui s’associe avec Vav1 pour initier 

l’activation des cellules NK après interaction avec son ligand (Wensveen et al., 2018). Plusieurs 

ligands du NKG2D ont été identifiés chez l’homme et chez la souris (Raulet, 2003), (Champsaur 

and Lanier, 2010), (Eagle and Trowsdale, 2007). Chez l’homme, les ligands du NKG2D 

incluent six protéines ULBPs (UL16 binding protein) ou protéines RAET1 (Retinoic Acid Early 

Transcripts-1), et les molécules HLA classe I like MICA/B (Raulet et al., 2013). Contrairement 

aux molécules HLA de classe I classiques, les molécules MICA/B présentent un 

polymorphisme allélique limité. À l’heure actuelle, on dénombre 107 allèles MICA et 45 allèles 

MICB codants respectivement pour 82 et 29 différentes molécules (Abraham et al., 2018). Le 

polymorphisme allélique des molécules MICA peut être classé en deux groupes par rapport à 

l’acide aminé en position 129 (Méthionine ou Valine). Ce dimorphisme MICA-129 affecte 
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l’affinité du récepteur NKG2D à son ligand MICA. En effet, le récepteur NKG2D a une forte 

affinité pour les molécules MICA contenant une méthionine à la position 129 (exemple : 

MICA*001, *002, *007 et *017) par rapport aux protéines MICA ayant une valine (exemple : 

MICA*004, *006, *008, *009 et *010) à cette position (Isernhagen et al., 2015). L’interaction 

prolongée du récepteur activateur NKG2D avec le ligand raet-1 chez la souris, conduit à une 

altération des capacités cytotoxiques des cellules NK (Oppenheim et al., 2005). Dans certaines 

infections virales, telles que l’infection au VIH-1, l’expression des molécules MICA, ULBP1, 

ULBP2, HLA-A et HLA-B peut être inhibée par la protéine Nef-1 entrainant ainsi une 

inhibition de la cytotoxicité, médiée par les cellules NK (Cerboni et al., 2007). De plus, 

l’expression des molécules MICA/B, peut être inhibée par la protéine U21 de l’herpesvirus 

humain de type 7, pouvant favoriser l’inhibition de la cytotoxicité des cellules NK (Schneider 

and Hudson, 2011). Par ailleurs, l’expression des ligands du récepteur NKG2D peut être 

induite, sur certaines cellules tumorales favorisant ainsi la cytotoxicité médiée par les cellules 

NK (Park et al., 2011). 

 

3.3.2.  Le récepteur NKp80 

Le récepteur NKp80 est une protéine membranaire de 80 kDa appartenant à la famille 

des lectines de type C (Vitale et al., 2001). Ce récepteur activateur est exprimé sur toutes les 

cellules NK humaines activées ou au repos et sur certaines sous-populations de lymphocytes T 

(Vitale et al., 2001).  Le récepteur NKp80 est aussi présent sur les lymphocytes T cytotoxiques 

des primates, mais absent chez les rongeurs (Biassoni et al., 2005), (Mavilio et al., 2005). Chez 

l’homme, ce récepteur est codé par le gène KLRF1 (Killer cell lectin like receptor F1) situé dans 

le complexe NKC (Natural Killer gene Complex) sur le chromosome 12p12-p13 (Vogler and 

Steinle, 2011). Contrairement aux autres récepteurs NK activateurs, le récepteur NKp80 ne 

s’associe pas avec des protéines adaptatrices, mais utilise un motif « hemi-ITAM ». Ce motif 
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contient une tyrosine dans son domaine cytoplasmique capable de recruter la kinase Syk pour 

initier le signal d’activation (Dennehy et al., 2011), après interaction avec son ligand AICL 

(Activation-Induced C-type Lectin) exprimé sur les cellules NK activées ou sur les cellules 

myéloïdes et dendritiques (Hamann et al., 1997), (Klimosch et al., 2013). Ce récepteur est 

également utilisé, comme marqueur de maturation fonctionnelle ex-vivo des cellules NK 

humaines, dans le modèle de développement des cellules NK dans les organes lymphoïdes 

secondaires (Freud et al., 2016). Le gène CLEC2B codant le ligand AICL est localisé sur le 

chromosome 12 dans le complexe NKC à 7 kb du gène KLRF1 codant pour le récepteur NKp80 

(Vogler and Steinle, 2011). 

 

3.3.3. Le récepteur CD161 

Le récepteur CD161 est une protéine appartenant à la famille des lectines de type C. Il 

est exprimé sur les lymphocytes T (γδ et αβ), les cellules NKT et précocement pendant la 

maturation des cellules NK (Bennett et al., 1996), (Maggi et al., 2010). Son expression corrèle 

avec la fonction cytotoxique des cellules NK CD16+ (Konjević et al., 2009). Plusieurs études, 

ont montré une modulation de l’expression de ce récepteur sur les cellules NK au cours des 

infections virales. Par exemple, l’infection au virus de l’hépatite C (VHC) est associée à une 

faible fréquence des cellules NK CD161+ (Cosgrove et al., 2014). L’infection chronique au 

virus de l’immunodéficience humaine (VIH) entraine une déplétion des cellules NK CD161+ 

(Alter et al., 2004a), (Luteijn et al., 2011). Ce récepteur a pour ligand, LLT1 (Lectin Like 

Transcript-1) exprimé à la surface des lymphocytes B, des monocytes, au niveau du cerveau, 

du placenta et au niveau des testicules (Aldemir et al., 2005), (Llibre et al., 2016). L’interaction 

du récepteur CD161 à son ligand LLT1 conduit à une inhibition de l’activité cytolytique des 

cellules NK et de la production de l’IFN-γ (Aldemir et al., 2005). De plus, la reconnaissance de 
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LLT1 par le récepteur CD161 exprimé sur les lymphocytes T CD8 inhibe la production de 

TNFα (Germain et al., 2011).  

3.4. Les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCRs) 

La famille des récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) est composée de trois 

récepteurs activateurs : NKp30, NKp44 et NKp46. Ces récepteurs furent parmi les premiers 

récepteurs activateurs à être découverts sur les cellules NK dans les années 90 (Sivori et al., 

1997). Bien que structurellement non apparentés, ces récepteurs furent collectivement définis 

comme NCR pour leur capacité à activer fortement l’activité cytolytique des cellules NK 

(Moretta et al., 2001). Ces NCRs sont exprimés sur les cellules NK et sur certaines sous 

populations d’ILCs (Hudspeth et al., 2013). Dans les paragraphes suivants, nous décrirons plus 

précisément ces trois récepteurs activateurs. 

 

3.4.1. Le récepteur NKp46 

Le récepteur NKp46 encore appelé NCR1 fut le premier NCR à être identifié en 1997 

chez l’homme (Sivori et al., 1997). Il est exprimé sur les cellules NK humaines activées ou au 

repos (Sivori et al., 1997), (Moretta et al., 2006). Ce récepteur activateur est capable de 

reconnaître certaines hémagglutinines virales (Mandelboim et al., 2001) et des protéoglycanes 

à héparane sulfate associés à la membrane (HSPGs), pouvant être surexprimés sur les cellules 

tumorales (Arnon et al., 2004), (Bloushtain et al., 2004). Le récepteur NKp46 est une 

glycoprotéine composée de 2 domaines extracellulaires de type C2, d’un domaine 

transmembranaire contenant une arginine positivement chargée et d’une région cytoplasmique 

comprenant 25 acides aminés. La portion cytoplasmique de cette protéine est dépourvue de 

motifs ITAMs mais peut s’associer aux protéines adaptatrices CD3ζ et FcRIγ, contenant des 

motifs ITAMs, grâce à l’arginine chargée de la partie transmembranaire pour activer la cascade 
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de signalisation cellulaire (Moretta et al., 2001). La structure de cette protéine est très proche 

du récepteur ILT2 (LILRB1), des récepteurs KIR, de la glycoprotéine VI et du fragment FcαRI 

(Joyce and Sun, 2011).  Le gène NKp46 codant cette protéine de 46 kDa, est localisé sur le bras 

long du chromosome 19 (19q13.42) dans la région LRC contenant les gènes KIR. Ce gène 

NKp46 n’est pas polymorphe comme les gènes KIR. Cependant, 5 isoformes de ce gène ont été 

décrits à savoir : NKp46a, NKp46b, NKp46c, NKp46d et le NKp46e (Shemesh et al., 2017). 

Les isoformes NKp46a, NKp46b et NKp46c ont 2 domaines extracellulaires (D1 et D2). Par 

contre, les isoformes NKp46d et NKp46e n’ont pas de domaine D1 mais possèdent uniquement 

un domaine extracellulaire D2. Contrairement aux isoformes des récepteurs NKp30 et NKp44, 

les isoformes de NKp46 peuvent être partiellement classifiés selon le niveau d’expression de la 

protéine à la surface cellulaire en utilisant les anticorps spécifiques des domaines D1 et D2.  

L’expression du NKp46 peut donc varier à la surface les cellules NK. Ce niveau d’expression 

corrèle avec l’ampleur de la cytotoxicité naturelle des cellules NK (Sivori et al., 1999) et 

pourrait permettre une meilleure éradication tumorale tout en minimisant les réactions néfastes 

comme la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) après greffe de CSHs (Ghadially et al., 

2014).  

3.4.2. Le récepteur NKp44 

Parmi les récepteurs de la famille NCR, le récepteur NKp44 ou NCR2 est l’unique 

récepteur activateur dont l’expression à la surface nécessite une stimulation des cellules NK du 

sang périphérique (Vitale et al., 1998), (Baychelier et al., 2013), (Mattiola et al., 2015). Le 

récepteur NKp44 représente donc le premier marqueur spécifique des cellules NK humaines 

activées. Dans ce contexte, la culture des cellules NK humaines en présence de l’IL-2 permet 

d’activer les cellules NK et d’augmenter leurs capacités cytolytiques contre différentes cibles 

(Ferrini et al., 1987), (Rosenberg and Lotze, 1986), suggérant une induction de l’expression du 

récepteur NKp44 sur ces cellules NK. Ce récepteur reconnait le PCNA (Proliferating Cell 
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Nuclear Antigen) surexprimé sur les cellules cancéreuses (Rosental et al., 2011). La 

surexpression de PCNA sur les cellules cancéreuses inhibe les fonctions cytotoxiques des 

cellules NK après interaction avec le récepteur NKp44 (Rosental et al., 2011). De plus, le 

récepteur NKp44 peut reconnaître une isoforme de la protéine MLL5 (Mixed Lineage 

Leukemia-5), aussi connue comme la lysine méthyltransférase 2E (Baychelier et al., 2013). Ce 

ligand répresente une forme tronquée de la protéine MLL5 contenant une séquence C-terminale 

permettant sa localisation à la surface cellulaire et son interaction avec le récepteur NKp44. 

L’expression de ce ligand est induite sur les lymphocytes T CD4+ par un peptide dérivé de la 

glycoprotéine gp41 du VIH chez les individus infectés par ce virus (Vieillard et al., 2005). Ce 

récepteur est aussi impliqué dans la reconnaissance de certaines bactéries (Esin et al., 2008), 

(Esin et al., 2013) et des hémagglutinines du virus influeanza (Arnon et al., 2001). L’activation 

des cellules NK est possible via le recrutement des protéines adaptatrices DAP12 contenant des 

motifs d’activation ITAMs. 

Le gène codant ce récepteur NKp44 de 44 kDa est localisé au sein de la région HLA de 

classe III sur le chromosome 6 (6p21.1). Il code pour 3 isoformes protéiques à savoir NKp44-

1, NKp44-2 et le NKp44-3. Ces 3 isoformes sont composés d’un seul domaine extracellulaire 

de type V capable d’interagir avec son ligand, petit domaine de 64 acides aminés de long, d’un 

domaine transmembranaire contenant une lysine et d’un domaine cytoplasmique. 

Contrairement à l’isoforme NKp44-1 contenant un motif ITIM dans sa région cytoplasmique, 

les isoformes NKp44-2 et NKp44-3 ne présentent pas de motif ITIM à cause de la présence 

d’un codon stop précoce au niveau de l’exon 6 des isoformes codants ces 2 protéines (Shemesh 

et al., 2017). Il n’existe pas d’anticorps permettant de discriminer les 3 isoformes du NKp44. 

Néanmoins, leur détection est possible au niveau de l’ARNm (Shemesh et al., 2017). 
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3.4.3. Le récepteur NKp30 

Chez l’homme, le NKp30 encore appelé NCR3 est une protéine membranaire de 30kDa 

exprimée à la surface des cellules NK matures (Pende et al., 1999). Cette protéine est composée 

d’un domaine extracellulaire et d’un domaine transmembranaire contenant une arginine 

chargée capable de fixer les molécules adaptatrices CD3ζ et FcRIγ pour médier l’activation des 

cellules NK (Kruse et al., 2014). Ce récepteur NKp30 peut reconnaitre le domaine DBL-1α de 

la protéine PfEMP-1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein–1) du plasmodium 

falciparum (Mavoungou et al., 2007) et la protéine pp65 du cytomégalovirus humain (Arnon et 

al., 2005). L’interaction du récepteur NKp30 avec le pp65 entraine une inhibition des cellules 

NK par dissociation de la chaine CD3ζ du récepteur NKp30 (Arnon et al., 2005). De plus, le 

récepteur NKp30 peut interagir avec les protéines B7H6 et BAT3 (HLA-B associated 

transcript-3) exprimées sur les cellules tumorales, entrainant une activation des cellules NK 

dépendante du récepteur NKp30  (Pogge von Strandmann et al., 2007), (Brandt et al., 2009). 

D’un point de vue génétique, ce récepteur est codé par le gène NKp30 localisé au sein 

de la région HLA de classe III sur le chromosome 6 (6p21.1). A l’heure actuelle, il existe 6 

isoformes de NKp30 à savoir : NKp30a, NKp30b, NKp30c, NKp30d, NKp30e et NKp30d. Les 

isoformes NKp30a, NKp30b et NKp30c sont connus pour être les plus fréquents. Ils codent les 

molécules ayant un domaine V extracellulaire et les trois autres isoformes (NKp30d, NKp30e 

et NKp30d) codent pour les molécules ayant un domaine extracellulaire de type C (Neville and 

Campbell, 1999). Ces différents isoformes NKp30 ne peuvent être détectés qu’au niveau de 

l’ARNm à cause du manque d’anticorps spécifiques. Les isoformes NKp30a et NKp30b 

entrainent l’activation des cellules NK qui est médiée par l’association avec la molécule 

adaptatrice CD3ζ. Par ailleurs, l’isoforme NKp30c interagit faiblement avec la molécule CD3ζ 

conduisant à l’activation de la kinase MAP p38 et donc à l’immunosuppression par sécrétion 

de l’IL-10 par les cellules NK (Delahaye et al., 2011). Cela suggère que les isoformes NKp30a 
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et NKp30b sont immunostimulateurs et que l’isoforme NKp30c est immunosuppresseur.  

Récemment, il a été montré que le niveau d’expression des isoformes de NKp30 au niveau des 

cellules mononucléées sanguines périphériques des patients atteints de tumeurs stromales 

gastro-intestinales est un biomarqueur prédictif de la survie de ces patients (Rusakiewicz et al., 

2017).   

 

3.5.Autres récepteurs  

3.5.1. Le récepteur 2B4 

Le récepteur 2B4, encore appelé CD244, et son ligand CD48 sont les membres de la 

famille CD2, codés par des gènes localisés sur les chromosomes 1 humain et murin (Brown et 

al., 1998), (Lanier, 2005). Ce récepteur est exprimé sur les cellules NK, les lymphocytes T 

CD8+, les lymphocytes T γδ et sur les cellules myéloïdes (Nakajima and Colonna, 2000).  Il 

présente deux domaines extracellulaires de type V/C2 et une longue queue cytoplasmique 

contenant des motifs ITSM (Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) ressemblant à des 

motifs ITIMs (Nakajima and Colonna, 2000), capables de recruter les protéines LAT et SAP 

pour initier l’activation des cellules NK matures (McNerney et al., 2005). Le récepteur 2B4 

peut être un activateur ou inhibiteur selon le stade de différenciation des cellules NK à partir 

des précurseurs hématopoïetiques CD34+Lin-. En effet, ce récepteur est inhibiteur au cours des 

premiers stades de différenciation des cellules NK, puis devient activateur sur les cellules NK 

matures (Sivori et al., 2002).  

 

3.5.2. Le récepteur CD16 ou FCγRIII 

Le récepteur CD16 est un récepteur de faible affinité pour le fragment Fc des 

immunoglobulines. Ce récepteur existe sous deux isoformes : le récepteur CD16A exprimé 

essentiellement sur toutes les cellules NK CD56dim du sang périphérique et le récepteur CD16B 
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présent sur les neutrophiles. La reconnaissance des fragments Fc des anticorps IgG par le 

récepteur CD16A, conduit à l’activation des cellules NK et à la lyse de la cellule cible par le 

mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (Romee et al., 2013) 

qui sera brièvement décrit dans la partie Immunothérapies NK .  

 

3.5.3. Le récepteur DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) 

Le récepteur DNAM-1, aussi connu sous le nom de CD226 est une protéine appartenant 

à la superfamille des immunoglobulines, codée par le gène CD266 localisé sur le chromosome 

18. Cette molécule exprimée constitutivement sur les cellules NK, lymphocytes T (αβ et γδ) et 

les macrophages, fut découverte en 1996 comme une molécule d’adhésion facilitant les 

fonctions cytotoxiques des lymphocytes T et NK (Shibuya et al., 1996). Les ligands de DNAM-

1 sont les molécules CD155 (NECL5 ou PVR) et CD112 (Nectin-2) exprimés sur les cellules 

infectées par un virus et sur les cellules tumorales (Bottino et al., 2003), (Pende et al., 2005). 

L’interaction de DNAM-1 exprimé sur les cellules NK avec ses ligands augmente la lyse des 

cellules cibles par les cellules NK. De plus, la molécule DNAM-1 est impliquée dans la 

surveillance et l’élimination de certaines tumeurs solides, telles que le sarcome d’Ewing (Cho 

et al., 2010). Enfin, le DNAM-1 partage les mêmes ligands avec le récepteur inhibiteur TIGIT 

décrit ci-après.  

 

3.5.4. Le récepteur TIGIT 

TIGIT pour « T cell immunoglobulin and ITIM domain » est un récepteur inhibiteur 

découvert en 2009 (Yu et al., 2009), capable d’interagir avec les molécules CD155 (PVR ou 

NECL5) et CD112 (Nectin-2) comme le DNAM-1 (Bottino et al., 2003), (Pende et al., 2005). 

Ce récepteur TIGIT est exprimé sur les cellules NK et sur certaines sous populations des 

lymphocytes T (T Reg et cellules mémoires). Ce récepteur présente un domaine 
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immunoglobuline variable de type V, un domaine transmembranaire et un domaine 

cytoplasmique contenant un motif ITIM capable de recruter la phosphatase SHIP (Src 

homology-2 domain-containing inositol polyphosphate 5-phosphatase) pour inhiber la 

cytotoxicité des cellules NK (Liu et al., 2013). Le niveau d’expression de ce récepteur varie à 

la surface des cellules NK selon les individus : soit faible, moyen ou fort (Wang et al., 2015).  

Les cellules NK ayant une faible expression de TIGIT produisent plus d’IFN-γ, ont une forte 

activité de dégranulation et un fort potentiel cytotoxique par rapport à celles exprimant 

fortement TIGIT (Wang et al., 2015). Son ligand CD155 est fortement exprimé sur les cellules 

dendritiques, fibroblastes, cellules endothéliales et sur certaines cellules tumorales (Sakisaka 

and Takai, 2004), (Fuchs and Colonna, 2006). Le récepteur TIGIT peut aussi reconnaître la 

protéine Fap2 de la bactérie Fusobacterium nucleatum présente dans le microenvironnement 

tumoral, ce qui entraine l’inhibition de la lyse des cellules tumorales par les cellules NK (Gur 

et al., 2015). Par ailleurs, l’interaction de ce récepteur avec la molécule CD155 contribue dans 

l’éducation des cellules NK qui sera présenté ci-après dans la partie « Education des cellules 

NK humaines ».  

 

4. Éducation des cellules NK humaines 

L’éducation des cellules NK est un processus permettant aux cellules NK d’acquérir des 

capacités fonctionnelles et une tolérance au soi. Ce phénomène est médié par des interactions 

entre les récepteurs inhibiteurs des cellules NK avec leurs ligands qui peuvent être, soit des 

molécules HLA de classe I classiques ou non classiques ou soit des molécules indépendantes 

du CMH (He and Tian, 2017). Le processus d’éducation des cellules NK est régulé par des 

signaux inhibiteurs, activateurs et d’adhésion (Figure 8). De nos jours, plusieurs théories et 

concepts sont proposés pour expliquer le phénomène d’éducation des cellules NK.                                                                                            
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L’une des théories proposée pour expliquer le phénomène d’éducation des cellules NK 

par les molécules HLA de classe I, est la théorie de « Licensing » introduite pour la première 

fois par Yokoyama chez la souris en 2005 (Kim et al., 2005). Cette théorie stipule que les 

cellules NK, doivent interagir avec les molécules du CMH de classe I au cours de leur 

développement pour devenir fonctionnelles et que l’absence d’interaction génère des cellules 

NK hyporéactives (Kim et al., 2005), (Krueger et al., 2011). Cette théorie a donné lieu aux 

modèles d’armement, de désarmement et de rhéostat. L’hypothèse d’armement propose que la 

capacité de tuer des cellules NK ou de réagir à certains stimuli est conférée par le récepteur des 

cellules NK spécifique des molécules HLA de classe I (Elliott and Yokoyama, 2011). Chez 

l’homme, ce modèle est également supporté par plusieurs travaux dont ceux d’Anfossi et de 

Nash qui montraient que les récepteurs KIR inhibiteurs présents à la surface des cellules NK 

doivent interagir avec les molécules HLA de classe I du soi, pour acquérir les capacités 

fonctionnelles et devenir réactives (Anfossi et al., 2006), (Nash et al., 2014). L’hétérodimère 

CD94/NKG2A, un autre récepteur inhibiteur communément étudié, reconnait la molécule 

HLA-E et semble jouer un rôle important dans l’éducation des cellules NK et la tolérance au 

soi (Braud et al., 1998). Il a été montré que les récepteurs KIR spécifiques des molécules HLA 

de classe I, ne sont pas capables d’éduquer les cellules NK dans le fœtus humain. Cependant, 

le récepteur NKG2A peut éduquer les cellules NK fœtales aussi bien que les cellules NK du 

sang périphérique (Ivarsson et al., 2013).   

L’hypothèse de désarmement stipule qu’en absence d’un signal inhibiteur, les 

cellules NK restent activées et deviennent hyporéactives ou « désarmées ». En réalité, 

l’activation des cellules NK est régulée par une balance entre les récepteurs inhibiteurs et 

activateurs. En général, l’interaction des récepteurs activateurs avec leurs ligands HLA classe I 

permet aux cellules NK de s’activer pour éliminer les cellules infectées ou transformées. 

Cependant, il a été montré que l’engagement prolongé du récepteur NKG2D in vivo à son ligand 
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Rae-1 affecte la cytotoxicité des cellules NK les rendant ainsi tolérantes (Oppenheim et al., 

2005). En plus, l’expression transgénique du ligand Rae-1 chez la souris entraine une 

diminution de l’expression du récepteur NKG2D conduisant ainsi à une altération fonctionnelle 

des cellules NK médiée par le récepteur NKG2D (Oppenheim et al., 2005). Des études 

supplémentaires réalisées chez des souris transgéniques démontrent clairement l’effet négatif 

de l’engagement prolongé des récepteurs activateurs des cellules NK (Tripathy et al., 2008). 

Enfin, Fauriat el al. ont montré que l’engagement continuel du récepteur activateur KIR2DS1 

aux molécules HLA-Cw d’épitope C2 est associée à une diminution de la réponse des cellules 

NK en absence d’expression d’un récepteur KIR inhibiteur ou du complexe inhibiteur 

CD94/NKG2A (Fauriat et al., 2010a).  

Le troisième modèle pour expliquer le mécanisme d’éducation est le modèle de 

Rhéostat. Ce modèle stipule que les réponses des cellules NK varient selon le nombre de 

récepteurs inhibiteurs et que ce phénomène  n’est pas un phénomène qui peut être « Allumé » 

ou « Eteint » mais un phénomène réglable (Walzer, 2010), (Brodin et al., 2009a). Des études 

menées chez la souris ont montré que les cellules NK exprimant plusieurs récepteurs NKG2A 

et Ly49 répondent mieux au stimuli que ceux ayant juste un seul ou pas de récepteur inhibiteur 

dépendant des molécules  HLA de classe I (Joncker et al., 2009), (Brodin et al., 2009b). D’autres 

études sur des souris déficientes en molécules CMH ont montré que les réponses effectrices des 

cellules NK augmentent avec le nombre de récepteurs inhibiteurs (Held, 2012), (Brodin et al., 

2009b), (Johansson et al., 2005). En lien avec les études menées chez la souris, les cellules NK 

humaines ayant plusieurs copies de certains gènes KIR ont des compétences fonctionnelles 

beaucoup plus élevées par rapport à celles ayant un seul récepteur inhibiteur (Beziat et al., 

2013), ce qui suggère que la réponse des cellules NK varie selon la contribution des signaux 

inhibiteurs (Brodin et al., 2009a).  
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Les molécules indépendantes du CMH, telles que la molécule CD155 réconnue par le 

récepteur inhibiteur TIGIT, contribuent aussi dans l’éducation des cellules NK. En effet, il a 

été montré que les cellules NK, exprimant le récepteur inhibiteur TIGIT chez des souris 

déficientes en CD155 sont hyporéactives comparées aux cellules NK des souris ayant le CD155 

(He et al., 2017). Récemment, une nouvelle étude à donné naissance au modèle de confinement 

stipulant que le confinement des récepteurs associés aux molécules d’adhésion et au 

cytosquelette au niveau de la membrane cellulaire est indispensable dans l’éducation des 

cellules NK. Ce confinement induit l’éducation des cellules NK pour un contact cellulaire 

efficace et une activation séquentielle des cellules NK (He and Tian, 2017).  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Principaux modèles proposés sur l’éducation des cellules NK 
a) Modèle d’armement : l’interaction d’un récepteur inhibiteur avec la molécule HLA de classe I permet aux 

cellules NK d’acquérir des capacités fonctionnelles. b) Modèle de désarmement : l’interaction prolongée d’un 

récepteur activateur avec son ligand en l’absence d’un signal inhibiteur, les cellules NK deviennent désarmées ou 

anergiques. c) Modèle de rhéostat : l’acquisition des capacités des cellules NK dépend de la force du signal 

inhibiteur (Inspiré de Höglund and Brodin 2010).   
 

 

 

5. Fonctions des cellules NK 

Les fonctions des cellules NK sont médiées par les récepteurs inhibiteurs exprimés à 

leur surface qui, dans les conditions normales, inhibent les signaux fournis par l’engagement 

des récepteurs activateurs. Cette inhibition médiée par les récepteurs inhibiteurs s’oppose à 

l’activation des cellules NK, empêchant ainsi la lyse des cellules saines par les cellules NK 

(Watzl and Long, 2010). Chez l’homme, elle est principalement médiée par les récepteurs KIR 
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inhibiteurs reconnaissant spécifiquement les molécules HLA de classe I exprimées sur les 

cellules saines de l’organisme (Lanier, 2005). Les principaux récepteurs inhibiteurs, 

reconnaissants les molécules HLA de classe I classiques et non classiques sont : les récepteurs 

KIR et le complexe CD94/NKG2A (Golden-Mason and Rosen, 2013). Cependant dans les 

contextes infectieux ou tumoraux, la balance favorisant les signaux activateurs (Vidal et al., 

2011) conduit à une activation des cellules NK via les motifs ITAMs. La majorité de ces 

récepteurs activateurs, fonctionnent comme des co-récepteurs nécessitant un deuxième signal 

fourni par la perte du signal d’inhibition, d’une stimulation par les cytokines ou par un second 

récepteur activateur (Bryceson et al., 2009), (Horng et al., 2007). L’activation de ces cellules 

NK peut conduire à l’élimination de la cellule cible par lyse spontanée. Aussi, la production 

des IgG neutralisants par les plasmocytes peut conduire à l’ADCC via le récepteur CD16A 

(FCγRIII) spécifique du fragment Fc des IgG. Les principales fonctions des cellules NK après 

activation vont donc être : la production des cytokines et chimiokines, la prolifération et la 

cytotoxicité. 

 

5.1. Production de cytokines et chimiokines 

 

Les cellules NK ne sont pas seulement de simples cellules cytotoxiques mais sont aussi 

des cellules capables de produire après activation, des cytokines immunorégulatrices l’IFNγ, 

IL-5, IL-10, IL-13, les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF (α et β), IL-3 et le facteur 

de croissance GM-CSF (Cooper et al., 2001), (Cuturi, 1989), (Warren et al., 1995). Ces 

cytokines sont principalement produites pour la plupart d’entre elles, par la sous-population 

cellulaire NK CD56bright (Ferlazzo et al., 2004a). La sécrétion de ces cytokines peut être aussi 

induite par certaines cytokines stimulatrices, telles que : IL-2, IL-12 et IL-15 (Cuturi, 1989), 

(Trinchieri et al., 1984). En plus de la production des cytokines, ces cellules NK sécrètent 

fortement les chimiokines MCP-1 (CCL2), MIP-1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), RANTES 
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(CCL5), IL-8 (CXCL8) et de l’IP-10 (CXCL10) capables d’induire  la chimiotaxie des 

leucocytes et d’autres types cellulaires (Mariani et al., 2001). Ces chimiokines sont détectables 

1 h après stimulation des cellules NK et leur concentration peut rester stable pendant plusieurs 

heures (Fauriat et al., 2010b).   

 

5.2. Prolifération 

Après production des cytokines, les cellules NK sont capables de proliférer et d’acquérir 

des propriétés associées à l’immunité adaptative. La pré-activation des cellules NK avec les 

cytokines IL-12, IL-15 et l’IL-18 génère une forte amplification et un prolongement des 

réponses cellulaires NK antitumorales (Pahl et al., 2018). L’IL-15 produite principalement par 

les cellules dendritiques, intervient aussi dans la survie des cellules NK et dans la production 

de l’IFN-γ (Ferlazzo et al., 2004b). Des expériences ex vivo montrent, qu’en présence d’IL-15 

et de la tyrosine kinase FLT3, la cytokine IL-21 est capable d’induire une forte prolifération 

des cellules NK humaines (Li et al., 2015a).  Cependant, l’IL-21 altère la viabilité et la 

cytotoxicité des cellules NK amplifiées (Li et al., 2015a). La cytokine IL-2 est indispensable 

pour la survie des cellules NK. Elle permet aussi d’amplifier les cellules NK après culture des 

Cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) avec des cellules stimulatrices irradiées 

comme la lignée cellulaire K562 (Huang et al., 2008). 

 

5.3. La cytotoxicité 

Comme décrit plus haut, les cellules saines de l’organisme expriment les molécules 

HLA de classe I capables d’interagir avec les récepteurs KIR ou CD94/NKG2A pour assurer 

une protection contre la lyse par les cellules NK. Cependant, dans certaines situations (tumeurs, 

infections virales, leucémies), on peut observer une perte ou un défaut d’expression des 

molécules HLA de classe I à la surface des cellules (missing-self) (Ljunggren and Kärre, 1990). 

Cette perte ou diminution d’expression des molécules HLA sur les cellules cibles entraine une 
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perte de signal d’inhibition par les récepteurs KIRs ou CD94/NKG2A, favorisant ainsi 

l’activation des cellules NK et la lyse spontanée. De plus, on peut observer une induction des 

protéines de stress sur les cellules cibles qui seront reconnues par des récepteurs activateurs 

exprimés sur les cellules NK pour déclencher la cytotoxicité des cellules NK (Bottino et al., 

2014). 

Les cellules NK peuvent détruire les cellules cibles recouvertes d’anticorps par le 

mécanisme de cytotoxicité dépendante de l’anticorps (ADCC), qui peut être modulé in vivo par 

les récepteurs inhibiteurs Fc (Clynes et al., 2000). Brièvement, les cellules NK expriment le 

récepteur CD16 (FcγRIIIA) de faible affinité capable d’interagir avec le fragment Fc des IgG 

recouvertes sur les cellules cibles. Cette interaction favorise l’association du récepteur CD16 

avec des protéines adaptatrices FcεRIγ ou CD3ζ, ce qui peut conduire à l’activation des cellules 

NK et à la libération de granules cytotoxiques pour détruire la cellule cible (Lanier et al., 

1989b), (Lanier et al., 1991), (Vivier et al., 2008). Les granules cytotoxiques libérées 

contiennent principalement de la perforine et des serines protéases (les granzymes) (Lieberman, 

2003). La perforine est une protéine monomérique de 67kDa, découverte dans les années 80 

(Dourmashkin et al., 1980), (Henkart et al., 1984), capable d’oligomériser en présence du 

calcium et à pH neutre,  au niveau de la membrane cellulaire pour former des pores (Young et 

al., 1986). Elle est présente dans la plupart des cellules NK, les cellules NKT, les lymphocytes 

T γδ et αβ CD8+. Le rôle de cette protéine dans la cytotoxicité fut mis en évidence chez des 

souris génétiquement déficientes en perforine où les chercheurs observaient une altération de 

la protection contre les virus et les tumeurs (Trapani and Smyth, 2002). En effet, en se fixant à 

la membrane de la cellule cible, cette perforine forme des pores transmembranaires pour 

permettre la diffusion des granzymes dans le cytoplasme de la cellule cible. Les granzymes 

initient par la suite l’apoptose, et la cellule NK se détache de la cellule mourante (Voskoboinik 

et al., 2015). Ces granzymes sont un groupe de sérines protéases présentes dans les granules 
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sécrétoires et composées de 5 membres chez l’homme (A, B, H, K et M) et 11 membres chez 

la souris (A, B, C, D, E, F, G, K, L, M et N) (Anthony et al., 2010). Ces granzymes sont 

constitutivement synthétisées et stockées dans les cellules NK, les cellules NKT et dans les 

lymphocytes T γδ (Garcia-Sanz et al., 1990). Elles sont libérées lors de l’exocytose de granules 

lytiques. Chez l’homme, les granzymes les plus étudiées sont : granzymes A et B. La granzyme 

B est la granzyme pro-apoptotique la plus puissante à cause de sa capacité à cliver les protéines 

des cellules cibles au niveau de résidus aspartate (Mignon et al., 1998). La granzyme B est 

capable d’activer rapidement et efficacement la mort de la cellule cible par apoptose 

(Voskoboinik et al., 2015). Par contre, la granzyme A clive les protéines au niveau de résidus 

d’acides aminés basiques et active une mort cellulaire plus lente (Voskoboinik et al., 2015). 

Ces granules lytiques contiennent également du CD107a (LAMP-1), une protéine fortement 

glycosylée représentant approximativement 50% des protéines associées à la membrane des 

lysosomes. La protéine LAMP-1 joue un rôle important dans le trafic de la perforine et dans la 

cytotoxicité des cellules NK (Krzewski et al., 2013). En effet, cette protéine est fortement 

exprimée sur les cellules NK après activation, et son expression est fortement corrélée avec la 

sécrétion des cytokines et la cytotoxicité des cellules NK (Alter et al., 2004b).  

 La lyse des cellules cibles par les cellules NK peut aussi se faire par des mécanismes 

non dépendants de la dégranulation, tels que par engagement des ligands des récepteurs de mort 

cellulaire appartenant à la superfamille du TNF (FasL, TRAIL, TNFRI, …etc) (Kumar et al., 

2013). L’interaction de ces ligands avec leurs différents récepteurs présents sur les cellules 

tumorales conduira à l’apoptose des cellules tumorales via les caspases (Carotta, 2016), 

(Yamada et al., 2017). En somme, parmi les deux populations de cellules NK retrouvées en 

périphérie, cette capacité cytotoxique va être médiée majoritairement par les cellules NK 

CD56dim.  
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6. Cellules NK et grossesse 

Les cellules NK sont les cellules du système immunitaire les plus nombreuses dans la 

muqueuse utérine pendant la formation du placenta (King et al., 1996), (Moffett-King, 2002). 

Ces cellules NK utérines sont aussi présentes dans l’endométrium des femmes non enceintes. 

L’origine de ces cellules NK utérines est toujours débattue, mais elles semblent proliférer et se 

différencier dans l’utérus probablement à partir d’un progéniteur précoce provenant du sang 

(Chantakru et al., 2002), (Male et al., 2010). Après ovulation, ces cellules NK utérines 

prolifèrent vigoureusement pour atteindre au moins 30% du stroma endométrial et décline en 

nombre après le deuxième trimestre de grossesse (Moffett et al., 2004). Ces cellules NK utérines 

contribuent au maintien de la grossesse par l’interaction des récepteurs inhibiteurs KIR2DL4, 

ILT2 avec la molécule HLA-G, et CD94/NKG2A avec la molécule HLA-E exprimée sur les 

trophoblastes (Rajagopalan and Long, 1999), (Navarro et al., 1999), (King et al., 2000a). De 

plus, les trophoblastes expriment les molécules HLA-Cw du groupe C1 et C2 pouvant être 

reconnues par les récepteurs inhibiteurs KIR2DL1 et KIR2DL2/3 des cellules NK utérines 

(King et al., 2000b). Plusieurs études ont suggéré qu’un repertoire NK KIR+ limité prédispose 

aux fausses couches et à la prééclampsie. Le rôle des récepteurs KIR dans le maintien de la 

grossesse fut demontré pour la première fois par Chao et al. en 1999.  Ils ont observé une 

diminution des proportions des cellules NK utérines KIR2DL1/S1 (EB6+) et KIR2DL2/3/S2 

(GL183+) chez les femmes ayant une grossesse non embryonnaire (anembryonic pregnancy) 

comparées aux femmes présentant une grossesse normale (Chao et al., 1999). Ces résultats 

furent confirmés dans d’autres études où ils ont montré un pourcentage élevé de femmes ayant 

présenté une fausse couche spontanée, avec un répertoire NK KIR limité (Varla-Leftherioti et 

al., 2003). De plus, des études génétiques ont montré que les mères de génotype KIR AA 

n’ayant pas le gène KIR activateur KIR2DS1 lorsque le fœtus est HLA-C2, ont un risque élevé 

de prééclampsie (Hiby et al., 2004), (Flores et al., 2007), (Hiby et al., 2010). En effet, la 
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présence du récepteur KIR2DS1 spécifique des molécules HLA-Cw d’épitope C2 chez des 

mères de génotypes KIR B+ améliore la placentation via la production de GM-CSF par les 

cellules NK utérines activées (Xiong et al., 2013). 

7. Cellules NK et immunité antivirale 

Le rôle des cellules NK dans la défense de l’organisme contre les infections virales fut 

mis en évidence pour la première fois par Christine Biron en 1989, chez des adolescents 

déficients en cellules NK et souffrants d’infections sévères d’herpèsvirus (Biron et al., 1989).  

Leur intérêt fut demontré par la suite dans d’autres infections virales. Dans cette partie 7, nous 

décrirons le rôle des cellules NK dans les infections à cytomégalovirus, au virus de l’hépatite 

C et au virus de l’immunodéficience humaine. 

 

7.1. Cellules NK et cytomégalovirus (CMV) 

Le cytomégalovirus humain est un virus de la famille des herpesvirus-β responsable 

d’infections pouvant persister tout au long de la vie (Ho, 1990). Chez les sujets 

immunocompétents, l’infection à CMV est souvent asymptomatique, mais sa réactivation 

devient une cause de morbidité importante chez les patients immunodéficients (Della Chiesa et 

al., 2013). Chez les porteurs sains,  l’infection à CMV est contrôlée par les cellules NK et par 

les lymphocytes T (La Rosa and Diamond, 2012). Pour échapper aux cellules NK, le CMV a 

mis en place plusieurs mécanismes d’évasions. Par exemple, les cellules infectées par le CMV 

expriment la protéine UL18 du CMV qui fixe la β2 microglobuline des molécules HLA de 

classe I pour favoriser son interaction avec le récepteur inhibiteur ILT2 (Beck and Barrell, 

1988). De plus, le peptide signal de la protéine gpUL40 du CMV se lie à la molécule HLA-E 

et permet le maintien du HLA-E à la surface des cellules infectées par le CMV qui sera reconnue 

par le complexe inhibiteur CD94/NKG2A exprimé sur les cellules NK (Tomasec et al., 2000). 

Les protéines UL142 et UL16 du CMV retiennent respectivement les molécules MICA et 
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MICB dans le cytoplasme des cellules infectées par le CMV, limitant l’activation des cellules 

NK par le récepteur activateur NKG2D (Chalupny et al., 2006), (Sutherland et al., 2001). Enfin, 

la protéine pp65 du CMV peut interagir avec le récepteur activateur NKp30 pour inhiber 

l’activation des cellules NK (Arnon et al., 2005). Des études ont montré une expansion des 

cellules NK exprimant le récepteur activateur NKG2C chez les individus infectés par le CMV 

mais non pas chez les individus non infectés (Gumá et al., 2004), (Guma, 2006), (Lopez-Vergès 

et al., 2011). Ces résultats ont également été obtenus, en greffes de cellules souches 

hématopoïétiques où les chercheurs observaient une maturation rapide des cellules NK associée 

à une expansion des cellules NK NKG2C+, chez des patients ayant une réactivation CMV (Della 

Chiesa et al., 2012), (Foley et al., 2012), (Béziat et al., 2013). De plus au laboratoire, nous avons 

montré que le récepteur inhibiteur KIR2DL3 est préferentiellement co-exprimé avec ces 

cellules NK NKG2C+ amplifiées, ce qui confirme le rôle des cellules NK exprimant les 

récepteurs KIR2DL1 et KIR2DL3 dans le contrôle de l’infection au CMV (Djaoud et al., 2013). 

Certaines études génétiques montrent, une faible incidence de la réactivation du CMV après 

greffe de CSH issue des donneurs possédant les gènes activateurs KIR2DS2 et KIR2DS4. Par 

contre, aucune association n’a été observé pour les gènes inhibiteurs KIR2DL1/2/3/5 et 

KIR3DL1 (Zaia et al., 2009).  

 

7.2. Cellules NK et virus de l’hépatite C (VHC) 

Le virus de l’hépatite C est un petit virus à ARN enveloppé appartenant à la famille des 

Flaviviridae (Chevaliez and Pawlotsky, 2012). L’infection au VHC entraine une infection aigue 

et chronique. Après l’infection aigue, environ 70 à 80% des patients infectés développent 

l’infection chronique avec un risque de progression de la maladie vers la fibrose et le cancer du 

foie (Hoofnagle, 2002). La fréquence de cellules NK CD56bright est fortement élevée chez des 

patients chroniquement infectés comparés à ceux ayant éliminés le virus (Golden-Mason et al., 
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2008). De plus, dans le cadre de l’infection chronique aux virus des hépatites C et B, on observe 

une fréquence élevée des cellules NK dans le foie par rapport au sang périphérique (Bonorino 

et al., 2009). Des études ont montré les effets bénéfiques de certaines combinaisons génétiques 

KIR/HLA dans la résolution de l’infection au VHC (Khakoo et al., 2004), (Romero et al., 2008), 

(Knapp et al., 2010). En effet, Khakoo et al. ont montré que l’interaction KIR2DL3/HLA-C1 

est associée à une forte clairance du VHC chez les individus KIR2DL3 homozygotes 

d’environnement HLA-C1C1  (Khakoo et al., 2004). L’interaction du récepteur inhibiteur 

KIR2DL3 avec la molécule HLA-Cw3 est associée à une résolution spontanée du VHC (Knapp 

et al., 2010). Cependant, les associations  KIR2DL2/HLA-C1 et KIR2DS2/HLA-C1 confèrent 

le risque de progression de l’infection chronique vers le cancer du foie chez les individus jeunes 

(Saito et al., 2018). D’autres études génétiques ont également observé, un effet protecteur du 

gène activateur KIR3DS1 en combinaison avec la molécule HLA-B d’épitope Bw4 80I contre 

la progression de l’infection chronique à l’HCV vers l’hépatocarcinome (López-Vázquez et al., 

2005). Récemment, il a été montré que l’interaction du récepteur KIR3DS1 avec son ligand 

HLA-F surexprimé sur les cellules infectées par le VHC favorise le contrôle de la réplication 

du VHC par les cellules NK (Lunemann et al., 2018). 

 

7.3. Cellules NK et Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) 

Dans le cas de l’infection au VIH, plusieurs études supportent le rôle des cellules NK 

dans la protection contre le VIH et ou dans le contrôle de cette infection. En effet, certaines 

combinaisons génétiques KIR/HLA sont associées à une diminution de la progression de 

l’infection au VIH  et à une protection contre l’infection par ce virus (Martin et al., 2002), 

(Martin et al., 2007), (Boulet et al., 2008a), (Boulet et al., 2008b). Par exemple, les combinaisons 

génétiques KIR3DS1/HLA-Bw4 80Ile homozygotes d’une part et KIR3DL1*004/HLA-Bw4 

80Ile homozygotes d’autre part chez les individus infectés par le VIH sont associées à une 
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diminution de la charge virale et de la progression de l’infection (Martin et al., 2002), (Martin 

et al., 2007). Une diminution de la charge virale est observée chez les patients chroniquement 

infectés par le VIH ayant soit les combinaisons KIR2DL2/S2 et HLA-C*12:02 ou KIR2DL2/S2 

et HLA-C*14 :02  (Lin et al., 2016). Cette capacité des cellules NK exprimant les récepteurs 

KIR2DL2/S2 à inhiber fortement la réplication du VIH par rapport aux cellules NK 

KIR2DL2/S2- est confirmée in vitro à partir des lymphocytes T CD4+ infectés des donneurs 

HLA-C*12 :02 homozygotes.   

8. Immunothérapies NK    

Plusieurs stratégies d’immunothérapies des cellules NK ont été évaluées dans le but de 

stimuler l’activité des cellules NK pour détruire par exemple les cellules tumorales. Dans les 

paragraphes suivants, nous allons présenter les principales approches thérapeutiques évaluées.  

 

               8.1. Approches thérapeutiques antitumorales   

Les cellules NK jouent un rôle important dans l’immunosurveillance tumorale. Plusieurs 

études ont concentré leurs efforts sur les immunothérapies antitumorales à base de cellules NK. 

Les approches utilisées impliquent l’utilisation des cytokines pour stimuler les cellules NK, 

d’anticorps pour améliorer l’éfficacité de l’ADCC et du transfert adoptif des cellules NK ex 

vivo.   

8.1.1. Les cellules NK et cytokines 

A l’heure actuelle, plusieurs cytokines sont connues pour avoir la capacité de 

promouvoir la prolifération des cellules NK et d’accroître leurs fonctions cytotoxiques, à savoir 

les interleukines IL-2, IL-15, IL-12, IL-18 et IL-21.  

La cytokine IL-2 est produite par les lymphocytes T CD4+, T CD8+, T γδ, NK, NKT et 

par les cellules dendritiques activées (Granucci et al., 2001). Le récepteur de cette cytokine est 
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composé de trois sous unités à savoir IL-2Rα (CD25), IL-2Rβ (CD122) et IL-2Rγ (CD132). 

Cette cytokine avait été utilisée en clinique, seule ou combinée avec des cellules LAK 

(Lymphokine-activated killer cells), pour accroître la capacité cytolytique des cellules NK 

(Floros and Tarhini, 2015). Cependant, les résultats cliniques attendus étaient limités du fait 

que l’IL-2 pouvait aussi activer les lymphocytes T régulateurs exprimant le récepteur de haute 

affinité (CD25) à l’IL2. D’autres études sur cette cytokine ont montré que l’utilisation de fortes 

doses d’IL-2 pouvait activer l’endothélium vasculaire entrainant ainsi des blessures d’organes 

(Davis et al., 2015), (Floros and Tarhini, 2015). À cause des effets indésirables néfastes de l’IL-

2, une super-cytokine IL-2 (super-2) a été générée et testée dans un modèle murin dans le but 

d’augmenter la capacité des cellules NK et promouvoir l’effet cytotoxique des lymphocytes T 

CD8+ et non pas des lymphocytes T régulateurs (Levin et al., 2012). Cette super-cytokine IL-

2, est une forme mutée de la cytokine naturelle IL-2 ayant une forte affinité pour la sous-unité 

IL-2Rβ (CD122) du récepteur à l’IL-2 et, pouvant fonctionner indépendamment de la sous-

unité IL-2Rα (CD25). Comparée à la cytokine naturelle IL-2, la super-2 induisait une forte 

expansion des lymphocytes cytotoxiques entrainant in vivo des meilleures réponses 

antitumorales (Levin et al., 2012). La cytokine IL-2 est utilisée après un transfert adoptif des 

cellules NK pour maintenir la survie et la fonction des cellules NK (Sakamoto et al., 2015).  

Contrairement à l’IL-2, l’interleukine IL-15 ne favorise pas l’expansion des 

lymphocytes T regulateurs (Pillet et al., 2011) mais intervient plutôt dans le développement, 

l’expansion et l’homéostasie des cellules NK (Pillet et al., 2011), (Carson et al., 1997). Les 

capacités fonctionnelles de l’IL-15 ont donc suscité de nombreux intérêts thérapeutiques. La 

première version clinique de l’IL-15, fût la molécule recombinante humaine de IL-15 (rhIL-

15), évaluée chez des patients cancéreux qui montraient une forte sécrétion de cytokines 

inflammatoires (IFN-α et IL-6) et une altération dramatique de l’homéostasie des cellules NK 

sanguines et de certaines sous populations de lymphocytes T (Conlon et al., 2015). A cause de 
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ces effets indésirables, cette molécule fut ensuite utilisée associée à des cellules NK adoptives 

pour traiter les patients atteints de Leucémie Aigue Myéloide (LAM). Les résultats cliniques 

montraient une forte expansion des cellules NK adoptives (Cooley et al., 2012). L’utilisation 

d’un hétérodimère à IL-15, qui est une protéine chimérique de fusion de l’IL-15 avec la sous 

unité α du récepteur à l’IL15 (IL15Rα), améliorait la capacité des cellules NK à réprimer la 

tumeur (Thaysen-Andersen et al., 2016), (Wu and Xu, 2010). Récemment, le super agoniste 

ALT-803 est entré en essai clinique comme un agent immunostimulateur des cellules NK pour 

traiter les lymphomes (Rosario et al., 2016). Ce super agoniste est un complexe issu de 

l’association d’un mutant à l’IL-15 avec la protéine de fusion IL-15Rα–Fc (Rosario et al., 

2016).  

 La cytokine IL-12, une cytokine pro inflammatoire hétérodimérique composée des sous 

unités p35 et p40 est capable d’augmenter les fonctions effectrices des cellules NK (Kobayashi 

et al., 1989). L’utilisation de fortes doses d’IL-12 chez les patients cancéreux ont montré des 

effets immunomodulateurs de cette cytokine sur les cellules NK et sur d’autres lymphocytes 

(Gollob et al., 2000), (Robertson et al., 2002). Par ailleurs, les effets de faibles doses d’IL-12 

sur la fonction des cellules NK n’ont pas encore été décrits. Enfin, les cytokines IL-18 et IL-21 

sont indispensables dans la survie et la maturation des cellules NK (Logan and Robertson, 

2006).  

 

8.1.2. Cellules NK et anticorps 

A l’heure actuelle, il existe trois types de traitements d’anticorps utilisés pour stimuler 

les réponses cytotoxiques des cellules NK. Le premier type d’anticorps concerne les anticorps 

capables de cibler les antigènes associés aux tumeurs dans le but d’activer le mécanisme de 

cytotoxicité dépendante des anticorps. Ces anticorps monoclonaux activent la cytotoxicité des 

cellules NK via l’interaction avec le récepteur CD16. Le deuxième type d’anticorps est capable 
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de cibler les récepteurs des cellules NK en particulier les points de contrôle immunitaire. Enfin, 

les nouvelles molécules sont capables d’activer la cytotoxicité dépendante des anticorps en 

reconnaissant en même temps la molécule CD16 des cellules NK et certains épitopes tumoraux 

(Childs and Carlsten, 2015). 

 Le récepteur activateur CD16a, exprimé sur les cellules NK, reconnait les cellules 

tumorales recouvertes d’anticorps IgG. A ce jour, plusieurs anticorps spécifiques des tumeurs 

ont été développés, à savoir l’anticorps anti-CD20 pour le traitement des lymphomes B, 

l’anticorps anti-Her2 pour le traitement des cancers invasifs du sein surexprimant l’antigène 

Her2 et l’anticorps anti-CD38 pour le traitement des myélomes multiples et des leucémies 

lymphocytaires chroniques (Childs and Carlsten, 2015), (Kellner et al., 2016), (Miller, 2013). Il 

a été montré que l’immunocytokine anti-CD20-IL2 améliorait le traitement in vitro des 

lymphomes B (Ochoa et al., 2017). L’utilisation en 2016 de l’anticorps humanisé anti-CD33 

(BI836858) avec 2 substitutions dans le domaine CH2 du fragment Fc des IgG1, montrait in 

vitro une augmentation de l’ADCC contre les blastes des LAM comparée à l’anti-CD33 non 

modifié (Vasu et al., 2016). Les cytokines telles que les IL-18, IL-2, IL-12, IL-15 et IL-21 sont 

connues pour avoir la capacité d’augmenter l’ADCC médiée par les cellules NK (Floros and 

Tarhini, 2015).  Ces différents anticorps sont potentiellement capables d’augmenter la 

cytotoxicité des cellules NK par rapport aux anticorps naturels, ce qui pourrait représenter une 

nouvelle génération de thérapies innovantes. L’utilisation des anticorps bloquant l’activité 

inhibitrice des récepteurs KIR des cellules NK, tels que les molécules IPH2101 et IPH2102, ont 

montré une forte activité lytique des cellules NK in vitro  et in vivo dans un modèle de 

xénogreffe murin de Leucémie Aigue Myéloide (Romagne et al., 2009), (Wagtmann et al., 

2007). L’anticorps bloquant IPH2101 spécifique des récepteurs KIR2D inhibiteurs, fût le 

premier à être utilisé en essai clinique de phase I chez des patients atteints de Myélomes 

Multiples (MM) et montrait une meilleure tolérance (Benson et al., 2010a). Cependant, l’essai 
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clinique de phase II mené sur les patients atteints entre décembre 2010 et mai 2011, montrait 

une réponse minimale (Korde et al., 2014). L’infusion de cet anticorps IPH2101 entrainait une 

déplétion significative et une diminution de la fonctionnalité des cellules NK exprimant les 

récepteurs KIR2D (Korde et al., 2014). Ces effets indésirables non attendus, étaient 

probablement dû au fait que les patients avaient reçu de fortes doses d’ IPH2101, pendant une 

longue période entrainant ainsi une perte d’expression des récepteurs KIR2D associée à une 

perte de fonction cellulaire NK (Korde et al., 2014). Par ailleurs, la combinaison de cet anticorps 

à un agent immunomodulateur (lenalidomide) dans un essai clinique de phase I semblait 

montrer des résultats encourageants (Benson et al., 2015). Les cellules tumorales ont la capacité 

de surexprimer la molécule HLA-E non classique pour échapper au contrôle du système 

immunitaire (Martinet and Smyth, 2015). Cette surexpression entraine l’inhibition de la cellule 

NK via la reconnaissance du HLA-E par le complexe CD94/NKG2A. L’utilisation de 

l’anticorps humanisé humZ270 (IPH2201) contre le récepteur NKG2A démontrait une 

augmentation de la cytotoxicité des cellules NK contre la leucémie humaine primaire dans un 

modèle murin. Plusieurs investigations cliniques sont actuellement en cours pour tester la 

sécurité et l’efficacité de cette molécule (Ruggeri et al., 2016). Les cellules tumorales peuvent 

surexprimer la molécule PD-L1 reconnue, par le récepteur PD-1 présent sur les cellules NK 

(Keir et al., 2008). Il a été montré que l’expression de PD-1 est fortement élevée, sur les 

lymphocytes des patients atteints de tumeurs malignes (MacFarlane et al., 2014), (Wiesmayr et 

al., 2012). Le blocage in vitro de PD-1 sur les cellules NK ou du ligand PD-L1 sur les cellules 

tumorales des patients atteints de Myélome Multiple, augmente la lyse des cellules autologues 

tumorales (Benson et al., 2010b).  Plusieurs études sont actuellement en cours pour identifier 

des nouvelles stratégies de ciblage des autres inhibiteurs de points de contrôle immun (TIGIT, 

Tim-3...etc.) pour traiter les Leucémies Aigues Myéloides (Beyar-Katz and Gill, 2018).    

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/medicine-and-dentistry/lenalidomide
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 Les BiKEs (Bi-specific killer engagers) ou TriKEs (Tri-specific killer engagers) sont de 

nouvelles molécules d’anticorps issues de la fusion de 2 ou 3 fragments Fab ou Fc, spécifiques 

des antigènes associés aux tumeurs ou du récepteur de la cellule effectrice (Gleason et al., 

2012). Par exemple, ces molécules ont l’avantage de reconnaître différents épitopes du 

récepteur CD16, entrainant ainsi une forte ADCC via les cellules NK contre les cellules 

tumorales (Gleason et al., 2012). Récemment, l’utilisation d’un NKG2D-Fc-ADCC a 

potentiellement augmenté la réactivité anti-leucémique des cellules NK (Steinbacher et al., 

2015). Il a été montré que les BiKEs issus de la fusion du récepteur CD16 avec le récepteur 

CD19 sont capables de déclencher directement l’activation des cellules NK contre les cellules 

B exprimant le marqueur CD19 (Chen et al., 2016). La combinaison d’un BiKE CD16x CD33 

avec un inhibiteur de la métalloprotéinase-17 (ADAM-17) améliore in vitro l’efficacité 

thérapeutique des cellules NK contre les LAM (Wiernik et al., 2013). A l’heure actuelle, 

plusieurs BiKEs et TriKEs sont en cours de développement et évaluation pour cibler certaines 

tumeurs malignes. 

 

      8.1.3. Le transfert adoptif des cellules NK 

A ce jour, plusieurs stratégies de transfert adoptif des cellules NK ont été testées pour 

traiter les patients atteints des tumeurs, à savoir : le transfert de lignées cellulaires NK, 

l’utilisation des cellules NK génétiquement modifiées et le transfert des cellules NK dérivées 

des PBMCs autologues ou allogéniques.    

  Comparées à l’expansion ex vivo des cellules NK dérivées des PBMCs, les lignées 

cellulaires NK sont faciles à amplifier et sont des outils puissants pour des modifications 

génétiques. Par exemple, la lignée cellulaire NK-92 présente une cytotoxicité élevée contre les 

cellules tumorales dans des études précliniques et est l’unique lignée cellulaire approuvée pour 
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être utilisée en clinique, bien que son efficacité reste minimale dans les essais cliniques (Suck 

et al., 2016), (Tonn et al., 2013). D’autres lignées cellulaires, telles que NKG et NKL, sont très 

similaires à la lignée NK-92. Ces lignées cellulaires ont été testées in vitro et montrent une 

cytotoxicité contre certaines tumeurs mais n’ont jamais été testées chez des patients (Davis et 

al., 2015), (Chabannon et al., 2016). Les limitations pour l’utilisation clinique des lignées 

cellulaires NK, sont la persistance in vivo et le manque d’expression du récepteur CD16 sur la 

plupart des lignées (Jochems et al., 2016). Toutefois, l’absence du récepteur CD16 sur ces 

lignées cellulaires NK peut être améliorée par une expression transgénique (Jochems et al., 

2016). Bien que, la persistance in vivo de ces lignées peut être écourtée par irradiation avant 

infusion, cette procédure peut aussi entrainer une diminution de la fonction de ces cellules ou 

perturber leur expansion (Davis et al., 2015), (Davies et al., 2014).  

 La modification génétique est un outil puissant utilisé, pour augmenter l’efficacité des 

cellules NK pour des finalités thérapeutiques. Cependant, les cellules NK sont résistantes à 

l’infection par des rétrovirus ; l’utilisation de cette approche est donc limitée à cause de 

l’efficacité de délivrance du gène (Brandstadter and Yang, 2011). L’efficacité de transfection 

rétrovirale des cellules NK peut être augmentée, en inhibant les mécanismes de défense 

intracellulaire antivirale des cellules NK (Sutlu et al., 2012).  Des études ont également montré 

que l’électroporation de l’ARNm au lieu de l’ADNc est une stratégie efficace pour modifier 

génétiquement les cellules NK (Van Tendeloo et al., 2001). Cette approche fut aussi utilisée, 

pour électroporer les cellules NK avec de l’ARNm codant, pour un récepteur chimérique 

d’antigène spécifique du récepteur CD19 (Shimasaki et al., 2012). Les résultats montrent, in 

vitro et dans un modèle de souris leucémique, une augmentation de la cytotoxicité de ces 

cellules NK modifiées contre les tumeurs malignes lymphocytaires B (Shimasaki et al., 2012).  

A cause de certaines limites des CAR au niveau des lymphocytes T, telles que le risque de 

développer la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) et la durée pour les générer (plusieurs 
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semaines),  cette stratégie des CAR est en train d’être appliquée pour modifier les cellules NK 

(Carotta, 2016), (Oberoi and Wels, 2013), (Mehta and Rezvani, 2018). Les premières 

générations de CAR des cellules NK n’ont pas de domaine stimulateur mais ont plutôt une 

chaine CD3ζ comme domaine de signalisation. D’autres études ont conduit à l’ajout d’un ou de 

deux domaines costimulateurs pour augmenter la cytotoxicité des cellules NK (Carotta, 2016), 

(Pittari et al., 2015), (Klingemann, 2014). Enfin, dans la deuxième génération des CARs des 

cellules NK, un endodomaine conçu a été ajouté pour améliorer la cytotoxicité (par exemple : 

4-1BB plus CD3ζ) (Rahman and Iyer, 2015). Les CAR au niveau des cellules NK présentent 

plusieurs avantages, tels que : l’absence de GVHD, la persistence limitée des NK in vivo, 

l’absence d’amplification clonale des cellules NK et la capacité de ces cellules NK exprimant 

le CAR de reconnaître et cibler les cellules tumorales à partir de leurs récepteurs natifs (Rezvani 

et al., 2017). Cette capacité des cellules NK exprimant un CAR (NK CAR) à reconnaître aussi 

les cellules tumorales à partir de ses récepteurs natifs, pourrait être exploitée dans la sélection 

des donneurs des greffes de CSH en prenant en compte les incompatibilités KIR/HLA avec le 

receveur (Rezvani et al., 2017).   

 Les cellules NK dérivées des PBMCs présentent l’avantage d’être facilement collectées, 

et qu’elles peuvent être autologues ou allogéniques. Bien que faciles à collecter, elles sont 

parfois difficiles à congéler, décongéler et à amplifier.  Ex-vivo, les cellules NK peuvent être 

activées et amplifiées en utilisant des cytokines ou des cellules nourricières « feeder cells » 

(Granzin et al., 2016), (Li et al., 2015b), (Sutlu et al., 2010). Les méthodes souvent utilisées pour 

séparer les cellules NK des PBMCs font appel à des billes immunomagnétiques pour dépléter 

les lymphocytes T (Teschner et al., 2014), suivie d’une étape d’enrichissement des cellules NK 

CD56+. Cependant pour des finalités cliniques, l’utilisation d’une technologie d’aphérèse ou 

d’un système CliniMACS est nécessaire pour avoir plus de cellules NK dans chaque lot 

(Lapteva et al., 2012). En effet, les cellules NK représentent environ 10% des cellules sanguines 
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circulantes. D’autres stratégies peuvent être également utilisées pour avoir un grand nombre 

des cellules NK à partir des PBMCs autologues ou allogéniques. Par exemple, la culture des 

PBMCs dans un milieu contenant 10% de plasma humain, IL-2, OK-432 avec un anticorps anti-

CD16 permet d’avoir énornement de cellules NK au bout de 14 jours de culture (Deng et al., 

2012). L’OK-432 encore appelé Picibanil, est un produit issu de la bactérie streptococcus 

pyogenes capable d’augmenter l’activité des cellules NK (Bonavida et al., 1986). La culture des 

PBMCs avec des cellules nourricières irradiées (lymphocytes T autologues stimulés) dans un 

milieu contenant de l’IL2 et de l’OK-432, permet d’avoir plus de 90% des cellules NK au bout 

de 20 jours (Sakamoto et al., 2015). Cependant, aucune réponse clinique n’a été observée 

lorsque ces cellules NK autologues amplifiées ont été utilisées chez des patients atteints de 

cancer digestif avancé (Sakamoto et al., 2015). Les raisons qui ont contribuées à ces mauvais 

résultats sont, d’une part l’inhibition des cellules NK causées par les molécules HLA de classe 

I exprimées par certaines cellules tumorales (Carrega et al., 2009), (Mundy-Bosse et al., 

2014)  et, d’autre part l’absence d’incompatibilités KIR ligand HLA (Miller et al., 2005).  

L’infusion de cellules NK allogéniques a été largement utilisée dans les essais cliniques pour 

traiter certaines tumeurs, telles que les Leucémies Aigues Myéloides, Léucémies Myéloides 

Chroniques, mélanome, cancer du sein (Cheng et al., 2013). Certains de ces essais cliniques ont 

montré des résultats encourageants avec une augmentation du taux de réponse NK associée à 

une complète rémission (Romee et al., 2016), (Dolstra et al., 2017), (Miller et al., 2005), 

(Veluchamy et al., 2017), (Curti et al., 2011). Les greffes de Cellules Souches hématopoïétiques, 

qui seront présentées dans la partie III, constituent aussi une source des cellules NK dans le 

traitement de certaines maladies hématologiques.   
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III. Cellules NK KIR+ et greffes de CSH 

 

1. Historique et principes des greffes de CSH  

Les allogreffes de CSH, sont l’une des immunothérapies cellulaires utilisées dans le 

monde entier, pour traiter les tumeurs malignes hématologiques, les désordres congénitaux ou 

acquis du système hématopoïétique et certaines tumeurs solides (Appelbaum, 2007). La 

première transfusion de moelle osseuse fut réalisée en 1939 chez un patient souffrant d’une 

aplasie médullaire avec 43 transfusions au total sur 52 jours (Osgood, et al, 1939). Ces 

transfusions prolongèrent la vie de ce patient mais entrainèrent une polycythémie 

(augmentation des érythrocytes circulants) et une splénomégalie. Cette idée fut ensuite 

abandonnée pendant quelques années. C’est l’utilisation de la bombe atomique, pendant la 

deuxième guerre mondiale, qui poussa les chercheurs à trouver des solutions pour restaurer les 

fonctions de la moelle osseuse, chez les patients irradiés. Les tests de greffes de moelle osseuse, 

effectués sur des modèles de souris aplasiques en 1950, suggéraient que les fonctions de la 

moelle osseuse pouvaient être restaurées par une greffe syngénique de moelle osseuse (Rekers 

et al., 1950). Ces résultats poussèrent Barnes et collaborateurs en 1956  (Barnes et al., 1956), à 

mener des travaux sur deux groupes des souris atteintes de leucémie aigüe. Dans le premier 

groupe qui avait reçu une greffe syngénique de moelle osseuse après irradiation, la plupart des 

souris moururent de rechute. Dans le deuxième groupe qui avait reçu une greffe de moelle 

osseuse issue d’une souris non syngénique (allogénique), aucune rechute de la maladie ne fut 

observée, mais toutes les souris finirent par mourir après une perte de poids inexpliquée. 

Edward Donnall Thomas (prix Nobel de médecine en 1990) et son équipe à Seattle furent les 

premiers dans les années 50 à effectuer des greffes allogéniques de moelle osseuse chez 

l’homme (Thomas et al., 1957).  Sur 6 patients, après un conditionnement comprenant à la fois 

une irradiation et de la chimiothérapie, seuls 2 ont survécu, les 4 autres sont décédés 100 jours 

après la transplantation. Dans les années 70, Donnall Thomas fut le premier a rapporté les 
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résultats de l’allogreffe sur une grande cohorte de patients, porteurs de leucémies aigues (54 

patients atteints de leucémie aigüe myéloïde (LAM) et 46 patients avec une leucémie aigüe 

lymphoblastique (LAL)). Dans cet essai clinique, 13 patients obtinrent la guérison, ce qui 

constituait déjà une avancée thérapeutique majeure (Thomas et al., 1977). Dans les années 80, 

Donnall Thomas, encore lui, rapporta un taux de guérison d’environ 50% chez des patients 

atteints de leucémie myéloïde chronique (LMC), après une allogreffe de moelle osseuse, 

démontrant l’intérêt de ce traitement dans cette maladie mortelle à l’époque (Thomas et al., 

1986). 

La première étape de la greffe est le conditionnement. Il s’agit en général d’une chimiothérapie 

ou d’une radio-chimiothérapie à visée principalement immunosuppressive permettant la prise 

du greffon. La deuxième étape est la greffe elle-même qui correspond à la transfusion d’un 

greffon. Trois types de greffons peuvent être utilisés en greffe de moelle. Il s’agit de récupérer 

chez le donneur des cellules souches hématopoïétiques (CSH) à l’origine des globules blancs, 

des globules rouges et des plaquettes. Les CSH sont naturellement localisées dans la moelle 

osseuse. Ainsi, historiquement les premiers greffons étaient donc des greffons médullaires 

nécessitant une anesthésie générale pour prélever la moelle, chez le donneur au niveau iliaque. 

A la fin des années 80 et au début des années 90, après la découverte des facteurs de croissance 

GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) et G-CSF (granulocyte colony 

stimulating factor), les donneurs ont pu être stimulés avec ces molécules pour permettre la 

mobilisation et le passage des CSH de la moelle vers le sang périphérique (Socinski et al., 

1988), évitant ainsi l’anesthésie générale au donneur. On parle de cellules souches 

périphériques (CSP). Les CSP sont recueillies alors par un système de cytaphérèse au niveau 

des veines périphériques. Kessinger et collaborateurs sont parmi les premiers a montré la 

faisabilité de la greffe allogénique avec CSP chez un patient atteint de LAL (Kessinger et al., 

1989). Actuellement les greffes de CSP sont largement utilisées par rapport aux cellules souches 
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issues de la moelle osseuse (Hatzimichael and Tuthill, 2010). La troisième possibilité de 

constituer un greffon est de récupérer des CSH dans la veine ombilicale à la naissance d’un 

enfant. En effet, les CSH sont retrouvées en petite quantité dans le cordon ombilical, on parle 

alors de greffe de sang placentaire.   

La principale complication de l’allogreffe est représentée par la maladie du greffon contre l’hôte 

(ou GVHD pour graft-versus-host disease). Elle est provoquée par l’alloréactivité des 

lymphocytes T du donneur contre les antigènes du receveur et provoque des atteintes d’organes 

assez typiques, principalement au niveau cutané, hépatique et digestif (Anasetti et al., 1989), 

(Krenger et al., 1997). Cette alloréactivité est d’autant plus forte que l’imcompatibilité HLA 

(human leucoyte antigen) entre le donneur et le receveur est importante. Dans les années 50, la 

notion de compatibilité entre donneur et receveur est suspectée mais non identifiée. Il faut 

attendre les premiers travaux de Jean Dausset, prix Nobel de médecine et physiologie en 1980 

pour sa découverte des premiers antigènes HLA, (Dausset and Brecy, 1957), puis ceux 

d’équipes internationales pour aboutir à la fin des années 60 à l’établissement d’un premier 

système du soi ou HLA permettant de sélectionner correctement un donneur (van Rood, 1968).  

L’effet curateur de l’allogreffe repose sur l’effet GVL due aux lymphocytes T et NK issus du 

donneur qui détruisent les cellules tumorales résiduelles du receveur (Truitt and Atasoylu, 

1991), (Zeis et al., 1997).   

Dans les paragraphes suivants, nous présentons de façon succincte la génétique HLA avant 

d’aborder la compatibilité HLA et le choix du donneur ainsi que les différents types de 

conditionnements.  
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2. Génétique HLA  

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) est un grand complexe génique très 

polymorphe, présent chez tous les vertébrés (Mosaad, 2015). Chez l’homme, ce complexe est 

appelé HLA parce que ces antigènes furent découverts pour la première fois sur des leucocytes 

dans les années 50 par Jean Dausset (Dausset and Brecy, 1957). La nomenclature HLA, inclut 

le nom du gène précédé du préfixe HLA, suivi du numéro du groupe d’allèles séparé par une 

étoile *, suivi du numéro de la molécule HLA, suivi du numéro correspondant au nombre de 

substitutions au niveau de l’ADN dans les régions codantes, suivi du nombre de substitution 

dans les régions non codantes (Exemple : HLA-A*01:01:01:01).  Ces gènes HLA sont localisés 

sur le bras court du chromosome 6 (6p21.3), et sont répartis sur trois régions (Charles A 

Janeway et al., 2001). La région HLA de classe I contient les gènes classiques HLA-A, HLA-

B et HLA-C mesurant 3,5 kb de taille et comportant jusqu’à 8 exons. Les gènes HLA présents 

dans cette région sont très polymorphes et on dénombre à l’heure actuelle 13680 allèles HLA 

de classe I dans la base de données IPD-IMGT/HLA (Release 3.33.0, 2018-07-11). Ces gènes 

HLA codent pour les molécules HLA de classe I constituées d’une chaine lourde α et d’une 

chaine légère, la β2 microglobuline. Cette chaine lourde α est organisée en trois domaines 

externes (α1, α2 et α3) contenant chacun un domaine transmembranaire et un segment 

d’ancrage cytoplasmique. Les domaines α1 et α2 forment la poche à peptide capable de fixer 

des peptides de 8 à 10 acides aminés. La majorité des polymorphismes décrits, est localisée 

dans la poche à peptides codée par les exons 2 et 3 des molécules HLA de classe I, et ces 

différences ont un rôle fonctionnel important, voilà pourquoi la plupart des techniques de 

typages HLA utilisées en routine ont longtemps ciblé ces deux exons les plus polymorphes. Par 

ailleurs, la région HLA de classe II contient les gènes HLA-DR, HLA-DP et HLA-DQ. Les 

gènes de cette région sont moins polymorphes par rapport à ceux de la classe I, et on compte 

actuellement 5091 allèles HLA de classe II (Release 3.33.0, 2018-07-11). La taille de ces gènes 
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varie entre 7 à 18 kb et comportent jusqu’à 6 exons. Ils codent pour des molécules HLA de 

classe II constituées chacune d’une chaine α et d’une chaine β, qui s’associent de manière non 

covalente. Ces molécules sont des glycoprotéines de surface constituées d’un domaine externe, 

un segment transmembranaire et d’une queue cytoplasmique. La chaine α contient les domaines 

α1 et α2, et la chaine β contient les domaines β1 et β2. Les domaines externes α1 et β1 forment 

la poche à peptides capables de fixer des peptides de 12 à 15 acides aminés. La région de classe 

III ne code pour aucune molécule HLA, mais contient des gènes codants pour les composants 

du complément, ou du TNF (Beck and Trowsdale, 2000). Au fil des améliorations techniques, 

le typage des gènes HLA a été réalisé soit par PCR-SSP (Bunce and Passey, 2013), PCR-SSOP 

(Feng et al., 2001), PCR-SBT (Li et al., 2018) ou plus récemment par des techniques de 

séquençage nouvelle génération (NGS) (Hosomichi et al., 2015) suivant le niveau de résolution 

(générique ou allélique) recherché.  

 

3. Compatibilité HLA et sélection des donneurs pour l’allogreffe  

Bien que pour une sélection optimale des donneurs en greffes de CSH, l’état de santé, l’âge, le 

sexe, lien familial, le groupe sanguin ABO et le statut CMV du donneur sont pris en 

considération, la compatibilité HLA entre donneur et receveur reste l’élément fondamental afin 

de limiter l’alloréactivité des lymphocytes T vis-à-vis des tissus de l’hôte. Cette compatibilité 

HLA entre donneur et receveur, dépend du niveau de résolution du typage HLA et du locus 

testé (Nunes et al., 2011). La faible résolution se réfère au typage des deux premiers digits 

précédant le 1er séparateur, la résolution intermédiaire correspond au typage des deux premiers 

digits après le 1er séparateur. La haute résolution se réfère au typage de tous les digits dans le 

1er, 2ème, 3ème et 4ème champs. La sélection des donneurs de CSH se base donc, sur l’identité de 

ces gènes HLA entre le donneur et le receveur. Plusieurs recommandations sont régulièrement 
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faites, par la Société Francophone de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire (SFGM TC), 

sur le choix des donneurs (Dubois et al., 2016).  

Le gold standard actuel (Figure 9) est de choisir un donneur HLA identique apparenté (donneur 

familial) ou non apparenté (donneur inscrit sur un fichier) pour les gènes HLA-A, -B, -C, -

DRB1 et -DQB1 au niveau allélique. Puisque chaque individu est constitué de deux haplotypes 

HLA-A, -B, -C, -DRB1 et -DQB1, on parle de greffe 10/10 sur le plan HLA quand le donneur 

et le receveur partagent les mêmes haplotypes. On va parler de greffe génoidentique quand le 

donneur compatible HLA est un frère ou une sœur et de greffe phénoidentique quand le donneur 

est un donneur de fichier. 

Des greffes mis-match 9/10 sont aussi possibles. En cas d’incompatibilités 9/10, il est préférable 

de choisir une incompatibilité HLA pour le locus HLA-DQB1 (Morishima et al., 2015).  

On parle de greffe 12/12 quand le typage allélique HLA-DPB1 est également disponible. Une 

incompatibilité au locus HLA-DPB1 entre donneur et receveur peut être recherchée car elle est 

parfois associée à une meilleure survie. On parle alors d’incompatibilité permissive HLA-DPB1 

(Tiercy, 2016).  

Les meilleurs résultats de greffes de CSH allogéniques sont observés avec des donneurs HLA 

identique apparenté (frère ou sœur du patient). Ces donneurs constituent donc le premier choix 

en termes de sélection d’un donneur pour une greffe de CSH allogénique. On choisit ensuite un 

donneur 10/10 de fichier puis éventuellement un donneur 9/10 car la survie des patients est 

meilleure dans le premier cas (Rubio et al., 2016). 

Malheureusement, la possibilité de trouver un donneur HLA identique apparenté est d’environ 

30% (Tiercy, 2016). En l’absence de donneur genoidentique, la possibilité en Europe de trouver 

un donneur de fichier 10/10 est d’environ 45 à 65%, un donneur de fichier 9/10 d’environ 20 à 

30% (Tiercy, 2016).  
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Un certain nombre de patients n’ont donc pas de donneur identifié. On va alors avoir recours à 

des greffes dites alternatives, telles que la greffe de sang placentaire (Figure 9) ou la greffe 

haploidentique (Bejanyan et al., 2015).  

Les greffes de cordon ombilical sont surtout utilisées chez les enfants, et ce depuis 1988. On 

utilise alors une seule unité de sang placentaire. Chez les adultes, compte tenu du poids des 

patients, on utilise deux unités de sang placentaires pour avoir suffisamment de CSH pour 

permettre la prise de greffe. Les greffes de double sang placentaire chez l’adulte ont été 

développées à partir des années 2004/2005. Compte-tenu que le greffon placentaire, outre les 

CSH, contient des cellules T immatures, la compatibilité HLA requise entre patient et greffon 

placentaire est moins drastique : on peut se permettre des greffes 4/6 5/6 ou 6/6 en prenant en 

compte uniquement les loci HLA-A, -B (au niveau générique) et DRB1 (au niveau allélique) 

(Barker et al., 2005, Delaney and Ballen, 2010 ; Michel et al., 2013). Etant donné que les molécules 

HLA-C sont faiblement exprimées à la surface des cellules de l’organisme par rapport aux 

molécules HLA-A et HLA-B (Johnson, 2000), (Apps et al., 2015), le mismatch HLA-C est 

souvent aussi considéré comme permissif. Néanmoins, récemment l’intérêt d’un matching HLA 

C dans ce type de greffe a été rapporté (Hough et al., 2016). De plus, en cas d’incompatibilités 

HLA et pour éviter une non prise, il faut s’assurer que le patient n’a pas d’anticorps anti-HLA 

dirigés contre les antigènes HLA du cordon.  

L’autre avantage de la greffe de cordon, à côté de l’utilisation de greffon non complétement 

compatible, est la moindre incidence de GVHD. Cependant la faible quantité de CSH contenue 

dans les greffons est associée à un risque accru de non prise et une reconstitution immunitaire 

retardée, source d’infections (Grewal et al., 2003).  

Les greffes placentaires sont aujourd’hui challengées par les greffes haploidentiques, en 

particulier chez les adultes (75 allogreffes placentaires en 2017 contre 188 en 2013, rapport 

ABM 2017).  
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L’autre principale greffe alternative est donc la greffe haploidentique réalisée à partir d’un 

donneur familial haploidentique ou 5/10, c’est-à dire que le donneur et receveur ne partage 

qu’un haplotype HLA-A, -B, -C, -DR, -DQB1 sur deux.  Il peut s’agir d’un parent, d’un frère 

ou une sœur, d’un enfant, d’un cousin ou d’une cousine, d’un neveu ou une nièce (Chevallier 

et al., 2015). La probabilité d’un patient d’être haploidentique avec le donneur est de 50% 

lorsqu’il s’agit de la fratrie et de 100% lorsqu’il s’agit des deux parents biologiques ou des 

enfants du patient (Chevallier et al., 2015). Dans ce contexte, les incompatibilités HLA de classe 

I, en particulier HLA-C, et KIR sont fréquentes. Initialement, ce type de greffe était associé à 

un taux de non prise important et de fortes incidences de GVHD. Dans les années 90, on a 

réalisé des T déplétion in vitro du greffon pour éviter la survenue de GVHD après ce type de 

greffe (Aversa et al., 1994) mais les résultats n’étaient pas à la hauteur car du fait de l’absence 

de lymphocytes T et d’effet GVL, le taux de rechute était très important. Certaines équipes 

développèrent donc l’ajout secondaire de lymphocytes T après la greffe pour avoir cet effet 

GVL sans grand succès (Solomon et al., 2012). 

Actuellement les greffes haploidentiques sont tout-à-fait possible grâce à une T déplétion du 

greffon in vivo par administration de ciclophosphamide a forte dose précocement après la 

greffe, ce qui permet une destruction des lymphocytes T alloréactifs du greffon et ainsi de 

réduire drastiquement l’incidence de GVHD sévère observée précédemment (Kanakry et al., 

2015). Les cellules souches et les cellules effectrices, telles que les cellules NK, du greffon, ne 

sont pas détruites par le ciclophosphamide, ce qui permet la prise de greffe et l’action 

antitumorale des cellules effectrices (Martelli et al., 2014).  
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Figure 9 : Sources de cellules souches hématopoïétiques 
Les CSH peuvent provenir soit de la moelle osseuse, du sang périphérique ou du sang de cordon ombilical. Les 

cellules NK sont en général les premières cellules à se reconstituer après greffe. L’expression des récepteurs 

KIR2DL1/L2/L3/S1/S2 est détectable à partir du 1er mois post-greffe de CSH non apparentée (Triplett et al. 

Leukemia 2009).  

 

 

4. Conditionnements et Donneurs 

Le rôle du conditionnement pré-greffe est triple : faire de la place (destruction de 

l’hématopoiese du receveur), réaliser une immunosupression chez le receveur pour permettre 

l’installation du greffon, et si possible avoir une action antitumorale.  

Les premiers conditionnements à être utilisés étaient myéloablatif (MAC pour myeloabaltive 

conditioning, destruction complète de la moelle du malade) comportant une irradiation 

corporelle totale (ICT) ou une association ICT avec du ciclophosphamide (endoxan) forte dose 

(Thomas et al., 1982). Ce type de conditionnement cause une cytopénie irréversible et l’apport 

de la greffe de CSH est obligatoire (Jethava et al., 2017). Les régimes de conditionnement MAC 

sont associés à une toxicité et une mortalité dépendant de plusieurs facteurs tels que l’âge du 

patient, l’âge du donneur, la compatibilité HLA, le sexe et le stade de la maladie. Compte-tenu 

de la toxicité de l’ICT, certaines équipes dans les années 80 démontrèrent l’intérêt et l’efficacité 
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de l’association du busulfan avec le ciclophosphamide en supprimant donc l’ICT du 

conditionnement (Tutschka et al., 1987).  

Dans les années 90, les conditionnements à intensité réduite ou atténués (RIC pour reduced 

intensity conditioning) ont fait leur apparition, permettant de greffer des patients plus âgés ou 

co-morbides. Néanmoins, du fait que la moelle malade du patient n’est pas complètement 

détruite avec ces RIC, le taux de rechute est plus important après ce type de greffe qu’après une 

greffe avec conditionnement MAC. Ce régime de conditionnement entraine une cytopénie 

d’une durée assez longue pour nécessiter l’apport d’un greffon de CSH (Bacigalupo et al., 

2009). Les principales drogues utilisées pour les RIC sont : fludarabine, melphalan, busulfan, 

thiotepa à dose réduite, ICT à faible dose (Schmid et al., 2006). Globalement la dose des agents 

alkylants et de l’ICT sont réduites de 30% par rapport aux conditionnements MAC (Bacigalupo 

et al., 2009). 

On distingue également, des conditionnements non myéloabaltifs (NMA) qui ne nécessite pas 

l’apport d’un greffon de CSH car ils n’entrainent pas de cytopénies. Il peut s’agir d’une 

association fludarabine et ciclophosphamide (Khouri et al., 1998), d’une ICT 1 ou 2 Grays 

(Ballen et al., 2004), d’une irradiation lymphoide totale (TLI), ou d’un traitement par sérum 

antilymphocytaire ou antithymoglobuline (ATG) (Lowsky et al., 2005). Néanmoins, ces 

conditionnements NMA sont aujourd’hui abandonnés car associés à un taux de rechute trop 

important. 

En greffe de CSH haploidentique, le conditionnement de référence est le conditionnement 

Baltimore avec de la fludarabine, de l'endoxan faible dose et une ICT 2 Grays pré-greffe suivi 

donc après la greffe d’administration de forte doses d’endoxan aux jours 3 et 4 de la greffe 

(Luznik et al., 2008). Des variantes de ce conditionnement, développés par notre groupe ou 

d’autres, sont également utilisés (Retiere et al, 2017). 
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5. Impact des gènes KIR et ligands HLA de classe I en greffes de CSH 

Etant donné l’effet antileucémique des cellules NK, et le fait qu’elles se reconstituent 

rapidement après la greffe, bien avant les lymphocytes T, de nombreuses études se sont 

focalisées depuis le début des années 2000, sur le rôle de l’alloréactivité des cellules NK sur le 

devenir des greffes de CSH. La contribution clinique de l’alloréactivité des cellules NK KIR+ 

en greffes de CSH a été démontrée de manière impressionnante par Ruggeri et collaborateurs 

en 2002. Dans un contexte de greffes de CSH HLA haploidentiques T déplétées in vitro, cette 

équipe italienne a montré pour la première fois l’effet bénéfique des incompatibilités KIR/HLA 

(Ruggeri et al., 2002a). Dans ces travaux, une diminution significative de la fréquence de la 

rechute et de la GVHD aigue associée à une amélioration de la survie des patients atteints de 

LAM étaient observée, pour les couples présentant une incompatibilité KIR ligand dans le sens 

GvH, suggérant une potentielle alloréactivité des cellules NK KIR+ (Ruggeri et al., 2002b). Cet 

effet bénéfique des incompatibilités KIR ligands fut également observé en 2003 par Giebel, en 

greffes de CSH de moelle osseuse non apparentées T déplétées HLA non identiques. Dans cette 

étude, on retrouvait une probabilité de survie de 87% à 5 ans, chez les patients présentant des 

incompatibilités KIR ligands avev le donneur (Giebel et al., 2003). Cependant, cet effet 

bénéfique des incompatibilités KIR ligand n’a pas été retrouvé dans d’autres études post-greffes 

de CSH  HLA identiques 9/10 ou 10/10 non apparentées, probablement à cause des différences 

de protocoles de greffes utilisées dans ces études (Davies et al., 2002), (Farag et al., 2006), (Hsu 

et al., 2006), (Bignon and Gagne, 2005).   

Etant donné leur essort chez l’adulte entre 2005 et 2015, le rôle des incompatibilités 

KIR ligand fut également évalué dans le contexte de greffes de sang placentaire non HLA 

compatible. Ainsi, en 2009, Willemze et collaborateurs ont montré que les incompatibilités KIR 

ligands entre le donneur et le receveur en greffes de CSH de sang de cordon ombilical, sont 

associées à une diminution de l’incidence de la rechute et à une amélioration de la survie des 
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patients (Willemze et al., 2009). Cependant, cet effet bénéfique n’a pas été retrouvé par 

Brunstein la même année chez les patients ayant reçu une ou deux unités de sang de cordon 

ombilical (Brunstein et al., 2009). Dans l’équipe, nous n’avons également observé aucun impact 

des incompatibilités KIR ligand sur la dominance du sang de cordon en cas de greffe de double 

sang placentaire (Rettman et al., BMT 2016).  

En parallèle des études évaluant l’impact des incompatibilités KIR ligand reposant 

uniquement sur la connaissance des typages HLA de classe I des couples donneur/receveur, 

d’autres études ont été menées pour évaluer l’impact du polymorphisme des gènes KIR sur le 

devenir de greffes de CSH. En effet, le polymorphisme génotypique des gènes KIR chez le 

donneur peut potentiellement engendrer une alloréactivité des cellules NK KIR+ et impacter le 

devenir des greffes de CSH. Ainsi, en 2010, Stringaris et collaborateurs observent que les gènes 

KIR télomérique KIR2DL5A, KIR2DS1 et KIR3DS1 sont associés à une diminution 

significative de la rechute post-greffe de CSH HLA identiques apparentées chez des patients 

atteints de LAM (Stringaris et al., 2010). D’autres études, évaluant l’effet des génotypes KIR 

du donneur, montrent que l’utilisation des CSH provenant des donneurs de génotypes KIR BB 

possédant les gènes KIR centromériques KIR2DL2 et KIR2DS2 est associée à une amélioration 

significative de la survie des patients en greffes de CSH non apparentées HLA identiques 

(Cooley et al., 2010). Au vu de ces résultats, ce groupe américain a pu développer un algorithme 

de sélection des donneurs sur des bases génotypiques KIR dans le but de prédire l’alloréactivité 

des cellules NK. Par ailleurs, l’effet bénéfique de certains gènes KIR dont le gène KIR2DS1 

télomérique est rapporté chez des patients atteints de LAM ayant reçus une greffe de CSH HLA 

identique non apparentée (Venstrom et al., 2012).   

A l’heure actuelle, très peu d’études ont été réalisées pour évaluer l’impact des 

incompatibilités KIR ligand ou KIR/HLA dans un contexte de greffe haploidentique. 

Récemment, une équipe Marseillaise a montré l’importance des incompatibilités KIR ligand en 
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termes de diminution significative de l’incidence de la rechute chez des patients atteints de 

LAM en greffes haploidentiques non T déplétées avec ajout de cyclophosphamide post-greffe 

(Wanquet et al., 2018). Notre équipe a également montré que les incompatibilités des gènes 

KIR2DL (L1 et L2/L3) /HLA-C sont associées à une augmentation de l’incidence de la maladie 

du greffon contre l’hôte, à une faible incidence de la rechute et à une meilleure survie des 

patients (Article soumis, Annexe).  

Le rôle des incompatibilités KIR ligands, des gènes KIR et des combinaisons KIR/KIR 

ligand en greffes de CSH reste toujours controversé en raison de l’hétérogénéité des 

caractéristiques de greffes (HLA identiques ou pas) : taille de la cohorte, conditionnement, 

pathologies, source de greffon variables, et de la définition des incompatibilités KIR (prise en 

compte des incompatibilités KIR ligand seulement, ou prise en compte des gènes/génotypes 

KIR du donneur, ou prise en compte des combinaisons génétiques gènes KIR du donneur/KIR 

ligand du receveur). Les gènes KIR étant polymorphes au niveau génotypique et allélique 

comme discuté ci-après, ce polymorphisme peut impacter le phénotype, l’interaction avec les 

ligands HLA de classe I et la fonction des cellules NK comme démontré récemment pour le 

gène KIR3DL1 (Boudreau et al., 2017). En effet, Boudreau et collaborateurs ont montré que la 

combinaison génétique KIR3DL1-null/HLA-Bw4 est associée à un taux faible rechute et de 

mortalité après greffe de CSH T déplétées chez des patients atteints de LAM.  

Au final, la meilleure connaissance des allèles KIR et HLA pour la prédiction de 

l’alloréactivité des cellules NK KIR+ ainsi que la meilleure connaissance de la reconstitution 

du répertoire des cellules NK KIR+ en post-greffe (Retière et al., 2018), devraient permettre 

dans le futur une meilleure sélection des donneurs en greffe de CSH. 
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6. Expression des molécules HLA de classe I  

Les molécules HLA de classe I sont exprimées, à la surface de cellules nucléées de 

l’organisme, à des niveaux d’expressions différents selon les types cellulaires. Leur expression 

peut être régulée par des hormones et cytokines (Mu et al., 2014). Cette expression se fait de 

façon codominante avec un maximum de 6 antigènes HLA de classe I classiques différents 

exprimés, codés par les gènes HLA-A, HLA-B et HLA-C issus du chromosome paternel et 

maternel (Charles A Janeway et al., 2001). En spectrométrie de masse, le niveau d’expression 

des molécules HLA-A, -B et -Cw codées par les allèles HLA-A*02:01, HLA-B*44:02 et HLA-

C*05:01 à la surface des lymphocytes du sang périphérique est vingt fois plus élevé par rapport 

à la molécule HLA-E non classique (Apps et al., 2015). Par contre en cytométrie en flux, le 

niveau d’expression des molécules HLA-A2 et HLA-B44 à la surface des lymphocytes du sang 

périphérique, codées par les allèles HLA-A*02:01 et HLA-B*44:02, est dix huit fois plus élevé 

par rapport à la molécule HLA-Cw5 codée par l’allèle HLA-C*05:01 (Apps et al., 2015).  

L’expression de ces molécules HLA de classe I, plus précisement la molécule HLA-Cw, à la 

surface des cellules dépend de la nature de l’allèle présent et ou de l’haplotype HLA (Bettens 

et al., 2014). Le niveau d’expression des molécules HLA-C sur les cellules du patient est un 

déterminant clé sur le dévenir de greffes de CSH HLA identique 9/10 avec une incompatibilité 

sur le locus HLA-C. Les incompatibilités HLA-Cw impliquant les produits d’allèles HLA-Cw 

faiblement exprimés sont mieux tolérés par le patient par rapport à celles impliquant des prduits 

d’allèles HLA-Cw codant des molécules HLA-Cw fortement exprimées (Petersdorf et al., 

2014). Ce niveau d’expression des molécules HLA-Cw sur les cellules est régulé, par le 

polymophisme dans la région 3’-UTR controlant la fixation du micro-ARN miR-148. 

L’interaction du miR-148 dans la région 3’-UTR est associée à une diminution du niveau 

d’expression des molécules HLA-Cw. Par contre, une absence d’interaction de ce miR-148 sur 

cette région 3’-UTR est associée à une expression forte des molécules HLA-Cw (Kulkarni et 
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al., 2011). De plus, ce niveau d’expression des molécules HLA-Cw est aussi régulé, par le 

polymorphisme du variant rs2395471 située à 800 pb, en amont du site d’initiation de la 

transcription du gène HLA-C pouvant affecter l’affinité du facteur de transcription Oct-1 (Vince 

et al., 2016).  

 

7. Polymorphisme allélique des gènes KIR 

En dehors de la diversité génotypique, présentée dans la partie II, le polymorphisme 

allélique des gènes KIR contribue significativement à la diversité du répertoire NK KIR 

(Shilling et al., 2002), (Kwon et al., 2000). Généré par des mutations ponctuelles et par des 

recombinaisons homologues, ce polymorphisme allélique touche différement tous les gènes 

KIR, plus particulièrement les gènes KIR inhibiteurs (Hilton et al., 2015), (Norman et al., 2007). 

Contrairement aux gènes HLA de classe I présentant un polymorphisme allélique extrêmement 

élevé, touchant principalement les exons 2 et 3, le polymorphisme des gènes KIR est plus limité 

mais réparti sur tous les exons. La nomenclature des allèles KIR (Marsh et al., 2003) (Middleton 

and Gonzelez, 2010), harmonisée au niveau mondial inclut l’acronyme KIR, suivi du nombre 

de domaines extracellulaires « 2D » ou « 3D » et de la longueur de la queue cytoplasmique 

(« L » pour long, « S » pour court et « P » pour pseudogène). Le dernier digit avant l’astérisque 

* désigne le nombre de gènes codant un récepteur avec cette structure. Lorsque deux ou trois 

gènes KIR ont une structure et des séquences très similaires, une lettre doit être ajoutée pour 

les distinguer, par exemple les gènes KIR2DL5A et KIR2DL5B (Gómez-Lozano et al., 2002). 

Les trois premiers digits après l’astérisque* désignent les allèles qui diffèrent dans les 

séquences exoniques avec des mutations silencieuses. Les deux digits suivants indiquent les 

allèles qui diffèrent dans les séquences exoniques avec des mutations non silencieuses et les 

deux derniers digits sont utilisés pour distinguer les allèles qui diffèrent dans les régions non 
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codantes (intron, promoteur, etc.). Une lettre peut aussi être ajoutée pour représenter un allèle 

non exprimé (exemple : KIR2DL1*013N).  

A l’heure actuelle, 907 allèles KIR ont été répertoriés dans la base de données IPD-KIR 

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html). Les gènes KIR les plus polymorphes sont les KIR 

inhibiteurs (figure 10), plus particulièrement le KIR3DL2 (158 allèles) suivi du KIR3DL1 (137 

allèles décrits). Les gènes KIR3DL1 et KIR3DS1 d’une part ainsi que les gènes KIR2DL2 et 

KIR2DL3 d’autre part sont considérés comme des allèles des mêmes gènes (Uhrberg et al., 

1997), (Hsu et al., 2002). Des études ont montré que le polymorphisme allélique KIR3DL1 peut 

avoir un impact sur le phénotype, l’interaction avec le ligand HLA de classe I, la reconnaissance 

des anticorps anti-KIR3DL1 et sur la fonction des cellules NK (Gagne et al., 2013), (O’Connor 

et al., 2007), (Mulrooney et al., 2015). En effet, selon l’allèle KIR3DL1 présent, le niveau 

d’expression du récepteur KIR3DL1 à la surface des cellules NK sera soit nulle 

(KIR3DL1*004, KIR3DL1*019), faible (KIR3DL1*005, KIR3DL1*007) ou fort 

(KIR3DL1*001, KIR3DL1*01502, KIR3DL1*020) (Gardiner et al., 2001), (Parham et al., 

2011), (Gagne et al., 2013). Le polymorphisme dans les régions promotrices du gène KIR3DL1 

impact l’activité du promoteur et il est associé à des différences de fréquence d’expression de 

ce récepteur sur les cellules NK (Li et al., 2008). En 2005, Carr et al. ont montré que la présence 

de l’arginine à la position 238 du domaine D2 et de l’isoleucine à la position 320 du domaine 

transmembranaire permet au récepteur KIR3DL1*002 d’interagir fortement avec son ligand 

HLA-Bw4 comparé au récepteur KIR3DL1*007 possédant une glycine et une valine à ces 

différentes positions (Carr et al., 2005). Le polymorphisme des allèles KIR3DL2 impacte aussi 

sur le niveau d’expression de ces récepteurs sur les cellules NK. Les produits d’allèles 

KIR3DL2*007 et KIR3DL2*00902 sont connus pour être faiblement exprimés sur les cellules 

NK comparés au produit d’allèle KIR3DL2*008 (Yawata et al., 2006). Le polymorphisme 

allélique de certains gènes KIR2D inhibiteurs, impacte aussi sur le niveau d’expression des 

https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html
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récepteurs sur les cellules NK. Il a été montré que le produit d’allèle KIR2DL1*004 est 

faiblement exprimé sur les cellules NK par rapport au produit d’allèle KIR2DL1*003 (Dunphy 

et al., 2015).  Il a été aussi décrit que le polymorphisme du gène KIR2DL5 dans la région 

promotrice impacte sur le niveau d’expression de ce gène à la surface des cellules NK 

(Mulrooney et al., 2008). Les polymorphismes dans les régions promotrices des gènes KIR peut 

affecter la fixation de certains facteurs de transcription, tels que AP-1, Oct-1 et Ets-1 sur ces 

régions entrainant ainsi une faible expression de ces récepteurs KIR (Li et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Polymorphisme allélique des gènes KIR 
Les gènes KIR inhibiteurs sont les plus polymorphes plus précisément les gènes KIR3DL. A l’heure actuelle, 907 

allèles KIR sont décrits dont 137 allèles KIR3DL1.  
 

Le polymorphisme des allèles KIR s’étend généralement sur plusieurs exons (8 à 9 

exons), la position des bases polymorphes varie selon le gène KIR considéré, comme illustré 

pour le gène KIR2DL1 (figures 11 et 12). A l’heure actuelle, il est difficile de représenter sur 

une même figure les positions polymorphes de tous allèles connus (907 allèles), de 15 gènes 

KIR fonctionnels.  

La répartition des allèles KIR peut varier selon les pays et les ethnies. Par exemple, pour 

le gène KIR2DL1, les allèles KIR2DL1*001, *002, *003, et *004 sont présents en Irlande du 

Nord (Meenagh et al., 2008), en Inde, Mexique et aux USA en fréquences variables. L’allèle 
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KIR2DL1*005 est retrouvé en Inde à une fréquence de 43,8% (Rajalingam et al., 2002) et 

absent dans les populations Européennes. L’allèle KIR2DL1*006 est présent au Ghana à une 

fréquence de moins de 1% et chez les Afro-américains à 11% (Hou et al., 2009).  L’allèle 

KIR2DL1*007 rare dans les populations Européennes est retrouvé en fréquences variables aux 

USA (7%) comme répertoriées dans la base de données http://allelefrequencies.net/. Faute de 

techniques de typages de tous les allèles comme détaillées dans la partie 9 « Méthodes d’études 

des gènes KIR et allèles », très peu d’études ont été menées en Europe sur la diversité de tous 

les allèles KIR. Les quelques études menées en France ont détecté les allèles KIR2DL4 

(*00102, *00103, *00201, *00501, *00801, *00802, *011, *012), KIR2DS4*003, KIR3DL1 

(*001, *002, *004, *005, *007, *008, *01501, *01502, *019, *020) et KIR3DS1*01301 dans 

la population (http://allelefrequencies.net/) (Buhler et al., 2009). 
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Figure 11 : Alignement des séquences ADNc des allèles KIR2DL1. En bleu : bases polymorphes différenciant les allèles KIR2DL1 

 

 

 

EXON 1

ADNc 13 107 110 144 166 188 194 230 259 262 313 331 333 343 358 379 404 454 523 549 550 576 582 598 608 621 709 714 724 725 739 796 801 813 849 867 888 907 908 949 997 1037

2DL1*001 G G C A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*002 T G C A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*00301 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A G C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*00302 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*00303 G G G A G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G G A C C A C C C A

2DL1*00304 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C A G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*00305 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C G

2DL1*004 G G G A G A T A A A A G G A A G C C A C A T G G G C G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*005 G G G A G A T A A A A G G A A G T C C T G T G G G C A C C G C C G A G C C A C C G A

2DL1*00601 G G G A G A T A A A A G G A A G T C C C G C G G A C A C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*00602 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*007 G G G A G A T A A A A G G A G G C C A C A T G G G C G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*008 T A C A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*009 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C G T C C A

2DL1*010 G G G A G A T A A A A G G A A G C C A C A T G G G C G C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*01101 T G G A G A T A A A A G G A A G C C A C A T G G G C G C A G C T G A A C C A C C C A

2DL1*01102 T G G A G A T A A A A G G A A G C C A C A T G G G T G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*012 G G G A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*013N T G G A T A T A A A A G G A A G C C A C A T G G G C G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*014 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G A A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*015 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C A A C C C A

2DL1*016 G G G A G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G G A C C A C T C A

2DL1*017 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C A C C G A A C C A C C C A

2DL1*018 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C C C C C A

2DL1*019 G G G A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G G C G G A C C A C C C A

2DL1*020 G G G G G A T A A G A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*021 T G C A G A T A A A A G G A A C C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*022 G G C A G A A A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*023 G G G A G A T A A A C T G G A G T C C T G C G G A C A C C G C C G G A C C A C C C A

2DL1*024 G G G A G A T G A A A G G A A G C C A C A T G G G C G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*025 G G G G G A T A A A A G G A A G T T C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*026 G G G A G A T A A A A G G A A G C C C T G C G G A C A C C G C C A A A C C A C C C A

2DL1*027 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G A A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*028 G G G A G A T A G A A G G A A G C C A C A T G G G C G C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*029 G G G A G A T A A A A T T A A G C C A C A T G G G C G C C G C T G A A C C A C C C A

2DL1*030 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*031 G G G G G G T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*032N G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A G A C C G C C G A A C C A C C C A

2DL1*033 G G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A G C A C C C A

2DL1*034 T G G G G A T A A A A G G A A G T C C T G C G G A C A C C G C C G A A C C A C C C A

EXON 7 EXON 8PSEUDOEXON 3 EXON 4 EXON 5 EXON 6
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Figure 12 : Alignement des séquences en Acides aminés des allèles KIR2DL1. Colorées : bases polymorphes différenciant les allèles 

KIR2DL1 et sites de reconnaissance des anticorps anti-KIR2DL1 (vert : 1F12, bleu foncé : EB6, beige : 1A6, bleu clair : 8C11). D1 et D2= 

domaines protéiques.  
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8. Régulation transcriptionnelle des gènes KIR 

À l’exception du gène KIR2DL4 exprimé sur toutes les cellules NK (Stulberg et al., 

2007), l’expression des autres gènes KIR se fait de façon clonale (Ciccone et al., 1992). En 

d’autres termes, ces gènes KIR subissent un phénomène de « variégation » gouverné par des 

facteurs épigénétiques (Chan et al., 2005). Les hypothèses actuelles expliquant ce phénomène 

de « variégation », sont principalement basées sur la méthylation de l’ADN (Santourlidis et al., 

2002). Ces études montraient que les gènes KIR2DL3, KIR3DL1 et KIR3DL2 non exprimés 

dans la lignée cellulaire NKL aussi bien que dans les cellules NK fraichement isolées étaient 

méthylés au niveau des îlots CpG proches du site d’initiation de la transcription (Santourlidis 

et al., 2002), (Chan et al., 2003), (Chan et al., 2005). L’inhibition de cette méthylation avec de 

l’agent déméthylant 5-aza induisait l’expression des produits de ces gènes KIR (Santourlidis et 

al., 2002), (Chan et al., 2003), (Chan et al., 2005). A l’heure actuelle, trois principaux types de 

promoteurs sont connus, à savoir les promoteurs distaux, intermédiaires et proximaux. La 

région promotrice KIR distale située en amont des promoteurs KIR proximaux, contient 

plusieurs sites de fixation de certains facteurs de transcription tels que USF, AML, Myc, Elk-

1, NF-E2 et Ets pour les gènes KIR3DL1 et KIR2DL4 (Stulberg et al., 2007). Ces promoteurs 

KIR distaux, sont généralement situés dans les régions intergéniques des gènes KIR (Stulberg 

et al., 2007), (Cichocki et al., 2011). Ces promoteurs distaux sont actifs dans les précurseurs 

des cellules NK n’exprimant pas de récepteurs KIR (Cichocki et al., 2009). La stimulation des 

cellules NK par de l’IL-15 améliore l’interaction du facteur de transcription endogène c-Myc 

dans ces régions promotrices distales entrainant ainsi une augmentation de la transcription des 

gènes KIR (Cichocki et al., 2009). Entre les promoteurs KIR distaux et KIR proximaux, se 

trouvent des promoteurs KIR intermédiaires tels que Pro1 présents dans tous les gènes KIR 

(Pascal et al., 2006). La transcription en sens inverse de ce promoteur Pro1 produit un ARN 

double brin non codant capable d’inhiber la transcription des gènes KIR (Pascal et al., 2006), 
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(Davies et al., 2007), (Wright et al., 2013) car les transcrits en sens inverse sont uniquement 

retrouvés dans les cellules NK dépourvues  de récepteurs KIR (Davies et al., 2007). L’analyse 

de la région promotrice intermédiaire Pro1, a récemment montré quatre sites potentiels de 

fixation des facteurs de transcription C/EBP, AP-1, Oct-1 et Ets (Li et al., 2016). Les 

promoteurs KIR proximaux s’étendent sur une région de 270 pb, en amont du site du codon 

d’initiation de la traduction (Stewart et al., 2003). Ces promoteurs KIR proximaux contiennent 

plusieurs sites de liaison de facteurs de transcription, tels que CREB et AP-1 pour le gène 

KIR2DL4 et TCF-2 et STAT pour le gène KIR3DL1 (Stewart et al., 2003). L’activité de ces 

promoteurs KIR proximaux est bidirectionnelle. La transcription en sens inverse de ces 

promoteurs proximaux est associée à une inhibition de la transcription des gènes KIR via la 

production d’un ARN double brin non codant (Anderson, 2014). Enfin, le promoteur 

intermédiaire Pro1 semble représenter l’élément clé dans le contrôle des profils d’expression 

des récepteurs KIR, et la fonction primaire du promoteur proximal est le contrôle du phénomène 

de « variégation » des allèles KIR (Wright et al., 2014), (Li et al., 2016). 

 

9. Méthodes d’études des gènes et allèles KIR  

Les méthodes de typage des gènes et allèles KIR, sont calquées sur celles utilisées pour 

étudier le polymorphisme des gènes HLA. De nos jours, plusieurs techniques ont été 

développées pour connaître le contenu en gènes ou en allèles KIR d’un individu. Ces techniques 

sont, d’une part des techniques de non séquençage d’ADN (PCR-SSP, PCR-SSOP, RT-PCR, 

PCR multiplex) (Schellekens et al., 2014) et, d’autre part des techniques de séquençage d’ADN 

(séquençage bi-allélique et séquençage nouvelle génération (NGS)). La PCR-SSP est la 

technique communément utilisée, pour connaître le contenu en gènes KIR d’un individu. Elle 

fut la première technique, à être développée en 1997 qui permettait de détecter la présence ou 
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non d’un gène KIR, en utilisant de l’ADN génomique et des couples d’amorces spécifiques de 

chaque KIR (Uhrberg et al., 1997). Cette technique fut par la suite optimisée pour permettre 

l’identification de nouveaux gènes et allèles de certains gènes KIR (Vilches et al. 2007), (Martin 

and Carrington, 2008). De nos jours, cette technique est toujours utilisée pour étudier les allèles 

KIR fonctionnels à partir de couples d’amorces spécifiques de certains groupes d’allèles (Bari 

et al., 2015). Cependant, la PCR-SSP produit des amplicons d’environ 2 kb en taille (Norman 

et al., 2002), générant parfois des faux négatifs à cause de la mauvaise qualité de l’ADN et 

ciblant un polymorphisme limité. Des techniques de PCR-SSP multiplex furent aussi 

développées pour surmonter certaines limites de la PCR-SSP. Ces PCR-SSP multiplex utilisent 

des groupes d’amorces permettant d’amplifier tous les gènes KIR d’un individu en utilisant, par 

exemple quatre groupes d’amorces (Sun et al., 2004) (Kulkarni et al., 2010). La PCR-SSP 

multiplex est utilisée, dans notre laboratoire, pour le génotypage KIR. Cette technique présente 

l’avantage, de générer des amplicons de moins de 1 kb et donne de bons résultats sur des ADN 

partiellement dégradés (Sun et al., 2004). La PCR-SSOP, quant à elle, est une autre technique 

utilisée pour détecter les gènes KIR. Cette technique nécessite d’avoir un grand volume d’ADN 

à tester pour la PCR, beaucoup de réactifs, et des étapes post-PCR lourdes (Crum et al., 2000). 

Les techniques de PCR-SSP et SSOP, restent souvent limitées à quelques gènes KIR et prennent 

globalement du temps, manquent de capacité pour caractériser de nouveaux allèles, quantifier 

le nombre de copies des gènes et ne sont pas adaptées pour l’analyse d’un grand nombre 

d’échantillons (Jiang et al., 2016). D’autres techniques ont été également développées, pour 

identifier la présence ou l’absence de chaque gène KIR chez un individu à savoir la RT-PCR et 

la qPCR multiplex. La technique de RT-PCR développée par Alves et al. en 2009 présente 

l’avantage d’être simple, fortement sensible, spécifique et ne nécessite pas d’étapes 

supplémentaires après la PCR (Alves et al., 2009). Enfin, la technique PCR quantitative 

multiplex à l’avantage d’identifier non pas que la présence ou l’absence des gènes KIR mais 
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aussi le nombre des copies des gènes, capable d’impacter le niveau d’expression des récepteurs 

KIR sur les cellules NK (Jiang et al., 2016).  

Des techniques de séquençage peuvent aussi être utilisées pour déterminer le contenu 

en gènes ou en allèles KIR d’un individu. Ces techniques sont : le séquençage bi-allélique 

(SBT) et le séquençage nouvelle génération (NGS). La faisabilité de la SBT pour le typage des 

gènes ou allèles KIR fut démontrée dans plusieurs études (Hou et al., 2012), (Zhang and Deng, 

2017). Cette technique de première génération a permis d’étudier la diversité des gènes KIR et 

de découvrir de nombreux nouveaux allèles KIR (Bao et al., 2010), (Zhen et al., 2015). La 

technique SBT fut initialement décrite en 1977 par Gilbert et Maxam (Maxam and Gilbert, 

1977) en utilisant une approche de séquençage chimique et puis par Sanger (Sanger et al., 1977) 

en séquençant de l’ADN du bactériophage varphiX174 avec des terminateurs de chaines. Ceci 

leur a valut le prix Nobel de chimie en 1980. La méthode de Sanger est largement utilisée en 

SBT et c’est la plus simple parmi les deux (Ambardar et al., 2016). La technique de séquençage 

de Sanger est précédée d’une étape d’amplification du gène KIR d’intérêt par réaction de 

polymérisation en chaine (PCR) pour générer des matrices qui seront ensuite utilisées en 

séquençage. Cependant, cette technique est spécifique d’un seul locus et ne permet d’effectuer 

que 96 réactions de séquençage en parallèle (Rizzo and Buck, 2012). Ces premières 

technologies de séquençage ont fini par évoluer en deuxième et en troisième génération de 

séquençage (NGS) à partir des années 2004. En fait, ces séquençages de nouvelle génération 

possèdent plusieurs avantages, tels que la capacité de séquencer en parallèle tous les gènes KIR 

de plusieurs donneurs dans une même réaction, une meilleure sensibilité, séquençage 

monoallélique des gènes, l’absence d’ambiguïtés cis trans et la capacité d’identifier les 

nouveaux allèles ou les allèles déjà connus. De plus, le NGS peut être utilisé dans l’étude de 

l’exome, du génome entier et pour analyser les composants génomiques au niveau 

transcriptomique, épigénétique et de la structure de la chromatine (Pareek et al., 2011), 
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(Metzker, 2010). A l’heure actuelle, il existe deux plateformes technologiques majeures des 

séquenceurs de 2ème génération à savoir : les technologies Ion Torrent et Illumina. Ces deux 

technologies diffèrent entre elles dans leurs chimies de séquençage expliquant ainsi les 

différences dans le débit de séquençage, la longueur des « reads », le taux d’erreurs, la 

couverture de séquençage et la durée de séquençage (Loman et al., 2012). Contrairement aux 

autres nouvelles générations de séquençage, la technologie Illumina est connue pour générer 

moins d’erreurs, un haut débit et des étapes entièrement automatisées (Pillai et al., 2017). Dans 

cette technologie, les gènes d’intérêt peuvent être capturés par PCR long range et ensuite 

fragmentés en des fragments d’au moins 300 pb pour préparer la librairie. Des adaptateurs sont 

ensuite ajoutés dans la réaction pour permettre la reconnaissance de ces fragments d’ADN sur 

la flowcell pendant le séquençage. Après une étape de purification sur billes, différentes 

séquences nucléotidiques de 8 ou 9 pb (index) sont ajoutées à chaque librairie pour permettre 

de combiner plusieurs échantillons dans une même réaction. Ces fragments d’ADN, sont 

ensuite injectés dans le séquenceur, après dénaturation pour une amplification clonale par PCR 

bridge, pour générer des « clusters » identiques de chaque matrice d’ADN sur un support en 

verre nommé « flowcell » (Su et al., 2011).  La réaction de séquençage commence par l’addition 

d’amorces de séquençage universelle s’hybridant sur les séquences d’adaptateurs ajoutées 

préalablement (Liu et al., 2012). La chimie de séquençage comporte trois étapes. Premièrement, 

la chaine d’extension est effectuée en utilisant de l’ADN polymérase et quatre terminateurs 

nucléotidiques réversibles, marqués chacun avec un marqueur fluorescent différent. 

L’incorporation d’un nucléotide complémentaire entraine la fin de la polymérisation. Les 

nucléotides non incorporés sont ensuite nettoyés et chaque base incorporée est identifiée après 

excitation par une caméra. Enfin, le fluorochrome et les terminateurs sont chimiquement clivés 

pour préparer les matrices au prochain cycle. Ces étapes sont répétées sur plus de 100 cycles 

générant ainsi une série chronologique d’images colorées qui seront converties en des 



 
 

86 
 

séquences de lectures ou « reads » (Moorthie et al., 2011). Ces séquences sont par la suite 

collectées pour être analysées avec des logiciels bio-informatiques. Par ailleurs, les 

technologies de séquençage NGS de 3ème génération présentent l’avantage de générer des long 

reads allant jusqu’à 100 kb facilitant ainsi l’alignement des séquences au génome de référence, 

particulièrement dans les régions répétées facilitant les analyses (Moorthie et al., 2011). 

Cependant, ces technologies NGS de 3ème génération génèrent à l’heure actuelle beaucoup 

d’erreurs pendant le séquençage. La faisabilité de ces séquençages de nouvelle génération 

(NGS) dans la détermination des allèles KIR, (Bultitude et al. 2018), (Kidd et al., 2014), 

(Norman et al., 2016) et la définition des haplotypes KIR (Bruijnesteijn et al., 2018), a été 

récemment démontrée dans quelques études.  

 

10. Analyse du répertoire des cellules NK KIR+ 

L’acquisition des récepteurs KIR survient progressivement au cours du développement des 

cellules NK (Björkström et al., 2010). Cette expression est augmentée au dernier stade de 

développement des cellules NK via la voie de signalisation de Notch (Felices et al., 2014). 

L’expression de certains récepteurs KIR sur les cellules NK ou sur certains lymphocytes T peut 

être détectée en cytométrie en flux (figure 13), en utilisant des combinaisons d’anticorps 

permettant de discriminer les sous populations des cellules NK exprimant chaque KIR. Ainsi, 

l’utilisation de la combinaison d’anticorps monoclonaux DX9 et Z27 spécifiques du KIR3DL1 

et du KIR3DL1/S1 permet d’identifier le profil d’expression des produits d’allèles KIR3DL1 

sur les cellules NK (figure 13) (Trundley et al., 2007). Les récepteurs KIR2D fonctionnels tels 

que les KIR2DL1/L2/L3/S1/S2 peuvent être détectés avec les anticorps commercialisés EB6, 

anti-2DL3, anti-2DL1, GL183, P50 (Vitale et al., 2004), (Falco et al., 2010) et avec des 

anticorps produits dans notre laboratoire de recherche tels que 8C11, 1F12, 4A8 et 1A6 (David 

et al., 2009). L’anticorps EB6 reconnaît l’arginine (R) situé en position 50 du domaine D1 des 
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récepteurs KIR2DL1 et KIR2DS1 codés par tous leurs allèles connus à ce jour, comme illustré 

pour le récepteur KIR2DL1 sur la figure 12 (Falco et al., 2010). De plus, cet anticorps peut 

reconnaître l’arginine (R) en position 50 des produits des allèles KIR2DL3*004, 

KIR2DL3*005, KIR2DL3*010, KIR2DL3*014, KIR2DL3*017 et KIR2DL3*018. L’anticorps 

anti-2DL3 spécifique du récepteur KIR2DL3, reconnait la glutamine (Q) en position 35 des 

produits de tous les allèles KIR2DL3 sauf les allèles KIR2DL3*004, KIR2DL3*005, 

KIR2DL3*010, KIR2DL3*014, KIR2DL3*015, KIR2DL3*017 et KIR2DL3*018 possédant 

l’acide glutamique (E) à cette position 35 (Vitale et al., 2004), (Falco et al., 2010). Les anticorps 

anti-2DL1, GL183 et P50 reconnaissent respectivement les récepteurs KIR2DL1, 

KIR2DL2/L3/S2 et KIR2DS4. Le site de reconnaissance de ces anticorps n’est pas bien connu. 

L’anticorps 8C11, reconnaît la proline (P) en position 154 du domaine D2 de tous les produits 

des allèles KIR2DL2/L3/S2 et KIR2DL1 sauf les produits des allèles KIR2DL1*004, 

KIR2DL1*007, KIR2DL1*010, KIR2DL1*011 et KIR2DL1*024, comme illustré sur la figure 

12. L’anticorps 1F12, reconnaît la proline en position 16 du domaine D1 des produits de tous 

les allèles KIR2DL3/S2 et des produits des allèles KIR2DL2*004, KIR2DL2*006, 

KIR2DL2*011, KIR2DL1*001, KIR2DL1*002, KIR2DL1*008, KIR2DL1*021 et 

KIR2DL1*022, comme illustré sur la figure 12 (David et al., 2009). L’anticorps 4A8 reconnaît 

l’arginine (R) situé en position 33 du domaine D1 des produits de tous les allèles KIR2DL2/L3 

et KIR2DS2. Enfin, l’anticorps 1A6 spécifique va reconnaître la proline en position 114 du 

domaine D2 des produits de tous les allèles KIR2DL2/L3/S1/S2 sauf l’allèle KIR2DL3*011 

possédant une leucine (L) à cette position. Cet anticorps peut aussi reconnaître les produits 

d’allèles KIR2DL1*001, KIR2DL1*002, KIR2DL1*004, KIR2DL1*007 et d’autres allèles 

KIR2DL1 possédant une proline (P) la position 114 du domaine D2 (figure 12). La 

combinaison de ces anticorps, permet d’étudier le niveau d’expression des produits de chaque 

allèle KIR, sur les cellules NK et sur certaines sous-populations de lymphocytes T. Ce niveau 
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d’expression des récepteurs KIR, sur les cellules NK peut être impacté par la nature de l’allèle, 

comme montré pour le récepteur KIR3DL1. L’expression du récepteur KIR3DL3 est faible ou 

parfois indétectable sur les cellules NK circulantes (Long et al., 2001). 

Plusieurs paramètres peuvent orienter la structuration du répertoire des cellules NK KIR+, 

tels que l’environnement HLA de classe I du donneur, le statut CMV et la vieillesse. Le rôle 

des gènes HLA de classe I sur la formation du repertoire NK KIR est toujours débattu. Certaines 

études ont montré que, l’environnement HLA de classe I joue un rôle sur l’expression des 

récepteurs KIR sur les cellules NK. La présence du ligand HLA classe I d’un récepteur KIR 

donné chez un individu est associée à une augmentation de la frequence des cellules NK 

exprimant ce récepteur KIR (Yawata et al., 2006), (Schönberg et al., 2011). Cependant, d’autres 

études ont montré que la présence du ligand HLA de classe I chez le donneur n’influence pas 

la formation du repertoire KIR (Andersson et al., 2009).  Par ailleurs, l’infection à CMV 

entraine une forte expansion des cellules NK NKG2C+ associée à une co-expression avec le 

récepteur KIR2DL3 (Gumá et al., 2004), (Guma, 2006), (Djaoud et al., 2013). Enfin, le 

pourcentage des cellules NK et le niveau d’expression des récepteurs KIR sur les cellules NK 

augmentent avec l’âge de l’individu (Lutz et al., 2005).  
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Figure 13 : Expression clonale des récepteurs KIR sur les cellules NK 

Les récepteurs KIR sont exprimés de façon clonale sur les cellules NK (cadran du milieu). Cette expression est gouvernée 

par plusieurs facteurs, tels que le génotype KIR de l’individu et le polymorphisme allélique. Différents clones NK peuvent 

être présents chez un individu. Ici, 4 clones représentatifs sont illustrés exprimant différentes combinaisons de récepteurs 

KIR activateurs et inhibiteurs exprimés.  
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1. Travaux antérieurs de l’équipe 

Notre équipe de recherche développe une thématique axée sur la compréhension des 

mécanismes immunitaires d'histocompatibilité en greffes de CSH allogéniques en ciblant 

certains récepteurs NK.  

Sur le plan immunogénétique, nous avons étudié, outre la diversité des gènes KIR dans 

différentes populations (Denis et al., 2005), l’impact des gènes KIR entre donneurs et receveurs 

sur le devenir des greffes de CSH (MO et CSP) (Gagne et al., 2002), (Bignon and Gagne, 2005), 

(Gagne et al., 2007). Ainsi, sur un effectif local de greffes de CSH, nous avons montré que 

certaines incompatibilités des gènes KIR au niveau générique entre donneur/receveur étaient 

associées à un risque accru de GvHD aigue (Gagne et al., 2002). Sur un effectif national de 

greffes de CSH, nous avons montré que la combinaison « gène KIR3DL1/3DS1 présent chez 

le donneur et ligand Bw4 présent chez le receveur » était associée à une diminution de 

l’incidence de la rechute chez des couples HLA non-identiques (Gagne et al., 2009). Sur un 

plan plus fondamental, nous avons rapporté l’impact phénotypique et fonctionnel du 

polymorphisme allélique KIR3DL1 chez une cohorte de donneurs de sang (Gagne et al., 2013). 

En parallèle, grâce à l’utilisation d’anticorps anti-KIR spécifiques développés au laboratoire 

permettant de discriminer les récepteurs KIR inhibiteurs de leurs homologues activateurs 

(David et al., 2009), nos travaux ont permis de mieux comprendre l’immunobiologie des sous-

populations NK KIR+ qui expriment notamment les récepteurs KIR2DS1 (Morvan et al., 2008), 

KIR2DS2 (David et al., 2013) et KIR3DS1 (Morvan et al., 2009). En particulier, nous avons 

montré que le récepteur KIR2DL3 présente un large spectre de reconnaissance des molécules 

HLA de classe I contrairement à une spécificité de ligand stricte pour le récepteur KIR2DL1 

(David et al., 2013). Entre 2011 et 2015, nous nous sommes focalisés sur le rôle d’une 

alloréactivité NK KIR+ sur la prise et sur l’effet anti-leucémique post-dUCBT. Sur un effectif 

local de dUCBT, nous avons montré que la présence du gène KIR3DL1 chez le cordon 
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« perdant » associée à l’absence du ligand correspondant Bw4 chez le cordon « gagnant » est 

associée à la dominance d’un seul cordon, à un délai de reconstitution des neutrophiles plus 

court et à une incidence de rechute augmentée (Rettman et al., 2017). Le récepteur KIR3DL1 

est exprimé au niveau des cellules NK de sang de cordon et ces cellules NK KIR3DL1+ de 

cordon sont alloréactives vis-à-vis de cibles Bw4- (Rettman et al., 2017). Depuis 2015, nos 

travaux se concentrent sur l’étude de la reconstitution des cellules NK post-greffes de CSH 

HLA haplo-identiques non T déplétées avec ajout de cyclophosphamide en pleine essor (Retière 

et al., 2018). 

 

2. Questions en suspens 

 

Dans les diverses études immunogénétiques menées jusqu’à présent au laboratoire en 

greffes de CSH, l’analyse du polymorphisme des gènes KIR est faite uniquement au niveau 

« générique » (gène KIR présent ou absent) et aucune étude de l’impact du polymorphisme 

allélique de tous les gènes KIR sur le répertoire fonctionnel NK KIR+ n’a été rapportée jusqu’à 

présent. Nos travaux combinant à la fois des études génétiques et cellulaires confortent la 

nécessité d’étudier plus finement la diversité allélique des gènes KIR afin de mieux appréhender 

l’alloréactivité des cellules NK KIR+. L’opportunité de pouvoir évaluer le polymorphisme 

allélique KIR devrait permettre de mieux définir les sous-populations NK KIR+ fonctionnelles.  

La connaissance du polymorphisme allélique des gènes HLA a pu se faire grâce au 

développement des techniques de typages. Ces dernières années, l’avènement de la technologie 

NGS permet d’étudier finement le polymorphisme allélique des gènes HLA notamment au 

laboratoire HLA de l’EFS de Nantes où sont déterminés les allèles HLA des couples 

donneur/receveur de greffes de CSH réalisées au service d’hématologie du CHU de Nantes. 

Notre laboratoire a souhaité développer une approche NGS appliquée à l’étude du 
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polymorphisme allélique KIR qui potentiellement peut impacter le phénotype et la fonction des 

cellules NK KIR+. L’intérêt grandissant des greffes haploidentiques non T déplétées avec de 

fortes doses de cyclophosphamide post-greffe constitue un contexte favorable aux 

incompatibilités KIR/HLA et notre équipe a montré récemment l’importance de ces 

incompatibilités KIR/HLA, plus particulièrement les incompatibilités KIR2DL/HLA-C, sur le 

devenir des greffes de CSH (Article soumis, annexe). L’investigation de ces incompatibilités 

KIR2DL/HLA-C au niveau allélique pourrait permettre d’identifier les combinaisons d’allèles 

KIR2DL/HLA-C bénéfiques afin de mieux sélectionner les donneurs de greffes de CSH sur des 

bases alléliques KIR/HLA.  

 

3. Objectifs du travail de thèse 

Mon projet de thèse vise donc : 

1) À mettre en place une nouvelle approche d’étude du polymorphisme de tous les 

gènes KIR par NGS pour le typage des allèles KIR (Articles N°1, N°2) ; 

 

2) De mettre en lien les données alléliques KIR avec le phénotype et la fonction des 

cellules NK KIR+ par cytométrie multi-couleurs dans le but de mieux comprendre 

la structuration et la fonction du répertoire NK KIR+ (Article N°3 en préparation).  
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RESULTATS 

Article N°1 : Détermination des allèles KIR par Séquençage Nouvelle Génération (NGS) 

Killer Immunoglobulin-like Receptor determination using Next-Generation Sequencing 

technology 

 

Maniangou Bercelin, Legrand Nolwenn, Alizadeh Mehdy, Guyet Ulysse, Willem Cathérine, 

David Gaelle, Charpentier Eric, Walencik Alexandre, Retière Christelle, Gagne Katia. 

(Publié en Mai 2017, Frontiers in Immunology, IF : 5.51) 
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L’étude du polymorphisme allélique de tous les KIR, reste difficile à investiguer par 

manque de techniques appropriées. A ce jour, plusieurs techniques peuvent être utilisées pour 

déterminer le contenu en allèles KIR d’un individu, telles que la PCR-SSP, PCR-SSOP et la 

PCR-SBT (Schellekens et al., 2014). Ces techniques sont souvent spécifiques d’un seul locus. 

Des technologies de séquençage nouvelle génération peuvent également être utilisées pour 

connaitre le contenu en allèles KIR de donneurs, comme démontré dans l’étude de l’exome au 

laboratoire de Peter Parham aux USA (Kidd et al., 2014). La méthode de capture de l’exome 

par NGS, pour l’étude du polymorphisme des allèles KIR, développée dans ce laboratoire 

américain est très intéressante et a permis la découverte de 31 nouveaux allèles KIR chez 15 

individus. Cependant, cette méthode de typage des allèles KIR ne permet pas de cibler 

uniquement les allèles KIR mais aussi des variants HLA et d’autres gènes. De plus, cette 

approche prend énormément du temps et ne peut pas être utilisée en routine pour le typage des 

allèles KIR. Le processus de séquençage génère énormément de données nécessitant d’avoir 

des algorithmes d’analyses performants pour prendre en compte l’analyse des gènes KIR, HLA 

et autres (Maniangou et al., 2018). Par conséquent, nous avons décidé de développer une 

approche technologique NGS pour déterminer le contenu en allèles de tous les gènes KIR d’un 

individu, dans le but d’étudier la diversité de ces allèles KIR chez les donneurs de sang de 

l’Etablissement Français du sang Pays de la Loire (EFS-PL) site de Nantes. Cette approche 

technologique NGS de Nantes a été développée à partir de trente ADNs de référence du 10ème 

Workshop International d’Histocompatibilité et d’Immunogénétique, dont le typage allélique 

HLA et KIR est connu pour certains gènes. Les gènes KIR de chaque ADN de référence ont été 

préalablement capturés, par PCR long range avec 6 amorces KIR intergéniques dont 5 décrites 

dans la littérature (Vendelbosch et al., 2013) plus une amorce KIR2DL3 conçue au laboratoire. 

Ensuite, les produits PCR ont été séquencés et analysés pour connaître le typage allélique KIR. 

Dans notre approche, nous confirmons l’amplification et le séquençage de tous les gènes KIR. 
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Cependant, le gène KIR2DL5A ne ressortait pas avec le logiciel d’analyse Profiler dû 

probablement à un problème de « mapping » avec la référence utilisée dans l’ancienne version 

de Profiler.  La nouvelle version du logiciel Profiler arrive à détecter tous les allèles 

KIR2DL5A. La moyenne de couverture de séquençage des gènes KIR allait de 62.5x 

(KIR2DS4) à 2.373x (KIR3DP1) entrainant une moyenne de couverture de séquençage de 

316.5x pour tous les gènes KIR sauf le gène KIR2DL5A. Cette couverture de séquençage pour 

chaque gène KIR corrélait significativement avec la taille génomique de ces gènes (r = 0.85, 

p < 0.0001). Aussi, la moyenne du pourcentage d’alignement des gènes KIR par rapport à leurs 

références allait de 86.2% (KIR3DL2) à 98.2% (KIR2DP1 et KIR3DP1). Pour l’assignement 

des allèles KIR de chaque ADN de référence testé, nous avons d’un part collaboré avec les 

bioinformaticiens de la plateforme génomique de Nantes (E. Charpentier, U. Guyet) pour 

développer un algorithme d’analyse des données NGS KIR et d’autre part avec le laboratoire 

de Recherche de l’EFS de Rennes (Dr M. Alizadeh) pour l’utilisation du logiciel « Profiler », 

préalablement développé pour l’analyse des données NGS HLA mais optimisé pour l’analyse 

des gènes KIR. Une comparaison détaillée des typages alléliques de chaque gène KIR obtenus 

par notre approche NGS avec ceux obtenus sur 22 ADNs de référence par l’approche NGS 

exome (Norman et al., 2016), montre une concordance de 100% pour 11 gènes KIR (KIR2DS2, 

KIR2DL5B, KIR2DS3, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DS1, KIR2DL5A, KIR2DS5, 

KIR2DS1 et KIR2DS4) et une concordance allant de 80% à 91% pour les gènes KIR restants. 

Par notre approche NGS.KIR, nous avons pu identifier de nombreux allèles KIR sur ces 30 

ADNs de référence testés par rapport à ceux connus dans la base des données IPD-KIR. 

L’ensemble de résultats présentés dans ce 1er article, montre la fiabilité de notre approche 

NGS.KIR, pour l’étude du polymorphisme allélique KIR chez les donneurs de greffes de CSH. 
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The impact of natural killer (NK) cell alloreactivity on hematopoietic stem cell trans-
plantation (HSCT) outcome is still debated due to the complexity of graft parameters, 
HLA class I environment, the nature of killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR)/KIR 
ligand genetic combinations studied, and KIR+ NK cell repertoire size. KIR genes are 
known to be polymorphic in terms of gene content, copy number variation, and number 
of alleles. These allelic polymorphisms may impact both the phenotype and function 
of KIR+ NK cells. We, therefore, speculate that polymorphisms may alter donor KIR+ 
NK cell phenotype/function thus modulating post-HSCT KIR+ NK cell alloreactivity. To 
investigate KIR allele polymorphisms of all KIR genes, we developed a next-generation  
sequencing (NGS) technology on a MiSeq platform. To ensure the reliability and 
specificity of our method, genomic DNA from well-characterized cell lines were used; 
high-resolution KIR typing results obtained were then compared to those previously 
reported. Two different bioinformatic pipelines were used allowing the attribution of 
sequencing reads to specific KIR genes and the assignment of KIR alleles for each KIR 
gene. Our results demonstrated successful long-range KIR gene amplifications of all 
reference samples using intergenic KIR primers. The alignment of reads to the human 
genome reference (hg19) using BiRD pipeline or visualization of data using Profiler soft-
ware demonstrated that all KIR genes were completely sequenced with a sufficient read 
depth (mean 317× for all loci) and a high percentage of mapping (mean 93% for all loci).  
Comparison of high-resolution KIR typing obtained to those published data using exome 
capture resulted in a reported concordance rate of 95% for centromeric and telomeric 
KIR genes. Overall, our results suggest that NGS can be used to investigate the broad 
KIR allelic polymorphism. Hence, these data improve our knowledge, not only on KIR+ 
NK cell alloreactivity in HSCT but also on the role of KIR+ NK cell populations in control 
of viral infections and diseases.

Keywords: high-resolution killer cell immunoglobulin-like receptor typing, allele polymorphism, next-generation 
sequencing, international histocompatibility Workshop Dna samples, natural killer cells
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inTrODUcTiOn

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) provides a 
curative therapy for many patients with hematological malig-
nancies (1). Donors for HSCT are currently selected based on 
the level of matching for HLA-A, -B, -C, -DRB1, and -DQB1 
loci. Siblings, 10/10 HLA matched, remain the gold standard. 
However, substantial risks of morbidity and mortality caused 
by disease relapse (2), graft-vs-host-disease (GvHD) (3), and 
infection (4) are still prevalent after related, or unrelated HSCT. 
Natural killer (NK) cells are the first post-HSCT cells, reconsti-
tuting antiviral and antitumoral activity (5). NK  cells are able 
to recognize the missing-self via killer cell immunoglobulin-
like receptors (KIRs) (6). Ruggeri et al. (7) were first to report 
the beneficial effect of KIR ligand mismatched donor NK  cell 
alloreactivity after T  cell-depleted HLA haplo-identical HSCT 
resulting in less relapse, less GvHD, and better overall survival 
in patients with acute myeloid leukemia. The impact of KIR+ 
NK cell alloreactivity on HSCT outcome is still controversial due 
to the heterogeneity of graft parameters, HLA class I environ-
ment, nature of KIR/KIR ligand genetic combinations studied, 
and KIR+ NK cell repertoire size (8–12).

As HLA class I genes, KIR genes are highly polymorphic 
(13). In humans, 16 KIR genes have been described including 
eight inhibitory genes (2DL1/L2/L3/L4/L5, 3DL1/L2/L3), 6 
activating genes (2DS1/S2/S3/S4/S5, 3DS1), 2 two pseudogenes 
(2DP1, 3DP1). These genes are located within the leukocyte 
receptor cluster found on chromosome 19q13.4, spanning a 
region of 150 kb. Within a population, the genotypic diversity 
of KIR genes occurs at different levels. First, the number and 
nature of KIR genes vary between individuals defining different 
KIR haplotypes. KIR haplotypes are classified into group A and 
group B (14). The group A haplotype is defined by a fixed set of 
nine KIR genes: four framework KIR genes (3DL3, 3DP1, 3DL2, 
and 2DL4) that form the centromeric and telomeric part of KIR 
locus, three inhibitory KIR (2DL1, 2DL3, and 3DL1), a pseudo-
gene (2DP1), and a single activating KIR gene (2DS4). The group 
B haplotype is defined as having a variable number of KIR genes 
(7–14) including the four framework KIR genes and specific KIR 
genes (2DS2, 2DL2, 2DL5, 2DS3, and 2DS1). Second, a variable 
number of copies [copy number variation (CNV)] of the gene 
generated by recombination and replication have also been 
described for some KIR genes particularly those of the B haplo-
type (15–17). The CNV seems to influence the licensing of KIR+ 
NK cells (18). Overall, various KIR genotypes can be observed 
in a population. All KIR genes, and especially for inhibitory 
KIR, a high degree of allelic polymorphism has been described. 
The latest KIR Immuno Polymorphism Database (IPD–KIR) 
describes 753 KIR alleles. KIR allele polymorphisms need to be 
investigated throughout the exon and the intron regions, and 
regulatory regions as shown for KIR3DL1 (19). In contrast to 
HLA class I genes, structure and length of KIR genes vary. KIR 
allele polymorphisms impact both KIR+ NK cell phenotype and 
function, as we and other groups having described for KIR3DL1 
(20–25) and for KIR2DL2/L3 (26). Differences in the intensity 
of expression (strong, weak, or null) have been described for the 
KIR3DL1 receptor, defining different allotypes according to the 

KIR3DL1/3DS1 allele combinations present in healthy individu-
als (21, 27). Furthermore, the nature of KIR3DL1 alleles does not 
only impact the KIR3DL1 cell density but also the strength of 
the KIR3DL1–HLA interactions which in turn can affect NK cell 
functions (28, 29). The recognition of KIR allotypes using anti-
KIR monoclonal antibodies also varies depending on the KIR 
allele polymorphism (30).

Taking these points into account, it is therefore necessary to 
thoroughly investigate the phenotypic and functional impact of 
KIR allele polymorphisms. Until now, potential KIR+ NK cell 
alloreactivity in HSCT was mainly evaluated depending on the 
KIR/KIR ligand genetic combinations present and analyzed 
only at a generic level (i.e., presence or absence of KIR genes 
and KIR ligand). We speculate that KIR allele polymorphisms 
may alter donor KIR+ NK  cell phenotype/function, and 
thus modulate their alloreactivity affecting HSCT outcome. 
However, the impact of KIR allele polymorphisms on HSCT 
outcome remains difficult to assess due to the lack of suitable 
allele typing methods for all KIR genes. Until recently, several 
standard methods are used to type KIR genes at allelic level. 
Those methods include sequence-specific oligoprobe hybridiza-
tion (31–37), sequence-specific primer (SSP) typing (22), SNP 
assay (38), Sanger sequence-based typing (SBT) (20, 39–42), 
high-resolution melting (43), and also combined SSP/SBT 
(21, 44). KIR allelic polymorphisms have been investigated 
for a few functional KIR genes (KIR2DL1/2DL2/2DL3/2DS1
/3DL1/3DS1). Standard methods to type KIR genes at allelic 
level are usually single KIR locus specific and/or target a 
limited polymorphism. In addition, the constant increase in 
the number of KIR alleles described generates more and more 
ambiguous KIR typing in heterozygous samples since KIR poly-
morphism can extend over the entire gene. Recent advances in 
high-throughput sequencing technology [next-generation 
sequencing (NGS)], especially in immunology and hematology 
(45), enable determination of KIR alleles and KIR gene CNV. 
The extent of KIR allele polymorphisms, as demonstrated by 
exome capture, reported 37 new KIR alleles from 15 healthy 
South African individuals (46). Recently, whole KIR genome 
sequencing by NGS was used as a control method to validate 
CNV genotyping in the KIR locus (17). An exome capture that 
focused on KIR and HLA class I loci was also recently described 
(47). In this study, we developed a reliable NGS method for high 
quality DNA samples and easily implemented for the study of 
KIR allele polymorphisms.

MaTerials anD MeThODs

samples
Thirty B-EBV cell lines from the 10th International Histo-
compatibility Workshop (IHW) were selected from a well-
characterized panel known for their KIR gene content. KIR 
genotype information, including KIR allele typing of some KIR 
genes for all these B-EBV cell lines, was obtained either from the 
IPD/KIR database or from literature for specific KIR loci. Known 
KIR genotypes and allele typing of these 30 B-EBV cell lines are 
provided in the Table S1 in Supplementary Material.

http://www.frontiersin.org/Immunology/
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Kir long-range (lr) Pcr and Primers
DNA genomic extractions were performed from B-EBV cell lines 
using a Nucleospin blood kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany). 
The concentration and the purity of all DNA samples were checked 
on a NanoDrop 2000C spectrophotometer (ThermoFisher, 
Wilmington, DE, USA) by measuring the ratio of absorbance 
at 260 and 280 nm. In parallel, 1.5 µg of each DNA sample was 
loaded on an agarose gel to check the DNA integrity. For KIR LR 
PCR, five intergenic KIR primers already described (17) and one 
additional in-house designed primer including four forward prim-
ers (#1, 5′-gccaaataacatcctgtgcgctgctcagct-3′; #2, 5′-ctcacaacatc-
ctgtgtgctgctaactga-3′; #4, 5′-acggctgcctgtctgcacagacagcacc-3′, #6, 
5′-cacatcgtctgcaccggtcagtcgagccga-3′) and two reverse primers 
(#3, 5′-ttggagaggtgggcaggggtcaagtg-3′; #5, 5′-ctccatctgagggtccc-
ctgaatgtg-3′) were used to amplify the whole KIR genome.

The KIR LR-PCR protocol was optimized using the method 
described by Vendelbosch et al. (17). Briefly, KIR LR-PCR was 
performed with 2.5  U of PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 
(Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France), 1× PrimeSTAR 
GXL buffer, 200  µM of dNTP mixture (Ozyme) and 0.2  µM 
final concentration of each KIR primer. The LR-PCR reaction 
was performed in a C1000 Touch™ Thermal Cycler (Biorad, 
Marnes la Coquette, France) consisted of an initial denaturation 
of 2 min at 94°C followed by 30 cycles of 20 s at 94°C, 12 min 
at 68°C and 1 cycle of final elongation of 10 min at 72°C in the 
final 50 µL volume. This protocol enables amplification of each 
KIR gene from 5′ to 3′ untranslated regions (UTR). The final KIR 
LR-PCR product was run on 0.7% Seakem agarose gel in TBE1X 
(Lonza, Verviers, Belgium) and visualized by staining with the 
SYBR® safe (Invitrogen, Villebon sur Yvette, France) using the 
SimplyLoad™ Tandem DNA ladder size marker (Ozyme) to 
confirm the amplification and correct fragment size as well as to 
check for non-specific amplification.

library Preparation and sequencing
Qubit dsDNA High Sensitivity Assay Kit (Life Technologies, 
Villebon sur Yvette, France) was used to quantify the starting 
DNA library in the Qubit® fluorometer (Life Technologies). The 
library preparation was performed using the NGSgo GENDX 
kit (Bedia Genomics, Chavenay, France). To achieve the optimal 
insert size and library concentration, 250  ng of each genomic 
DNA was randomly fragmented according to the manufacturer’s 
instructions. Briefly, 8.25 µL of NGSgo master mix (prepared from 
2 µL of NGSgo-LibrX Fragmentase buffer plus 3.25 µL of NGSgo-
LibrX End Prep buffer plus 1.5 µL of NGSgo-LibrX Fragmentase 
Enzyme plus 1.5  µL NGSgo-LibrX End Prep Enzyme) (Bedia 
Genomics, Chavenay, France) was added to each genomic DNA 
in a final volume of 32.5  µL. The fragmentation, end-repair, 
and dA-tailing reactions were performed in a T100™ Thermal 
Cycler (Biorad, France) consisted of 20 min of fragmentation and 
end-repair at 25°C followed by 10 min of dA-tailing at 70°C. The 
dA-tailed DNA fragments of each sample were then subjected 
to adapter ligation in 9.25 µL of an NGSgo master mix contain-
ing 7.5 µL of NGSgo-LibrX Ligase mix, 0.5 µL of NGSgo-LibrX 
Ligation Enhancer, 0.25 µL of NGSgo-Indx adapter for Illumina, 
and 1 µL of nuclease free water. The adapter ligation reaction took 
place in a T100™ Thermal Cycler (Biorad, France) for 15 min at 

20°C followed by a cooling step at 15°C. The first cleaning and size 
selecting of the samples after adapter ligation were performed in 
a 0.45× beads:DNA ratio by using the Agencourt® Ampure XP 
(Beckman Coulter, Villepinte, France) according to the manufac-
turer’s instructions and eluted in 12.5 µL of 0.1× elution buffer 
(Lonza Rockland, USA). The size-selected, adapter-ligated DNA 
fragments of each DNA sample were then dual indexed with 15 µL 
of NGSgo reaction mix made from 12.5 µL of NGSgo-LibrX HiFi 
PCR mix plus 1.25 µL of NGsgo-Indx IN-5 and 1.25 µL of NGSgo-
Indx IN-7 in a final volume of 25 µL followed by a PCR reaction in 
a T100™ Thermal Cycler (Biorad). PCR cycling was performed 
as follows: an initial denaturation of 30 s at 98°C  followed by 10 
cycles of 10 s at 98°C, 30 s at 65°C, 30 s at 72°C and 1 cycle of final 
elongation step of 5 min at 72°C in the final volume of 25 µL. A 
second DNA cleaning and size selecting was performed in a 0.6× 
beads: DNA ratio by using the Agencourt® Ampure XP beads 
according to the manufacturer instructions and eluted in 16.5 µL 
of 0.1× elution buffer (Lonza Rockland, USA).

Quality control procedure for the library preparation included 
verification of fragment size before and after purification by using 
the QiAxcel Advanced System (QiAgen, Courtaboeuf, France). 
The pooled and barcoded libraries were denaturated with 0.2 M 
of NaOH and diluted in the pre-chilled HT1-buffer to obtain a 
final library concentration of 12 pM. The final denatured library 
was subsequently sequenced by using the MiSeq sequencer 
(Illumina, Biogenouest Genomics Platform Core Facility, Nantes, 
France; HLA Laboratory, EFS Nantes, France) with 500 cycles v2 
kits, which generated 250-bp end sequence reads.

sequencing Data analysis and Kir allele 
assignment
The quality of the Illumina raw data sequences obtained was 
monitored by using the Sequencing Analysis Viewer Illumina 
software. The quality of the base calling from images and 
sequences was determined by the quality score (Q30) which must 
be ≥75% for 2 × 250 bp reads. KIR reads were mapped to the 
human genome reference sequence hg19 (GRCh37) by using the 
Burrows–Wheeler Aligner Memory Efficient Mapping (BWA-
MEM) tool. The binary alignment map (BAM) files containing 
mapped reads were then visualized on Integrative Genomics 
Viewer (IGV) algorithm (48).

In parallel, raw KIR sequences were aligned and visualized 
using the Profiler software version 1.70, initially developed by 
Dr. M. Alizadeh (Research Laboratory, Blood Bank, Rennes, 
France) for NGS-based HLA typing (49). A flowchart for data 
analysis using the Profiler software is provided in Figure S1 in 
Supplementary Material. The first step of analysis consists by 
merging R1 and R2 sequences to each other when at least 10 
complementary bases were found between R1 and R2 of the 
same cluster. During this phase, for each inconsistency of base 
calling, the quality value was used to select the best assignment. 
All sequences issued from a cluster for which we could not deter-
mine complementary between R1 and R2 remained unchanged. 
All sequences were transformed to FASTA format at the end of 
this step. The second step of analysis consists of phasing each of 
the sequences obtained in step one by using Blast algorithm. The 
third step of analysis consists by merging all sequences together 

http://www.frontiersin.org/Immunology/
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using Blast information. In this step, the depth for each position 
and the number of sequences for each allele were calculated. 
The first three steps are managed in a Linux environment. The 
last step is presentation and assignment of each construction 
based on database information in a friendly interface for user, 
all mismatches and differences to the database are extracted and 
presented to the user.

For KIR allele assignment, a manual bioinformatic pipeline 
was first used in the absence of available softwares. This consisted 
of exporting from IGV, all exon sequences of each KIR gene and 
comparing polymorphic bases with those referenced from the 
IPD–KIR database. Then, two different bioinformatics algorithms 
were used: the first one, hereafter called “BiRD,” was developed 
by the BiRD platform (E. Charpentier, U. Guyet, Genomics and 
Bioinformatics Core Facility GenoBiRD, Nantes, France) and 
consists of an analysis pipeline built with Snakemake on the same 
logic as the manual method. A flowchart for data analysis using 
the BiRD software is provided in Figure S2 in Supplementary 
Material.

Harvesting KIR-Specific Reads
First, raw sequences from fastq files are processed through 
cutadapt (v1.8.1) in order to remove Illumina adapter sequences. 
The cleaned reads are then mapped to hg19 (GRCh37) reference 
genome using BWA-MEM (v0.7.12) with the default parameters.

Determining Presence/Absence or KIR Genes
Absence or presence of KIR genes is evaluated using GATK 
DepthOfCoverage on the BAM and using a browser extensible 
data (BED) file describing the chromosome position of each gene 
(except KIR2DP1 and KIR3DP1). Coverage mean is calculated 
on each gene position, and a threshold of 10 is applied in order to 
ascertain its absence or presence. Presence/absence of KIR genes 
defined by NGS is concordant to the KIR genotype of the 30 IHW 
samples, stratified by AA vs Bx genotypes, previously validated in 
our laboratory by PCR-SSP multiplex method (data not shown).

Determining KIR Alleles
Allele-specific nucleotide positions are extracted manually using 
IPD–KIR alignment tool.1 For every gene, the Nucleotide—CDS 
of all alleles are aligned against the default reference allele. A 
python script is then used to reformat the multipage alignments 
in order to have one allele alignment per line. A second python 
script is utilized to extract all variations from the default reference 
allele and map the exon position number of these variations to 
the chromosome position. A file is created for each gene listing 
all the variations found for every allele. Bases at these positions 
are then called using SAMTools (v1.2-2) mpileup for all samples. 
Finally, KIR alleles are determined by calculating the percentage 
of nucleotide matches between the base calls and the allele varia-
tions for each KIR allele, the highest percentage giving the most 
confident allele.

The second algorithm used for KIR allele assignment was 
the Profiler software, previously described in Figure S1 in 
Supplementary Material, version 1.70 (49), which permits to 

1 https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/align.html.

directly assign KIR alleles at the highest level resolution (seven 
digits) since full intron and exon sequences were considered and 
also provides quality data such as mean coverage for each KIR 
locus. The fragment size percentage of sequences for each allele/
locus was also considered as well as percentage of mapping for 
each KIR gene.

Overall, KIR allele assignment for each locus and for all 
samples corresponds to the combined KIR results obtained using 
manual pipelines, BiRD, and Profiler softwares. KIR alleles were 
assigned on the basis of the known DNA sequences identity within 
the IPD/KIR database.2 KIR alleles are named in an analogous 
fashion as the nomenclature used for HLA class I alleles. After the 
gene name, an asterisk is used as a separator before a numerical 
allele designation. The first three digits of the numerical designa-
tion are used to indicate alleles that differ in the sequences of 
their encoded proteins. The next two digits are used to distinguish 
alleles that only differ by synonymous (non-coding) differences 
within the coding sequence. The final two digits are used to 
distinguish alleles that only differ by substitutions in an intron, 
promoter, or other non-coding region of the sequence.

resUlTs

lr Kir gene amplifications
Thirty reference IHW samples with known KIR genotyping 
(Table S1 in Supplementary Material) were used to validate our 
NGS method for typing of each KIR gene at allelic resolution. 
DNA integrity, checked by loading each sample on an agarose 
gel, confirmed high quality for all samples (data not shown). In 
order to amplify all KIR genes from the 5′ UTR to the 3′ UTR, 
six intergenic KIR primers were chosen to allow the amplifica-
tion of framework KIR genes. These intergenic primers also 
amplify KIR genes located either in the centromeric or telomeric 
region, which belong to the A and/or B specific KIR haplotype 
genes (Figure 1A). A robust LR amplification of KIR genes was 
obtained for all samples as illustrated for three representative 
IHW samples (Figure 1B). One specific band between 4 and 5 kb 
for the KIR3DP1 pseudogene and another specific band between 
9 and 17 kb corresponding to a cluster of all other KIR genes were 
observed, irrespective of KIR AA or AB genotype (Figure 1B) as 
KIR genomic length varies depending on KIR genes (Table S2 in 
Supplementary Material). For some IHW samples such as BOB, 
two specific bands at 4 and 5 kb were observed for the KIR3DP1 
gene corresponding to KIR3DP1*003 and KIR3DP1*001 
variants, respectively, whereas only one band at 4  kb specific 
of KIR3DP1*003 variant was observed for OLGA and SPO010 
samples (Figure 1B).

complete sequencing of all Kir genes
In order to check the specificity of KIR LR-PCR obtained, 
amplicons were further fragmented and sequenced on paired 
end 2 × 250 bp from Illumina MiSeq platform. The sequencing 
of all amplicons yielded a total of 6.3 Gb, which was generated 
from a 755  ±  31  K/mm2 cluster density (data not shown). 
Approximately 88.2% of the clusters passed QC filters and on 

2 http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/alleles.html
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FigUre 2 | Full sequencing of all killer cell immunoglobulin-like 
receptor (Kir) genes. Reads were mapped to the human genome 
reference sequence hg19 using the Burrows–Wheeler Aligner Memory 
Efficient Mapping tool. The binary alignment map files containing mapped 
reads were then visualized on the Integrative Genomics Viewer as illustrated 
for KIR2DS1, KIR2DS2, and KIR3DS1 genes (a) or using Profiler software (B) 
as illustrated for KIR2DL1, KIR2DL3, and KIR3DL1 genes from one 
representative International Histocompatibility Workshop DNA sample.

FigUre 1 | long-range (lr) killer cell immunoglobulin-like receptor 
(Kir) gene amplification. (a) Six intergenic KIR primers (four forward 
primers: #1, #2, #4, and #6 and two reverse primers: #3, and #5) were used 
to perform LR PCR amplifications. These primers were able to amplify full 
length KIR genes in both the centromeric and telomeric regions belonging 
either to the A or B KIR haplotype. (B) Illustrative 0.7% agarose gel 
electrophoresis of LR PCR amplifications spanning the KIR genome of three 
representative International Histocompatibility Workshop (IHW) DNA samples. 
One IHW sample with an AA KIR genotype (i.e., SPO010) and two DNA 
samples with an AB KIR genotype (i.e., OLGA and BOB) were used. 
Amplicon lengths vary from 4 to 5 kb for the KIR3DP1 gene to 9–17 kb for all 
other KIR genes. Two specific bands of 4 and 5 kb corresponding to two 
KIR3DP1 variants were observed for BOB sample. M: Tandem ladder Lonza 
Seakem size marker; C−: H2O, negative control.
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average, 82.4% of both reads passed with a Q30  >  82% (data 
not shown). Thus, analysis of FastQ data obtained from all IHW 
samples reported an excellent quality control. The entire length 
of KIR genes was sequenced with good coverage as illustrated 
for KIR2DS1, KIR2DS2, and KIR3DS1 (Figure 2A) activating 
genes, and for KIR2DL1, KIR2DL3, and KIR3DL1 (Figure 2B) 
inhibitory genes using either IGV or Profiler software, respec-
tively. For all genes, the depth of coverage varies most at the 
beginning and at the end of the amplicons, but all key regions 
were sufficiently covered. In particular, we observed that mean 
coverage ranged from 62.5× (KIR2DS4) to 2,373.3× (KIR3DP1) 
leading to a mean coverage of 316.55× for all KIR genes except 
for KIR2DL5A genes since not analyzed using Profiler (Table 
S3 in Supplementary Material). A significant correlation was 
observed between mean coverage and genomic KIR length 
(r  =  0.85, p  <  0.0001) as illustrated Figure  3A. Indeed, the 
lower the genomic length, the higher the mean coverage is 
as illustrated for the KIR3DP1 gene. The mean percentage of 
mapping, established by the coverage of amplicon, ranged 
from 86.2% (KIR3DL2) to 98.2% (KIR2DP1 and KIR3DP1) 
(Figure  3B; Table S3 in Supplementary Material) suggesting 
that sufficient read depth was obtained for determination of all 
KIR genes. However, KIR2DL5A reads could have been mapped 

only using BWA-MEM software and BiRD algorithm. Overall, 
these results demonstrate the efficiency of our NGS-KIR allele 
typing approach to capture the full KIR genomic locus and the 
uniformity of coverage for each KIR locus confers assurance for 
KIR allele assignment.

specificity of ngs-Based Kir allele Typing
Due to the high degree of KIR polymorphisms and the fact that 
NGS technology generates a lot of sequencing reads, three differ-
ent algorithms were evaluated to increase the reliability of KIR 
allele assignment as reported for NGS-based HLA typing (50). 
KIR allele assignment was first done manually and then con-
firmed using both BiRD pipeline and Profiler software. Overall, 
resulting KIR allele assignments of the 30 reference IHW samples 
were feasible for all loci and for the majority of samples without 
remaining ambiguities (Table 1).

We further evaluated the strength of our NGS-based method 
for KIR allele assignment. For all IHW reference samples tested 
(N = 30), the number of KIR alleles previously known in the 
IPD/KIR database and those obtained by our NGS-KIR based 
typing approach was compared for each KIR locus. As an 
example, from the 30 IHW samples tested, only 5 KIR3DL3 
alleles out of 60 expected alleles for this framework gene 
were previously known in the IPD/KIR database (Table S1 in 
Supplementary Material), 54 KIR3DL3 alleles from 24 het-
erozygous and 6 homozygous samples (Table 1) were assigned 
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FigUre 3 | coverage and percentage of mapping obtained for killer 
cell immunoglobulin-like receptor (Kir) genes. (a) Correlation graph 
representing mean coverage for each KIR gene and KIR genomic length. 
Mean coverage was estimated for each KIR gene present for all International 
Histocompatibility Workshop (IHW) samples using Profiler software. Statistical 
significance was determined using the Pearson’s rank coefficient using 
GraphPad Prism version 6 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 
A significant p-value between mean coverage and genomic KIR length was 
observed (p < 0.0001). (B) Bars representing the percentage of mapping of 
each centromeric and telomeric KIR gene present for all IHW samples 
determined using Profiler software. KIR2DL5A locus was not included since 
not analyzed using Profiler.
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by our NGS-based KIR allele typing approach (Figure 4). Our 
NGS-based KIR allele typing approach permits identification 
of additional framework KIR alleles, e.g., KIR3DP1 (n = 43), 
KIR2DL4 (n = 48), and KIR3DL2 (n = 44) (Table 1; Figure 4). 
NGS-based KIR typing method also allows the identification 
of polymorphisms of well-functionally characterized KIR 
by increasing the number of assigned KIR alleles of the 30 
IHW samples available in the IPD/KIR database (Table S1 in 
Supplementary Material), e.g., KIR2DL1 (n  =  30), KIR2DL2 
(n  =  10), KIR2DS1 (n  =  11), KIR2DS2 (n  =  12), KIR3DL1 
(n = 35), and KIR3DS1 (n = 11) (Table 1; Figure 4). The num-
ber of activating KIR2DS1, KIR2DS2, and KIR3DS1 assigned 
alleles by NGS remained low because only IHW samples with 
the corresponding activating KIR gene were included in this 
analysis. Overall, a higher number of KIR alleles were identified 
from these 30 IHW samples by our shotgun NGS methodology 
compared to those previously characterized by other less sensi-
tive methods, as referred to in the IPD/KIR database (N = 422 
vs N = 233, respectively).

The knowledge of KIR allele typing of IHW samples, recently 
updated thanks to an exome capture (47), permits to evaluate the 
concordance of our NGS-based KIR allele results (Table 1) with 

those of Norman et al. since 22 IHW samples were commonly 
used in both methods (Table S1 in Supplementary Material). 
In this case, a large number of allelic KIR typing for all loci was 
compared ensuring the reliability of our NGS-based KIR allele 
typing method. For each KIR locus and for the 22 IHW concerned 
samples, KIR allele typing results were divided into: concordant 
(one KIR allele matched for homozygous samples or two KIR 
alleles matched for heterozygous samples), semi-concordant (one 
KIR allele matched and one KIR allele mismatched), and discord-
ant (one KIR allele mismatched for homozygous sample or two 
KIR alleles mismatched for heterozygous sample). For each KIR 
allele, only the first three digits were taken into account for the 
assessment of concordance. Complete concordance (100%) of 
KIR allele typing was demonstrated in 11 KIR genes. The concord-
ant genes were KIR2DS2 (8 samples out of 8), KIR2DL5B (2 out  
of 2), KIR2DS3 (1 out of 1), KIR2DL1 (18 out of 18), KIR2DL4 
(22 out of 22), KIR3DL1 (17 out of 17), KIR3DS1 (7 out of 
7), KIR2DL5A (7 out of 7), KIR2DS5 (6 out of 6), KIR2DS1 
(6 out of 6), and KIR2DS4 (16 out of 16) (Figure 5). Concordant 
results were observed, but at a lesser frequency for KIR3DL3 
(20  out of  22, i.e., 91%), KIR2DL2 (4 out of 5, i.e., 80%), 
KIR2DL3 (7 out of 8, i.e., 88%), KIR2DP1 (16 out of 20, i.e., 80%), 
KIR3DP1 (16 out of 18, i.e., 89%), and KIR3DL2 (16 out of 18, 
i.e., 89%) (Figure 5).

Ten semi-discordant KIR allele results and two discordant 
KIR allele results between our NGS-based method and exome 
data were identified (Table  2). Except for the pseudogene 
KIR2DP1, with four IHW samples, these discrepancies were 
limited to 1 or 2 out of 22 IHW samples per locus (Table  2). 
KIR allele determinations using manual, BiRD algorithm, and 
different versions (the latest one Rev 2.0.188) of Profiler software 
were carefully reviewed. Only IHW samples sequenced on dif-
ferent runs and with the same KIR allelic results were reported 
(data not shown). These potential discrepancies (5%), possibly 
linked to the design and implementation of each algorithm, need 
to be further validated by another typing method such as SSP or 
sequencing.

Overall, our NGS-based method and exome data showed a 
rate of concordance of 95% for all loci, established for all KIR 
genes on 22 IHW samples, suggesting a reliable method.

DiscUssiOn

In this study, we developed an NGS-based KIR allele typing 
approach to characterize the sequence of all polymorphic KIR 
genes. Our method of typing all KIR genes at high resolution 
provides an alternative, easily implemented method practice, to 
study the KIR allele polymorphisms. It may be a cheaper method 
than exome capture (47). This tool is currently adapted to the 
KIR gene large-scale analysis. Using our approach, the majority 
of KIR alleles previously uncharacterized by standard methods 
were clearly identified from genomic DNA of 30 B-EBV cell lines 
from the 10th IHW. High quality DNA samples, high fidelity 
of enzyme polymerase, and a reliable library preparation were 
needed since evaluation of different Taq polymerase enzymes 
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TaBle 1 | next-generation sequencing-based killer cell immunoglobulin-like receptor (Kir) allele typings of 30 reference B-eBV cell lines from the 10th international histocompatibility Workshop.

iD centromeric Kir genes Telomeric Kir genes

3Dl3 2Ds2 2Dl2 2Dl3 2Dl5B 2Ds3 2DP1 2Dl1 3DP1 2Dl4 3Dl1 3Ds1 2Dl5a 2Ds3 2Ds5 2Ds1 2Ds4 3Dl2

AMAI *013 + *00301 + *003 *0080101 *001 *00301 *00101
*041 *004 *006 *0080102

AMALA *00402 *00101 *00301 *001 *00201 *00302 *007 *00102 *01502 *001 *00201 *00201 *001 *0020105
*00802 *00901 *00501 *01301 *0070102

BOB *00101 *00101 *00301 *00201 *00301 *00302 *002 *001 *002 *01301 *00101 *00201 *00201 *001 *0020101
*01303 *00302 *005 *0070102

BRIP *00801 *00104 *00301 + *00103 *0010201 *00302 + *0010305 *008 *01301 *00103 *00103 *002 *003 *0070102
*004 *00201 *0020101 *00501 *00501 *00201 *0070103

CALOG *00207 + *00201 *00302 *00302 *008 *001 *00301 *00101
ERO *01001 *010 *004 *00601 *00301

COX *00102 *00201 *00301 *00201 *005 *00501* *005010 *055 *00101 *00201 *00201 *010 *00103
*00103 *007 *006 *011 *007

DEU *00101 *00101 *001 *00201 *00301 *00201 *001 *00801 *00101 *003 *01001
*01402 *006 *011 *00501 *010 *01101

DKB *00101 + *00301 *00201 *00302 *0010201 *002 *00101 *0020101
*006 *006 *00103 *02001 *00902

HO301 *014 *00101 *00101 *010 *00103 *00102 *004 *003010 *00102 *002 *00103 *001 *00201
*002 *00301 *00201 *010 *004 *00201

HID *01402 *00101 *00201 *00302 *00302 *00102 *01502 *00101 *00201
*018 *010

HOM-2 *00101 + *00201 *00302 *00302 *00801 *001 *00301 *0010102
*0090101 *005 *006 *00802 *004 *00601 *00501

HOR *001 + *00301 *00201 + *00501 *01301 *00101 *002 *00201 *007
*048 *021

JHAF *00901 *00101 *002 *00302 *00302 *011 *00501 *010 *001
*026 *01001

JVM *007 *00101 *00301 + *005 *00302 *001 *00103 *00101 *003010 *00101
*00801 *00302 *00801 *008 *009

KAS011 *00901 + *002 *00201 *00302 *00103 *008 *01301 *00101 *00201 *00201 *00301 *01001
*01302 *00301 *00302 *006 *005 *019

KAS116 *013 + *002 *00302 + *011 *00501 *010 *0103
*01501 *010

LBUF *00301 + + *001 *002 + *00302 *00102 + + +
*0090101 *0090102 *011

LUY *001 *00101 *00201 *00302 *00302 *00801 *00401 *00601 *001
*02701 *00501 *00301 *011 *00501 *010 *00501

MOU *00207 *001 *00201 *00302 *00302 *00801 *00101 *00301 *010
*00801 *005 *00401 *00601 *01101

(Continued)
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iD centromeric Kir genes Telomeric Kir genes

3Dl3 2Ds2 2Dl2 2Dl3 2Dl5B 2Ds3 2DP1 2Dl1 3DP1 2Dl4 3Dl1 3Ds1 2Dl5a 2Ds3 2Ds5 2Ds1 2Ds4 3Dl2

OLGA *00201 *00101 *00201 *00302 *00302 *005 *001 *01301 *00103 *002 *002 *010 *00701
*00902 *006 *011 *00501

PE117 *00101 *00101 *00201 *00201 *00901 *00501 *00401 *01301 *001 *00201 *00201 *00601 *00701
*01002 *00201 *00301 *00302 *00802 *018

PF04015 *01402 *00101 *00101 *001 *011 *00501 *010 *00103
*003

RSH *0040202 *00101 + + *004 *00201 *00302 *00304 *0010307 *00501 *006 + +
*00901 *009 *01201 *008 *011 *017

SAVC *00801 *00101 *008 *00302 *00302 *00102 *00401 *006010 2*00202
*00202 *00201 *00802 *01502 *00301

SPO010 *00206 + *00201 *00302 + *011 *0050101 *010 *001

T7526 *0090101 *00101 *00201 *00302 *00302 *00501 *01502 *013 *00101 *00201 *002 *001 *0020105
*00102 *0070102

VAVY *002 *00101 *002 *002 *00302 *011 *00501 *010 *0010302
*017 *00201 *003 *00302 *006

WT51 *00103 *00101 + + *00201 + *001 + + *00501 *01301 *00101 + *002 *002 +
*036 *004 *00501

WDV *00301 *00101 *003 + *002 *002 *00302 *00302 *00501 *01301 *00501 *002 *00201 *0070103
*0090101 *00901

YAR *00102 + *002 + *00302 *0010201 + + +
*003 *006 *011

Results are presented according to the centromeric or telomeric localization of KIR genes on human genome. KIR alleles were named according to the last nomenclature available on the IPD/KIR database (http://www.ebi.ac.uk/ipd/
kir/). + indicates the presence of a specific KIR gene. ID, sample identification.

TaBle 1 | continued
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FigUre 4 | number of killer cell immunoglobulin-like receptor (Kir) 
allele assigned by next-generation sequencing (ngs). Number of KIR 
alleles assigned for each centromeric and telomeric KIR gene of 30 
International Histocompatibility Workshop samples obtained by our NGS 
method. KIR allele assignment for each locus and for all samples 
corresponds to the combined KIR allelic results obtained using manual 
pipelines, BiRD, and Profiler software.
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and library preparation kits gave conflicting results (data not 
shown).

Our study evaluated the performance of different algorithms 
for KIR allele assignment. Reliability of the manual, BiRD pipe-
line, and Profiler software was tested since neither algorithm alone 
was able to provide 100% accuracy for all KIR loci. Our results 
showed that the Profiler software was reliable to assign KIR alleles 
through the full length of each KIR gene, excluding KIRDL5A 
variants. In this case, KIR2DL5A and KIR2DL5B sequences were 
too closed, and Profiler software failed to accurately analyze both 
sequences. Since all coding, non-coding, and regulatory regions 
were explored, one could expect that a lot of new KIR alleles will 
soon be described. Analysis with Profiler consists of two distinct 
parts. The first part is performed in three steps in a Linux environ-
ment: the first step corresponds to the merging of each R1 and R2 
issued from the same cluster to each other, each time that a com-
plementarity of at least 10 bases is found, with correction or base 
calling inconsistencies using a quality value for each nucleotide. 
There are two interests in this step: longer sequences and lower 
sequences number were analyzed. The second step corresponds 
to the phasing of each sequence based on KIR databases using 
Blast algorithm. Third, the data file from Blast was used to merge 
all sequences together to construct each allele. In this step, cal-
culation for depth of each position and the number of sequences 
used for each allele are determined. The second part is done on a 
Windows environment. A friendly interface presents graphics of 
all sequences for all studied loci. Assignment of all sequences is 
done using a database, highlighting all mismatches compared to 
reference and also differences between KIR alleles selected. Each 
allele is scored for quality control as per the European Federation 
for Immunogenetics guideline.

Killer cell immunoglobulin-like receptor alleles of all genes 
including KIR2DL5A, but excluding the pseudogenes KIR2DP1 
and KIR3DP1, were assigned using BiRD algorithm. However, 
many allelic ambiguities remained when this pipeline was used 
alone (data not shown). It is likely that this is due to the fact that 
only coding regions (CDS) were taken into account for allele vari-
ation comparison. Analysis of all exon/intron polymorphisms, 
CNV detection, summary statistics of call accuracy for KIR 
gene content (presence/absence) and for KIR allele identifica-
tion needs to be completed. Furthermore, the two pseudogenes 
KIR2DP1 and KIR3DP1 could be manually added to the BED file 
describing the gene positions on the genome in order to include 
them in the analysis pipeline.

Due to the time-consuming nature of manual KIR allele 
assignment, two different algorithms are needed to ensure the 
reliability of NGS-based typing methods for the identification of 
KIR allele polymorphisms.

Until now, KIR genetic population studies have often been 
restricted to the identification of KIR gene content, or of A and/
or B KIR haplotypes (51, 52). Determination of KIR alleles in 
healthy individuals of a given population may provide a bet-
ter definition of KIR haplotypes (52) and KIR gene linkage 
disequilibrium (53) and will considerably increase the IPD/KIR 
database.

The implementation of our suitable NGS.KIR method will 
enable analysis of all allelic polymorphism within KIR genes 
extending to all coding, non-coding, and regulatory regions. A 
link between KIR allelic polymorphism and the expression level 
and/or function of the corresponding KIR+ NK cells is necessary 
for all KIR genes as previously established for the expression level 
of HLA-A and HLA-Cw molecules (54–56). We speculate that 
KIR allelic polymorphisms may affect not only the distribution 
and function of these gene products but also the licensing of NK 
subpopulations as described for HLA class I molecules (57, 58). 
Deep analysis of KIR+ NK cell phenotype and function depend-
ing on KIR and HLA class I alleles present is needed to assess 
the diversity of KIR+ NK cell repertoire (21, 59), as well as the 
specificity of anti-KIR antibodies (30, 60). Overall, the analysis of 
KIR allelic polymorphisms combined with the autologous HLA 
class I environment will enable better evaluation of KIR+ NK cell 
functional subpopulations (61). This functional KIR+ NK  cell 
repertoire will be better defined by taking into account the nature 
of KIR alleles present in addition to the autologous HLA class I 
environment.

Investigation of KIR allelic polymorphism may be of an 
immunological interest in the context of viral infections such as 
those related to CMV (62), HIV (63), HCV (64), and of human 
reproduction (65). In the context of HSCT, inclusion of KIR 
allele typing in addition to HLA typing may provide a better 
evaluation of HSC donor’s KIR+ NK cell repertoire (21, 59, 60, 
66, 67). An identification of those with the best antileukemic 
potential will provide a potential tool to determine an early 
posttransplant hematopoietic chimerism when donor and 
recipient have identical KIR genotypes (68) as well as the impact 
of KIR+ NK cell alloreactivity on HSCT outcome (69–73). The 
functional relevance of typing both KIR and HLA genes at 
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TaBle 2 | Discordant killer cell immunoglobulin-like receptor (Kir) typing of international histocompatibility Workshop samples observed between 
typing obtained by exome capturea (47) and those obtained by next generation sequencing (ngs) in this study.b

iD centromeric Kir genes Telomeric Kir genes

3Dl3 2Dl2 2Dl3 2DP1 3DP1 3Dl2

exome Kir 
typinga

ngs 
typingb

exome 
Kir 

typinga

ngs 
typingb

exome 
Kir 

typinga

ngs 
typingb

exome Kir 
typinga

ngs  
typingb

exome 
Kir 

typinga

ngs 
typingb

exome 
Kir 

typinga

ngs 
typingb

AMAI *003, *013 *00301, *004

CALOGERO *00207, *017 *00207, 
*01001

*002, 
*00302

*00302, 
*010

*00101, 
*076

*00101, 
*00301

COX *002 *00201, 
*007

DKB *015 *00302, 
*006

KAS011 *002 *002, *00301 *00701, 
*00902

*01001, 
*019

LUY *002, *016 *00201, *00301

PF04015 *003 *00101, 
*003

WT51 *004, *018 *004, *001

YAR *00102, *044 *00102

Discrepancies are shown in italics for each KIR locus concerned. Allelic typing in bold represent concordant alleles. KIR alleles were named according to the last KIR nomenclature. 
ID, sample identification.

FigUre 5 | specificity of next-generation sequencing (ngs)-based killer cell immunoglobulin-like receptor (Kir) allele typing. Bars representing the 
numbers of KIR allele typing obtained by our NGS-based method from 22 International Histocompatibility Workshop (IHW) samples compared with those assigned 
by exome analysis (47). In this case, KIR allele typing for each locus and for all samples corresponds to the combined KIR allelic results obtained using manual 
pipelines, BiRD, and Profiler softwares. Each bar represents one specific centromeric or telomeric KIR gene. Concordant (one KIR allele matched for homozygous 
typing or two KIR alleles matched for heterozygous typing), semi-discordant (one KIR allele mismatched for heterozygous typing), and discordant KIR allele typing 
(one KIR allele mismatched for homozygous typing or two KIR alleles mismatched for heterozygous typing) were highlighted by a specific color code. Representative 
KIR3DL2 typing of IHW samples obtained by exome analysis compared to those assigned by NGS method is provided in the right of the graphs. Concordances are 
highlighted in bold and discordances in italics.
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high resolution may help determine their combined effects on 
outcome of HSCT.
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KIR gene Reference allele Genomic length (bp)

KIR2DL1 2DL1*0020101 14739
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KIR2DL5 2DL5A*0010101 9901

KIR2DL5 2DL5B*0020101 9850

KIR2DS1 2DS1*0020101 14720
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KIR3DS1 3DS1*0130101 14932

KIR2DP1 2DP1*0010201 13128

KIR3DP1 3DP1*0030101 4236

Supplemental Table 2: KIR genomic lengths in base pairs 

(bp) of one reference allele for all KIR genes. KIR alleles were 

named according to the last nomenclature from IPD.KIR 

database (http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/kir/). 
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KIR2DL3 96.0 90.9
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KIR2DS5 72.5 92.9

KIR2DS1 97.5 95.8

KIR2DS4 62.5 86.6

KIR3DL2 63.6 86.2

All loci 316.55 93.37

Supplemental Table 3: Mean coverage and 

percentage of mapping obtained for each KIR 

gene using Profiler software 
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Editorial: Next-generation sequencing technology a new tool for killer cell
immunoglobulin-like receptor allele typing in hematopoietic stem cell

transplantation

Éditorial : séquençage nouvelle génération, un nouvel outil pour typer les allèles killer cell
immunoglobulin-like receptor en greffes de cellules souches hématopoïétiques

B. Maniangou a,b,∗, C. Retière a,b, K. Gagne a,b,c

a Établissement français du sang (EFS) Pays-de-la-Loire, laboratoire de recherche, 34, boulevard Jean-Monnet, 44011 Nantes, France
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France
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Abstract

Killer  cell  Immunoglobulin-like  Receptor  (KIR) genes are a family of genes located together within the leukocyte receptor cluster on human
chromosome 19q13.4. To date, 17 KIR  genes have been identified including nine inhibitory genes (2DL1/L2/L3/L4/L5A/L5B, 3DL1/L2/L3), six
activating genes (2DS1/S2/S3/S4/S5, 3DS1) and two pseudogenes (2DP1, 3DP1) classified into group A (KIR A) and group B (KIR B) haplotypes.
The number and the nature of KIR  genes vary between the individuals. In addition, these KIR  genes are known to be polymorphic at allelic level
(907 alleles described in July 2017). KIR  genes encode for receptors which are predominantly expressed by Natural Killer (NK) cells. KIR receptors
recognize HLA class I molecules and are able to kill residual recipient leukemia cells, and thus reduce the likelihood of relapse. KIR alleles of
Hematopoietic Stem Cell (HSC) donor would require to be known (Alicata et al. Eur  J  Immunol  2016) because the KIR allele polymorphism may
affect both the KIR+ NK cell phenotype and function (Gagne et al. Eur  J  Immunol  2013; Bari R, et al. Sci  Rep  2016) as well as HSCT outcome
(Boudreau et al. JCO  2017). The introduction of the Next Generation Sequencing (NGS) has overcome current conventional DNA sequencing
method limitations, known to be time consuming. Recently, a novel NGS KIR allele typing approach of all KIR  genes was developed by our team
in Nantes from 30 reference DNAs (Maniangou et al. Front  in  Immunol  2017). This NGS KIR allele typing approach is simple, fast, reliable,
specific and showed a concordance rate of 95% for centromeric and telomeric KIR  genes in comparison with high-resolution KIR typing obtained
to those published data using exome capture (Norman PJ et al. Am  J Hum  Genet  2016). This NGS KIR allele typing approach may also be used in
reproduction and to better study KIR+ NK cell implication in the control of viral infections.
© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: High-resolution killer cell immunoglobulin-like receptor typing; Allele polymorphism; Next-generation sequencing; Natural killer cells; Hematopoietic
stem cell transplantation

Résumé

Les gènes Killer  cell  Immunoglobulin-like  Receptor  (KIR) sont une famille de 15 gènes, localisés chez l’homme sur le bras long du chromosome
19. Ces gènes KIR  peuvent être inhibiteurs (2DL1/L2/L3/L4/L5A/L5B, 3DL1/L2/L3) ou activateurs (2DS1/S2/S3/S4/S5,  3DS1) et sont organisés
en deux groupes d’haplotypes : haplotype A ou B. Le nombre et la nature des gènes KIR présents varient selon les individus. De plus, ces gènes
KIR  sont connus pour être polymorphes au niveau allélique (907 allèles décrits en juillet 2017). Les gènes KIR codent pour des récepteurs KIR
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inhibiteurs ou activateurs, exprimés principalement sur les cellules tueuses naturelles (NK). Les récepteurs KIR ont pour ligands les molécules
HLA de classe I et sont capables de lyser les cellules leucémiques résiduelles des patients après greffe de cellules souches hématopoïétiques
(CSH). Le contenu en allèles KIR de chaque donneur de CSH nécessiterait d’être connu (Alicata et al. Eur  J  Immunol  2016) car ce polymorphisme
allélique KIR peut affecter le phénotype et la fonction des cellules NK KIR+ (Gagne et al. Eur  J Immunol  2013; Bari R, et al. Sci  Rep  2016) ainsi
que le devenir des greffes de CSH (Boudreau et al. JCO  2017). L’arrivée de nouvelles technologies de séquençage à haut débit (NGS) a permis
d’aller au-delà des limites des techniques de séquençages conventionnelles, connues pour prendre plus de temps car spécifique d’un seul locus KIR.
Récemment, une nouvelle approche NGS de typage allélique de tous les gènes KIR  en entier a été développée par notre équipe nantaise à partir
de 30 ADNs de référence (Maniangou et al. Front  in  Immunol  2017). Cette approche NGS.KIR est simple, rapide, fiable, spécifique et a montré
une concordance des résultats alléliques KIR proche de 95 % avec ceux effectués sur les mêmes ADN dans une étude de l’exome aux États-Unis
(Norman PJ et al. Am  J  Hum  Genet  2016). Cette approche NGS de typage des allèles KIR peut aussi être utilisée en reproduction et pour étudier
plus finement l’implication des cellules NK KIR+ dans le contrôle des infections virales.
© 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Killer  cell  Immunoglobulin-like  Receptor  (KIR) genes are a
family of genes located together within the leukocyte recep-
tor cluster on human chromosome 19q13.4. To date, 17 KIR
genes have been identified including: nine inhibitory genes
(2DL1/L2/L3/L4/L5A/L5B, 3DL1/L2/L3), six activating genes
(2DS1/S2/S3/S4/S5, 3DS1) and two pseudogenes (2DP1, 3DP1)
[1]. These genes are further classified into group A (KIR A) and
group B (KIR B) haplotypes [2]. KIR A haplotypes consist of
a fixed number of genes, whereas the KIR B haplotypes have
variable gene content with one or more KIR B-specific genes
such as: KIR2DS1, S2, S3, S5, KIR2DL2, and KIR2DL5.  KIR
genes encode for receptors, which are predominantly expressed
by Natural Killer (NK) cells. Functionally, these receptors
may be inhibitory or activating and have also been identified
in subsets of CD4, CD8 and ��  T cells [3,4]. NK cells are
innate immune components able to kill target cells and produce
cytokines without requiring prior sensitization. After allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT), NK cells
are the first lymphocyte population to reconstitute the recipi-
ent’s immune system before T cell reconstitution [5]. During
this period, NK cells are able to kill residual recipient leukemia
cells, and thus reduce the likelihood of relapse. The Graft-versus-
Leukemia (GvL) effect is thought to be mediated mostly by KIR
receptors expressed on NK cells in the early months post-HSCT.
In 2002, Ruggeri et al. were the first group to report a great-
est beneficial effect of donor-recipient KIR ligand mismatching
[6]. Patients with acute myeloid leukemia (AML) were split into
two groups and treated with T-cell depleted HLA-haploidentical
HSCT. In those grafted with a KIR ligand mismatch, the relapse
rate was 0% at 5 years, compared to those grafted with matched
donors, who had a relapse rate of 75% over the same time period.
Clearly, these results were of great interest to the field. In 2010,
Cooley et al. further showed a beneficial effect of HSC donors
having centromeric B KIR ligand motifs in terms of relapse pre-
vention after unrelated HSCT in AML patients [7]. On the basis
of these results, this group proposed an algorithm, which enables
the choice of HSC donors, based on their KIR  gene content [7].
However, this algorithm has limitations. For example, it can-
not reliably predict a better KIR+ NK cell alloreactivity in all

cases because KIR  genes are polymorphic at the allelic level.
Currently, 907 KIR alleles are described in the Immuno Poly-
morphism Database for KIR  genes (IPD – KIR). KIR allelic
variation may affect the NK KIR+ cell phenotype and function
as demonstrated for both KIR3DL1/S1  [8] and KIR2DL2/L3  [9]
genes. Indeed, the KIR3DL1/S1  gene is one of the most polymor-
phic KIR and the allotypes can display high or low cell surface
receptor density as well as intracellular retention [10]. Recently,
the importance of KIR3DL1/HLA-B subtype combinations in
AML patients treated with HSCT has also been demonstrated
[11]. Alicata et al. have further suggested that KIR allele typing
should become a standard practice when selecting HSC donors
[12]. Clearly, the arguments above provide a basis for contin-
uing research on the impact of KIR allele polymorphisms on
HSCT outcome. However, tools to study KIR allele polymor-
phisms of all KIR  genes are currently lacking because most of
them are locus specific, targeting only limited polymorphism and
are often time consuming. The introduction of the Next Gener-
ation Sequencing (NGS) has considerably changed the vision
of biologists about the immune system exploration within the
field of immunology [13]. This NGS technology has the capac-
ity to increase sequencing throughput by attaching millions of
DNA fragments to a solid surface or support, and simultaneously
sequencing them. Current NGS platforms generally involve two
steps: template preparation and sequencing. In the first step, the
DNA sample is fragmented to construct libraries, depending on
the platform to be used. The fragment libraries are subsequently
ligated to end templates with specific adaptor oligonucleotides.
They are then dual-indexed and injected for sequencing either
in paired-end or single-end configurations, again depending on
the NGS platform used. Post-sequencing, the data is analyzed
using bioinformatic pipelines. This step is very important and yet
constitutes one of the main limitations in NGS. Bioinformatic
pipelines allow alignment of the sequence reads with a reference
genome, and subsequent assignment of allelic variants. To date,
two NGS.KIR approaches have been developed: the exome cap-
ture method [14] and the Nantes NGS.KIR method [15]. The
exome capture method developed by the Parham laboratory at
the Stanford University School of Medicine is interesting and
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resulted in the discovery of thirty-one new KIR alleles from only
15 individuals. However, this exome approach was not specific
for investigation of the KIR locus, but also for HLA sequences
and other genes. It is also time consuming and cannot easily be
implemented routinely. The process generates a large amount of
data that requires analysis with performant algorithms that take
into account KIR, HLA and other polymorphic genes. In com-
parison, the Nantes NGS.KIR approach, recently developed is
simple, fast, reliable, specific for KIR locus, validated in research
and could be routinely employed for KIR allele typing before
HSCT with ease [15]. In the long term, the Nantes NGS.KIR
approach is planned to be used to evaluate the impact of KIR
allele polymorphisms on HSCT outcome. It can also be used to
study KIR+ NK cell involvement in control of viral infections
and reproduction.
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Les gènes KIR sont connus pour être polymorphe en termes de génotypes, de variation 

du nombre de copies de gène et d’allèles décrits. Ce polymorphisme au niveau allélique peut 

avoir un impact sur le répertoire des cellules NK KIR, comme décrit pour le gène KIR3DL1.  

Dans ce 3ème article en préparation, nous avons utilisé la technologie NGS.KIR présentée dans 

l’article N°1 pour étudier la diversité des allèles KIR2DL1 et KIR2DL2/3 sur un panel des 

donneurs de sang de l’EFS. Cinq allèles KIR2DL1 et onze allèles KIR2DL2/3 ont été identifiés 

sur 90 donneurs avec une prédominance des allèles KIR2DL1*003, KIR2DL2*003, 

KIR2DL2*003, KIR2DL3*001 et KIR2DL3*002. Connaissant les spécificités de nos anticorps 

anti-KIR2D publiés en 2009 (David et al., 2009) et de certains anticorps anti-KIR vendus dans 

le commerce, nous avons développé une stratégie de phénotypage haute résolution des cellules 

NK KIR2DL+. Cette stratégie nous a permis de cibler, en cytométrie en flux huit couleurs, les 

sous-populations des cellules NK exprimant chaque allèle KIR2DL. La mise en lien des 

données alléliques KIR avec les données phénotypiques et fonctionnelles, montrent que le 

polymorphisme allélique des gènes KIR2DL1 et KIR2DL2/3 peut impacter les fréquences des 

cellules NK KIR2DL+. De plus, l’impact du nombre de copies d’allèles sur le niveau 

d’expression du récepteur KIR2DL (L1/L2/L3) sur les cellules NK est observé. Les donneurs 

avec deux copies d’allèles KIR2DL1 ou KIR2DL3 ont un récepteur KIR fortement exprimé sur 

les cellules NK comparés à ceux possédant qu’une seule copie d’allèle KIR2DL1 ou KIR2DL3.  

En outre, les données préliminaires suggèrent que le polymorphisme des allèles 

KIR2DL1/L2/L3 module également la fonction de dégranulation des cellules NK et les 

interactions des récepteurs KIR correspondants avec les molécules HLA-Cw d’épitopes C1 ou 

C2 transfectées sur de lignées cellulaires 721.221 B EBV. Une hiérarchie de reconnaissance du 

panel des molécules HLA-Cw (C1 ou C2) semble être observée. 

D’un point de vue fondamental, la connaissance des allèles KIR permet d’avoir une 

meilleure compréhension de l’impact du polymorphisme allélique KIR sur la structuration et 
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fonction du répertoire des cellules NK KIR+. D’un point de vue clinique, ces données pourront 

permettre d’affiner la sélection des donneurs de greffes de CSH haplo-identiques non T 

déplétées pour mieux évaluer le rôle de l’alloréactivité des cellules NK KIR+ sur l’effet 

antileucémique. La connaissance des allèles KIR peut aussi constituer un outil diagnostic dans 

certaines infections virales, associations KIR-maladies ou pathologies liées à la grossesse. 

L’ensemble de ces résultats sont présentés dans l’article N°3. 
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ABSTRACT  25 

 26 

Killer-cell Ig-like receptor (KIR) genes are known to be polymorphic in terms of gene 27 

content defining KIR genotypes, copy number variation and number of alleles reported so far. 28 

Besides HLA class I environment and viral infections, KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism 29 

may impact on KIR2DL+ NK cell repertoire. Here, using a Next-Generation-Sequencing 30 

technology, five KIR2DL1 and eleven KIR2DL2/L3 alleles were first identified in ninety 31 

French blood donors, KIR2DL1*003, KIR2DL2*001, KIR2DL2*003, KIR2DL3*001 and 32 

KIR2DL3*002 being predominant. Irrespective of KIR genotypes, HLA-Cw environment and 33 

CMV status, we demonstrate using a high-resolutive phenotyping strategy that KIR2DL1 and 34 

to a lesser extent KIR2DL2/L3 allele polymorphism impact on mono-specific KIR2DL+ NK 35 

cell frequencies. Furthermore, we report that KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism modulate 36 

both the degranulation of each KIR2DL+ NK cell subset against HLA-class I deficient target 37 

cells and its inhibition against a panel of HLA-C1+ and C2+ target cells. Our results also 38 

suggest that KIR2DL/HLA-Cw interactions are regulated both by KIR2DL1/L2/L3 and HLA-39 

C allele polymorphism. Altogether the knowledge of KIR alleles permits a better understanding 40 

on the structuration and the function of KIR+ NK cell repertoire and improve the recognition 41 

specificities of anti-KIR monoclonal antibodies. Overall, KIR allele assignment may help to 42 

refine the role of KIR+ NK cells in a clinical context such as after Hematopoietic Stem Cell 43 

Transplantations (HSCT), or in reproduction, KIR-associated diseases and viral infections.  44 

  45 
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INTRODUCTION  46 

Novel transplantation protocols based on the post-transplantation immunosuppressive 47 

treatment have sparkled a renewed interest toward the clinical implementation of T-repleted 48 

haploidentical Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) with comparable outcomes 49 

with 10/10 HLA matched unrelated HSCT 1. The recovery of Natural Killer (NK) cells observed 50 

after T repleted haploidentical HSCT 2, 3 play a role in controlling relapse due to the frequent 51 

Killer cell Immunoglobulin like Receptor (KIR)/KIR ligand incompatibilities encountered 52 

favoring the effectiveness of donor alloreactive KIR+ NK cells as initially reported in T depleted 53 

haplo-identical HSCT 4. Indeed, NK cells are able to discriminate between normal cells and 54 

either allogeneic cells that do not express self HLA class I molecules, or cells with a down-55 

regulation/absence of HLA class I expression such as leukemic or virus-infected cells. This 56 

missing-self recognition by NK cells is mediated through different receptors specific for HLA 57 

class I molecules 5. Among these receptors, KIR play a major role in the modulation of NK cell 58 

alloreactivity6. KIR are expressed stochastically on NK and some T cells. Inhibitory 59 

(KIR2DL/3DL) and activating (KIR2DS/3DS) KIR are specific for HLA class I molecules. In 60 

particular, KIR2DL1 recognizes exclusively HLA-Cw molecules belonging to the group C2 61 

epitope (Lys80) 7 whereas KIR2DL2/L3 recognize HLA-Cw molecules belonging to the group 62 

C1 epitope (Asn80) and also some HLA-Cw molecules of group C2 8, 9, 10. KIR/HLA class I 63 

interactions play a role in the functional education of NK cells11. The absence of engagement 64 

of an inhibitory KIR with its ligand results in an alloreactivity of KIR+ NK cells only if these 65 

cells were "educated" during their development by the interaction of inhibitory KIR with their 66 

specific self-HLA class I ligand 11. In contrast to inhibitory KIRs, the ligands of activating KIR 67 

are less well defined due to the absence of specific antibodies and their lower affinity for their 68 

ligands. Nevertheless, KIR2DS1 and KIR2DS2 recognize C2 and C1 ligands respectively as 69 

their inhibitory counterpart 12, 13. 70 
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Genetically, fourteen functional KIR genes, located on chromosome 19, have been 71 

identified 14. Within a population, genomic diversity of the KIR region is achieved on several 72 

levels. KIR gene content varies between individuals who can exhibit from 7 to 14 inhibitory 73 

and activating KIR genes. Population studies have demonstrated two major KIR haplotypes. 74 

The A KIR haplotype corresponds to 7 KIR genes, including KIR2DS4 as the only activating 75 

KIR gene. In contrast, B haplotypes are more diverse and are characterized by the presence of 76 

more than one activating KIR gene and the absence of the KIR2DS4 gene15. In addition, the 77 

same KIR gene such as KIR2DL1 can be found on multiple haplotypes. Overall 605 different 78 

KIR genotypes have been described worldwide (http://www.allelefrequencies.net/). KIR gene 79 

copy number impacting on NK cell education has also been reported from some KIR genes 16. 80 

Finally, KIR allele polymorphism is probably the largest contributor to KIR region diversity 81 

with 907 alleles reported so far in the last IGMT/KIR database with a potential phenotypic and 82 

functional impact observed for some KIR genes, in particular inhibitory KIR such as KIR3DL1 83 

17. The expression of KIR on NK cell surface is variegated18. This underlies that the KIR+ NK 84 

cell functional repertoire corresponding to a clonal expression of different KIR receptor 85 

combinations is defined not only by the number/nature of the KIR genes present in an 86 

individual, the HLA class I autologous environment, the immunological history such as viral 87 

infections of the individual but also by KIR allele polymorphism 19. So far, the impact of KIR 88 

gene polymorphism on HSCT outcome remains mostly based on the analysis of KIR/KIR 89 

ligand genetic combinations without taking into account neither KIR expression nor KIR allele 90 

polymorphism probably due to the lack of specific anti-KIR monoclonal antibodies (mAbs) and 91 

suitable KIR allele typing methods respectively. Nevertheless, recent high resolution KIR allele 92 

typing by Next-Generation Sequencing (NGS), we 20 and others 21 have developed, a sensitive, 93 

specific and robust method allowing the detection of KIR alleles of all KIR genes. Moreover, 94 

the availability of KIR-specific mAbs we produced constitutes a powerful tool to discriminate 95 

http://www.allelefrequencies.net/
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the main activating and inhibitory KIR2D+ NK cell subsets 22. For an easier understanding of 96 

KIR+ NK cell repertoire formation and the clinical impact of KIR+ NK cell alloreactivity on 97 

haplo-identical HSCT outcome, a link between KIR allelic polymorphism, phenotype and 98 

function of corresponding KIR seems mandatory.  99 

In this study, we focused on KIR2DL1 and KIR2DL2/L3 allele polymorphism since 100 

quite limited alleles have been reported so far (59, 31 and 59 alleles respectively) and because 101 

these genes or particular alleles have been associated with some diseases 23 or HSCT outcome 102 

24. Moreover, if all HLA-Cw molecules represent ligands for KIR2DL1/L2/L3, the hierarchy 103 

of HLA-Cw molecule recognition we previously reported 9 was done without taking into 104 

account the nature of KIR2DL1/L2/L3 allele and needs to be elucidated. We hypothesized that 105 

the KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism may affect the structuration and the function of 106 

KIR2DL+ NK cell repertoire as we previously reported for KIR3DL1 25. In this study, we 107 

reported, in a French population of blood donors, the KIR2DL1/L2/L3 allele distribution, the 108 

frequencies of single specific KIR2DL+ NK cell subset depending on KIR2DL1/L2/L3 allele 109 

expressed, the hierarchy of HLA-Cw epitopes recognition and the functional impact of those 110 

alleles on KIR2DL+ NK cell repertoire taking into account the CMV status and HLA-Cw 111 

environment.  112 

  113 
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MATERIALS AND METHODS: 114 

Cells (PBMCs and cell lines) 115 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) were isolated by density centrifugation 116 

on Ficoll-Hypaque (Biosera, France) from peripheral blood of ninety healthy adult volunteers. 117 

All blood donors were recruited at the Blood Transfusion Center (Etablissement Français du 118 

Sang, Nantes, France), and informed consent was given by all donors (DC-2014-2340). 119 

Cytomegalovirus (CMV) status was available for eighty seven donors.  120 

HLA class I-deficient 721.221 lymphoblastoid cells, referred to as 221 cells, were used 121 

as positive control to assess NK cell degranulation. HLA-C*03:04 (C1), HLA-C*07:01 (C1), 122 

HLA-C*08:02 (C1), HLA-C*02:02 (C2), HLA-C*04:01 (C2), HLA-C*06:02 (C2) and HLA-123 

C*15:03 (C2) transfected 221 cells were used to evaluate NK cell degranulation of different 124 

KIR2DL1/L2/L3+ NK cell subsets. HLA-C*02:02, HLA-C*03:04, HLA-C*04:01, and HLA-125 

C*07:01 transfected 221 cells were provided by Prof. P. Parham (Standford University, CA, 126 

USA). HLA-C*02:02, HLA-C*06:02, HLA-C*08:02 and HLA-C*15:03 transfected 221 cells 127 

were obtained by stable transfection of 221 cell line by electroporation (BioRad) using, 128 

respectively, pcINeo-HLA-C*08:02, pcINeo-HLA-C*06:02 both provided by Dr. Agnès 129 

Moreau (CRCINA, INSERM U1232, Nantes, France). The 221 cell line and HLA-Cw-130 

transfected 221 cell lines were cultured in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Paisley, 131 

UK) containing glutamine (Life Technologies) and penicillin-streptomycin (Life 132 

Technologies), and supplemented with 10% FBS (Life Technologies). Mycoplasma tests 133 

performed by PCR were negative for all cell lines. 134 

 135 

In vitro model of NK-cell expansion 136 

NK cell amplification was done using an in vitro model based on a protocol previously 137 

described 26. Briefly, six millions of PBMC from chosen donors were cultured in 6-well flat-138 
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bottomed plates with irradiated allogeneic EBV-B-cell lines at a E:T ratio PBMC:221 cells of 139 

10:1. Cells were grown in RPMI 1640 serum-free medium containing 10% of human serum 140 

(Etablissement Français du Sang, Nantes, France), 50 U/mL penicillin, 50 mg/mL streptomycin 141 

and 200 IU/mL IL-2 (Chiron, Suresnes, France). The culture medium was replaced twice a 142 

week with a new RPMI medium containing fresh IL-2. PBMC phenotyping was performed at 143 

days 10 and 12 to check the activation state of NK cells (frequencies of NKG2A+ 144 

KIR2DL1/L2/L3/S2- NK cells). NK cells were considered at rest when the percentage of NK 145 

cells expressing NKG2A become less than or equal to fifty. Cells were maintained for 17 days 146 

and expanded in their culture medium containing IL-2 without re-stimulation with feeders 147 

before functional analysis.  148 

 149 

Phenotypic analysis by flow cytometry 150 

Intensity of HLA class I molecule expression was evaluated on all HLA-C transfected 151 

221 cell lines using the mouse anti-human monoclonal antibody (mAbs) NaM41-1E3 (EFS 152 

Nantes) 27. The phenotype of NK cells, defined as CD3-CD56+, was determined by 8-color 153 

multiparameter flow cytometry (MFC) using the following mAbs: anti-KIR2DL1-FITC 154 

(143211; R&D Systems), anti-KIR2DL1/S1-PE (EB6), anti-KIR2DL2/L3/S2-PE (GL183; 155 

Beckman Coulter Immunotech, Marseille, France), anti-KIR2DL3-FITC (clone 180701; R&D 156 

systems), anti-CD3-BV510 (SK7, Sony Biotechnology, San Jose, CA), anti-NKG2A-PC7 157 

(Z199; Beckman Coulter), anti-CD56-APC-Cy7 (HCD56), anti-KIR2DL1/L2/L3/S2-FITC 158 

(8C11), anti-KIR2DL3/S2-AF647 (1F12), and anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2-FITC (1A6), 159 

generated and characterized in our laboratory 22. MFC phenotypic data were collected on a 160 

FACSCanto II instrument (BD Biosciences) and analyzed with FlowjoTM 10.2 software (LLC, 161 

Ashland, OR, USA). 162 

 163 
 164 
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CD107a mobilization assay  165 

Ex-vivo or in-vitro expanded NK cells were pre-incubated with the anti‐CD107a‐BV421 166 

mAb (H4A3; BD Biosciences) at 37°C. NK cell degranulation was assessed after incubation 167 

for 5h alone, with the 221 target cells (negative control) or different HLA-C transfected 221 168 

target cells (E/T ratio=2:1 or 1:1) with brefeldin A (Sigma) at 10 µg/ml for the last 4h. 169 

Experiments were carried out in duplicate for each condition tested. The cells were surface-170 

stained using the anti-human KIR mAbs mentioned in the previous section. Degranulation of 171 

NK cells, defined by CD107a positive expression, was studied by MFC, using CD3 absence 172 

and CD56 expression to target NK cells. All functional MFC data were collected on a 173 

FACSCanto II instrument (BD Biosciences) and analyzed with the FlowjoTM 10.2 software 174 

(LLC, Ashland, OR, USA). 175 

 176 

HLA class I typing  177 

High-resolution typing for HLA-A, -B, and -C loci was carried out for all blood donors 178 

by Next-Generation-Sequencing (NGS) using Omixon Holotype HLA® (Omixon, Budapest, 179 

Hungary) 28. Briefly, DNA samples were amplified for the three HLA class I loci by long-range 180 

PCR. Amplicons were then cleaned with Exo-SAP® (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), 181 

quantified with the Quantifluor® kit (Promega, Madison, WI, USA), and normalized. 182 

Sequencing libraries were generated for each sample using the Omixon Holotype HLA 183 

Genotyping Kit®. Libraries from individual HLA amplicons were prepared by enzymatic 184 

fragmentation, end repaired, adenylated, and ligated with indexed adaptors. The indexed 185 

libraries were pooled and concentrated with Ampure XP beads (Beckman Coulter, La Brea, 186 

CA, USA) before fragment size selection using PippinPrep® (Sage Science, Beverly, MA, 187 

USA). The size-selected library pool was quantified by qPCR (Kapa Biosystems, Basel, 188 

Switzerland), adjusted to 2 nM, denatured and diluted for optimal cluster density before loading 189 
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into a MiSeq reagent cartridge (Illumina, San Diego, CA, USA). The reagent cartridge and 190 

corresponding flow cell (500 cycles) were placed on an Illumina MiSeq. Samples were 191 

demultiplexed and the resulting FASTQ files were analyzed using Twin Omixon software 192 

(Omixon, Budapest, Hungary).  193 

Blood donors (N=90) were classified into C1C1+, C1C2+ and C2C2+ individuals 194 

depending on KIR2DL1/L2/L3 ligand groups, C1C1, C1C2 and C2C2 being defined based on 195 

allelic HLA-C typing. 196 

 197 

KIR genotyping 198 

KIR generic typing was performed on all individuals using a KIR multiplex PCR-SSP 199 

method as previously described 29. The presence or absence of KIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 200 

3DL1, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4/1D, 2DS5 and 3DS1 genes were assigned. KIR genotypes 201 

were determined based on the presence or the absence of activating KIR. Thus, a KIR AA 202 

genotype was defined by the presence of only KIR2DS4 as activating KIR gene, and a KIR B+ 203 

(AB, BB) genotype by the presence of several activating KIR genes 30.  204 

 205 

KIR allele typing 206 

To assign KIR2DL1/L2/L3/S2 alleles, KIR genes were firstly captured by Long Range 207 

PCR and subjected to sequencing on a MiSeq sequencer after library preparation as previously 208 

described 20. The quality of raw data was monitored by using the Illumina Sequencing Analysis 209 

viewer software. KIR2DL1/L2/L3/S2 allele assignment was performed by using the Profiler 210 

software version 2.24 developed by Dr M. Alizadeh (Research Laboratory, Blood Bank, 211 

Rennes, France) as described 20. An updated KIR allele library (February 2018, version 2.7.1) 212 

available on the IPD-KIR database (Pr S. Marsh, Dr J. Robinson, Anthony Nolan, London UK) 213 

was implemented into the Profiler software.  214 
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 215 

Statistical analyses 216 

Categorical data were analyzed by Chi-square test. Statistical differences in 217 

KIR2DL1/L2/L3+ NK cell frequencies between series of individuals having different 218 

KIR2DL1/L2/L3 alleles were analyzed with unpaired t tests or one-way ANOVA test for 219 

multiple comparisons using the GraphPad Prism v6.0 software (San Diego, CA, USA).                220 

P values<0.05 were considered statistically significant. 221 

 222 

  223 
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RESULTS  224 

Distribution of KIR2DL1 alleles in a French population 225 

To assess the functional impact of KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism on KIR2DL+ 226 

NK cell functional repertoire, we first determined corresponding alleles using an NGS.KIR 227 

technology that we recently developed 20 on a cohort of French blood donors. On forty-one 228 

KIR2DL1+ genotyped donors, five KIR2DL1 alleles (*001, *002, *003, *004 and *007) were 229 

identified (Fig. 1A). The most common KIR2DL1 allele found in the French population was 230 

the KIR2DL1*003 with a frequency of 59% followed by KIR2DL1*002 (17%) and 231 

KIR2DL1*004 (12%) (Fig. 1B). Interestingly, KIR2DL1*003 allele was mainly found in a 232 

homozygous state (48.8%) in contrast to KIR2DL1*002 or KIR2DL1*004 preferentially 233 

associated with another KIR2DL1 allele (Fig. 1A, 1C). Besides KIR2DL1 allele copy number, 234 

we investigated KIR2DL1 allele distribution depending on KIR gene content since KIR2DL1 235 

gene is present on both AA and B+ KIR genotypes. In AA+ genotyped donors, only 236 

KIR2DL1*001, *002 and *003 alleles were present with a higher frequency of the 237 

KIR2DL1*003 allele (Fig. 1D). In contrast, B+ genotyped donors were characterized by the 238 

presence of KIR2DL1*002, *003, *004, and *007 alleles, KIR2DL1*004 and KIR2DL1*007 239 

being only found in B+ KIR genotyped donors (Fig. 1D). To evaluate the distribution of 240 

KIR2DL1 alleles depending on HLA-Cw environment, donors were further divided into 241 

C1C1+, C1C2+ and C2C2+ individuals. The KIR2DL1*003 allele was predominant in C1C2 242 

(78.2%) compared to C1C1 (53.6%) and C2C2 (36.4%) donors (Fig. 1E). In contrast, the 243 

KIR2DL1*002 allele was less frequent in C1C2 (3%) compared to C1C1 (29%) and C2C2 244 

(23%) donors (Fig. 1E). CMV status did not impact on KIR2DL1 allele distribution (data not 245 

shown). 246 

 247 

 248 
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Distribution of KIR2DL2/3 alleles in a French population 249 

Because KIR2DL2 and KIR2DL3 segregate as alleles of one locus, KIR2DL2 and 250 

KIR2DL3 allele distribution was analysed together. On ninety KIR2DL2/L3+ genotyped 251 

donors, eleven KIR2DL2/L3 alleles were identified (i.e L2*001, L2*003, L2*005, L2*008, 252 

L2*012, L3*001, L3*002, L3*003, L3*005, L3*007 and L3*015) (Fig. 2A). KIR2DL3*001 253 

(31.6%), KIR2DL3*002 (26.1%), KIR2DL2*001 (15%) and KIR2DL2*003 (11.6%) were the 254 

most frequent alleles (Fig. 2B). These four KIR2DL2/3 alleles were predominantly found at a 255 

heterozygous state (Fig. 2C). In concordance with KIR gene content, KIR2DL2 alleles were 256 

only found in B+ genotyped donors (Fig. 2D). The KIR2DL3*001 allele was most frequent in 257 

AA (21.6%) compared to B+ genotyped donors (9.4%) (Fig. 2D). No striking difference was 258 

found on the KIR2DL2/L3 allele distribution in regards to HLA-C environment (Fig. S1). In 259 

addition, we observed no significant KIR2DL2/L3 allele distribution difference in regards to 260 

CMV status (data not shown). Lastly, due to linkage disequilibrium between KIR2DL2 and 261 

KIR2DS2, assignment of KIR2DS2 alleles was also done in fifty KIR2DL2/L3/S2+ genotyped 262 

donors. KIR2DS2*001 allele was the predominant one (97%) (data not shown). This low 263 

KIR2DS2 allelic polymorphism drive us to focus only on inhibitory KIR2DL2/L3 genes.      264 

 265 

KIR2DL1 allelic polymorphism and CNV influence the KIR2DL1+ NK cell repertoire  266 

Because the KIR2DL1*003 allele was the most frequent variant found in the 267 

homozygous state (Fig. 1A, 1C), we first evaluated the frequency of KIR2DL1*003+ NK cell 268 

subset in KIR2DL1*003 homozygous donors (N=20) either KIR2DS1+ or KIR2DS1- by using 269 

the combination of anti-KIR2DL1/S1 (EB6) and anti-KIR2DL1 (143211) mAbs to discriminate 270 

KIR2DL1+/S1-/+ from KIR2DS1+/L1- NK cell subsets especially in KIR2DL1/S1+ genotyped 271 

donors (Fig. 3A). All EB6+KIR2DL1+ NK cell subset (Fig. 3A) was considered to establish the 272 
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frequency of KIR2DL1*003+ NK cell subset in KIR2DS1+ and KIR2DS1- donors (Fig. 3A). 273 

Overall, no impact of HLA-C environment (Fig. 3B), KIR genotypes (Fig. 3C) or CMV status 274 

(Fig. 3D) on KIR2DL1*003+ NK cell frequency was observed in the KIR2DL1*003+ 275 

homozygous donors. 276 

To strengthen the impact of KIR2DL1 allele combinations on KIR2DL1+ NK cell 277 

repertoire excluding other KIR2D subpopulations, we defined another KIR2DL1+ NK cell 278 

targeting strategy thanks to KIR-specific mAbs we developed which permit the discrimination 279 

of the main activating and inhibitory KIR2D+ NK cell subsets 22. For that purpose, we used a 280 

combination of anti-KIR2DL1/S1 (EB6), anti-KIR2DL1 (143211), anti-KIR2DL2/L3/S2 281 

(GL183), anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2 (1A6) and anti-KIR2DL1/L2/L3/S2 (8C11) mAbs  to 282 

evaluate the frequency of KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell subset (Fig. 4A). The combination 283 

of in-house 8C11 and 1A6 mAbs allowed us to separate NK cell subset expressing the 284 

KIR2DL1 receptor encoded by different KIR2DL1 alleles. Because, the 1A6 mAb cross-reacts 285 

with KIR2DL2/L3/S1/S2 receptors 22, we started by targeting only the KIR2DL1+GL183- NK 286 

cell subset either from all CD56+CD3- NK cells in KIR2DS1- donors or from KIR2DL1+S1-  287 

(2DL1+EB6-) and KIR2DL1+S1+ (EB6+2DL1+) NK cells subsets in KIR2DS1+ genotyped 288 

donors (Fig. 4A). Knowing the potential recognition site for both 8C11 and 1A6 mAbs 22, the 289 

combination of these mAbs allowed us to discriminate KIR2DL1*003+ (8C11+1A6-), 290 

KIR2DL1*001/*002+ (8C11+1A6+) and KIR2DL1*004/*007+ NK cell subsets (8C11-1A6+) 291 

(Fig. 4A).  292 

The frequency of KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell subset depending on the nature 293 

and/or dose of KIR2DL1 alleles was assessed in both homozygous and heterozygous 294 

KIR2DL1+ donors. For KIR2DL1*003 allele, we found that the frequency of 295 

KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK was significantly higher in donors with two allele copies 296 

compared to those having only one allele copy (mean=9.38 ± 1.08, n=18 vs mean=3.46± 0.41, 297 



137 
 

n=11, p<0.001; Fig. 4B). To compare KIR2DL1 receptor expression within all KIR2DL1 298 

alleles encountered in our population, frequencies of KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cells in 299 

homozygous donors were divided by two to bring it back to one to compare data obtained from 300 

heterozygous donors. The frequency of KIR2DL1*002+/L2/L3/S1/S2- NK cell subset was 301 

higher compared to those having either KIR2DL1*004 (mean=5.50±0.58, n=10 vs mean=2.53± 302 

0.33, n=9, p<0.001) or KIR2DL1*007 allele encoded receptor (mean=5.50± 0.58, n=10 vs 303 

mean=1.32±0.52, n=3, p<0.01; Fig. 4C). In addition, the frequency of 304 

KIR2DL1*003+/L2/L3/S1/S2- NK cell was higher compared to KIR2DL1*004 305 

(mean=4.10±0.42, n=28 vs mean=2.53±0.33, n=9, p<0.05) and KIR2DL1*007 allele encoded 306 

receptors (mean=4.10±0.42, n=28 vs mean=1.33±0.52, n=3, p<0.05; Fig. 4C). Neither the 307 

HLA-Cw environment nor the CMV status did affect the frequency of KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- 308 

NK cells depending on each KIR2DL1 allele encoded receptor (data not shown).  309 

Taken together, these results showed a hierarchy of KIR2DL1+ NK cell frequencies 310 

depending on the nature of KIR2DL1 alleles, the highest frequency being represented by 311 

KIR2DL1*002˃KIR2DL1*003˃KIR2DL1*004˃KIR2DL1*007 allele encoded receptor.  312 

 313 

Less stringent impact of KIR2DL3 allelic polymorphism on the KIR2DL3+ NK cell repertoire  314 

As previously shown, KIR2DL3*001, KIR2DL3*002, KIR2DL2*001 and 315 

KIR2DL2*003 alleles were the most frequent in our French cohort (Fig. 2B). To investigate 316 

expression pattern of these KIR2DL2/L3 alleles, NK cell subsets expressing the 317 

KIR2DL2/L3/S2 receptors from CD56+CD3- NK cells were first identified by using the 318 

combination of anti-KIR2DL3 (180701) and anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183) mAbs (Fig. 5A). 319 

Then, by combining the anti-KIR2DL3 and in-house KIR2DL3/S2 (1F12, David et al., 2009) 320 

mAbs, we are able to discriminate KIR2DL2+, KIR2DL3+ and/or KIR2DS2+ NK cell subsets 321 

in KIR2DL2+/L3+/S2+, KIR2DL2+/L3-/S2+ or KIR2DL2-/L3+/S2- genotyped donors (Fig. 322 
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5A). Because we cannot target all KIR2DL2+ NK cell subset in the absence of specific anti-323 

KIR2DL2 mAbs, we focused the study on KIR2DL3+ NK cell subsets thanks to KIR-specific 324 

mAbs which permit the discrimination of some KIR2DL3 allele encoded receptors. In 325 

particular, thanks to the combination of anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183), anti-KIR2DL3/S2 326 

(1F12, David et al., 2009), and the EB6 (anti-KIR2DL1/S1) mAbs which cross-reacts with 327 

KIR2DL3*005 allele encoded receptor 31, we were able to target the KIR2DL3*005+ NK cell 328 

subset, as illustrated in Fig. 5B for one representative KIR2DL2/L3/S2+ genotyped donor. In 329 

contrast to KIR2DL3*001 and KIR2DL3*002 allele encoded receptors which cannot be 330 

separated in heterozygous KIR2DL3*001, *002+ genotyped donors with the combinations of 331 

anti-KIR2DL3 and anti-KIR2DL3/S2 (1F12) mAbs, sorting of NK cell subsets expressing 332 

KIR2DL3*005 was possible in heterozygous donors (Fig. 5C). Interestingly, we should note 333 

that the anti-KIR2DL3 mAbs (clone 180701) do not recognize the KIR2DL3*005 receptor 31, 334 

so by combining the anti-KIR2DL3 with anti-KIR2DL3/S2 (1F12) mAbs, we were able to 335 

separate KIR2DL3*005+ (1F12+KIR2DL3-) from KIR2DL3*002+ (1F12+/KIR2DL3+) NK 336 

cell subset and potentially their co-expression as illustrated for one representative KIR2DL2-337 

/KIR2DL3+/KIR2DS2- genotyped donor (Fig. 5C). To further analyse the frequencies of 338 

KIR2DL3*001+ NK cell subsets, only homozygous KIR2DL3*001+/L2- and 339 

KIR2DL2+/L3*001+ genotyped donors were selected. The same strategy was applied to 340 

analyse KIR2DL3*002+ NK cell subsets taking into account only homozygous 341 

KIR2DL3*002+/L2- and KIR2DL2+/L3*002+ genotyped donors. 342 

Thanks to this cell targeting strategy, the frequency of KIR2DL3+ NK cell subset was 343 

investigated taking into account in particular the nature and dose of KIR2DL3 alleles. In our 344 

cohort, the frequency of KIR2DL3*001+ NK cell subset was significantly higher in 345 

KIR2DL3*001 homozygous donors compared to donors with only one copy of KIR2DL3*001 346 

(25.97±2.83, n=14 vs 14.62 ± 1.53, n=17, p<0.001; Fig. 6A). The frequency of KIR2DL3*002+ 347 
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NK cell subset was also higher in KIR2DL3*002 homozygous donors compared to 348 

heterozygous ones (25.10±1.3, n=2 vs 11.39±0.92, n=26, p<0.001; Fig. 6A). All 349 

KIR2DL3*005+ genotyped donors were found in a heterozygous state avoiding any 350 

comparison of KIR2DL3*005+ NK cells between heterozygous and homozygous donors (Fig. 351 

6A). For direct comparisons of KIR2DL3+ NK cell frequencies obtained with the 352 

KIR2DL3*001, KIR2DL3*002 and KIR2DL3*005 allele encoded receptors, we divided by 353 

two the percentage of KIR2DL3+ NK cell obtained in KIR2DL3+ homozygous donors to bring 354 

it back to one allele copy to compare with data obtained from heterozygous donors. In that case, 355 

no significant difference was observed in terms of KIR2DL3+ NK cell expression depending 356 

on the KIR2DL3*001, KIR2DL3*002 or KIR2DL3*005 allele expressed (Fig. 6B). Due to 357 

small sample size of KIR2DL3*005+ genotyped donors (i.e 5 out of 90 donors), the comparison 358 

of KIR2DL3+ NK cell frequencies according to HLA-Cw environment and CMV status was 359 

only done for KIR2DL3*001 and KIR2DL3*002 allele encoded receptors. No significant 360 

difference in terms of KIR2DL3*001+ or KIR2DL3*002+ NK cell expression according to 361 

HLA-Cw environment (Fig. 6C) and CMV status (Fig. 6D) was observed.  362 

Taken together, these data highlighted that KIR2DL2/L3 allele polymorphism impact 363 

less on KIR2DL2/L3+ NK cell phenotype compare to KIR2DL1. 364 

 365 

Impact of KIR2DL1 allele polymorphism on KIR2DL1+ NK cell degranulation and HLA-Cw 366 

specificity recognition 367 

Since we showed that KIR2DL1 allele polymorphism impacts on KIR2DL1+ NK cell 368 

phenotype, we further investigate whether this polymorphism may impact on KIR2DL1+ NK 369 

cell function. For that purpose, we tested the ex-vivo potential degranulation of NK cells 370 

expressing only the KIR2DL1 receptor encoded by different KIR2DL1 alleles against the HLA 371 

class I negative 721.221 B-EBV cell line (221 cell line) in educated C2+ donors. To target each 372 
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KIR2DL1 allele encoded receptor for CD107a+ KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell 373 

degranulation assay, we used the combinations of anti-KIR2DL1/S1 (EB6), anti-KIR2DL1 374 

(143211), anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183), in-house anti-KIR2DL1/L2/L3/S2 (8C11) and anti-375 

KIR2DL1/L2/L3/S1/S2 (1A6) mAbs (Fig. 7A). As previously described, we gated each 376 

KIR2DL1 allele encoded receptor with the combination of 8C11 and 1A6 mAbs by targeting 377 

first KIR2DL1+GL183- NK cell subset from all CD56+CD3- NK cells in KIR2DS1- genotyped 378 

donors (Fig. 7A). In KIR2DS1+ genotyped donors, the combination of EB6 and anti-KIR2DL1 379 

mAbs was also used to remove the KIR2DS1+ and KIR2DL1+/S1+ NK cell subsets (Fig. 7A). 380 

Due to the small sample size of C2+ donors, only the ex-vivo potential of 381 

KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell degranulation expressing either the KIR2DL1*003 or 382 

KIR2DL1*004 allele encoded receptor was compared. In our cohort, we did not observe a 383 

significant difference in terms of CD107a+ KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell degranulation for 384 

these both encoded KIR2DL1 alleles (Fig. 7B).     385 

To decipher KIR2DL1-HLA-Cw interactions depending on both KIR2DL1 and HLA-386 

C allele polymorphism, we used expanded NK cells after in vitro amplification to test the 387 

inhibition of KIR2DL1+ NK cell degranulation against a panel of C2+ vs C2- (C1+) transfected 388 

221 cell lines since any inhibition of KIR2DL1+ NK cell degranulation was observed from ex-389 

vivo KIR2DL1+ NK cells (data not shown). After amplification, KIR2DL1*002+ or 390 

KIR2DL1*003+ NK cell subsets were selected by using a combination of anti-391 

KIR2DL1/L2/L3/S2 (8C11) and anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2 (1A6) mAbs from sorted 392 

KIR2DL1+L2/L3/S2/NKG2A- NK cells in KIR2DS1- genotyped donors (Fig. 8). In KIR2DS1+ 393 

genotyped donors, a combination of anti-KIR2DL1/S1 (EB6) and anti-KIR2DL1 (143211) 394 

mAbs was used before to remove the KIR2DS1+ and KIR2DL1/S1+ NK cell subsets from 395 

amplified CD56+CD3- NK cells (Fig. 8). In parallel, the expression of HLA class I molecules 396 

was checked on the panel of C1 and C2 transfected 221 cell lines confirming that all HLA-Cw 397 
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transfected 221 cell lines tested expressed HLA class I molecules in contrast to the HLA class 398 

I negative 221 cell line (Fig. 9A). The C2 specificity of KIR2DL1*002+ and KIR2DL1*003+ 399 

NK cells was confirmed with a hierarchy of recognition toward different HLA-C allele encoded 400 

molecules belonging to the C2 KIR ligand group i.e HLA-C*02:02˃HLA-C*04:01˃HLA-401 

C*06:02˃HLA-C*15:03 (Fig. 9B). Indeed, for both KIR2DL1 alleles tested, 221-HLA-402 

C*02:02 and 221-HLA-C*04:01 cell lines inhibited more efficiently 403 

KIR2DL1+/S1/L2/L3/S2/NKG2A- NK cell degranulation than the 221-HLA-C*06:02 cell line. 404 

Interestingly, the 221-HLA-C*15:03 cell line inhibited better the degranulation of 405 

KIR2DL1*003+/S1/L2/L3/S2/NKG2A- NK cell subset than KIR2DL1*002+ NK cells 406 

(p<0.05). As expected as C1 positive 221 cell lines, 221-HLA-C*03:04, -C*07:01 and -407 

C*08:02 cell lines did not inhibit the degranulation of KIR2DL1*002+ and 408 

KIR2DL1*003+/S1/L2/L3/S2/NKG2A- NK cell subset suggesting no interaction between these 409 

HLA-Cw molecules and KIR2DL1 allele encoded receptors although a partial inhibition of 410 

KIR2DL1*003+ NK cell degranulation against the 221-C*08:02 cell line was observed (Fig. 411 

9B).  412 

 413 

Impact of KIR2DL2/L3 allele polymorphism on KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation and 414 

HLA-Cw specificity recognition 415 

Although we showed a less stringent impact of KIR2DL3 allele polymorphism on 416 

KIR2DL3+ NK cell phenotype compared to KIR2DL1, we further investigate whether 417 

KIR2DL2/L3 alleles and/or HLA-Cw ligand specificities modulate KIR2DL2/L3+ NK cell 418 

degranulation. For that purpose, we tested the inhibition of degranulation of NK cells 419 

expressing either the KIR2DL2 or the KIR2DL3 receptor encoded by different alleles against 420 

the panel of C1+ vs C1- (C2+) transfected 221 cell lines. As previously described, NK cells 421 

were first in vitro amplified (Fig. 10A). To evaluate the recognition capacity of KIR2DL2 and 422 
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KIR2DL3 allele encoded receptors toward the panel of HLA-Cw ligands, we targeted either 423 

KIR2DL2+ or KIR2DL3+ NK cell subsets for each KIR2DL2/3 allele encoded receptor by using 424 

a combination of anti-KIR2DL3/S2 (1F12) and anti-KIR2DL3 (clone 180701) mAbs (Fig. 425 

10A). KIR2DL2/L3+ NK cell subsets were initially gated from GL183+KIR2DL1/S1/NKG2A- 426 

cells after NK cell amplification (Fig. 10A). Because, as previously reported, KIR2DL3*005 427 

was not recognized by the anti-KIR2DL3 (clone 180701) mAb used, another strategy to target 428 

the KIR2DL3*005+KIR2DL1/S1/S2/NKG2A- NK cell subset was developed as illustrated for 429 

one KIR2DL3*002, *005 genotyped donor in Fig. 10B.  430 

In accordance with the C1 specificity of recognition of KIR2DL2/L3 receptors, the 221-431 

HLA-C*03:04 cell line strongly inhibited KIR2DL2/L3+/L1/S1/S2/NKG2A- NK cell 432 

degranulation for all KIR2DL2/L3 allele encoded receptors studied except for the 433 

KIR2DL2*008 which significantly inhibited less NK cell degranulation compared to 434 

KIR2DL3*005+ donors (p<0.005, Fig. 11A, 11B). In addition, the 221-HLA-C*07:01 cell line 435 

inhibited KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation at an intermediate level for the six KIR2DL2/L3 436 

allele encoded receptors studied (Fig. 11A, 11B). In contrast, although HLA-C*08:02 was 437 

defined as C1 positive, poor inhibition of KIR2DL2/L3+/L1/S1/S2/NKG2A- NK cell 438 

degranulation against the 221-HLA-C*08:02 cell line was observed for all KIR2DL2/L3 allele 439 

encoded receptors (Figure 11A and 11B). This effect was even more pronounced for 440 

KIR2DL3*002+ and KIR2DL3*005+ compared to KIR2DL2*001+ donors (p<0.05, Fig. 11A 441 

and 11B) suggesting no recognition of the HLA-C*08:02 allele-encoded molecule by all 442 

KIR2DL2/L3 allele encoded receptors tested except for KIR2DL2*001. 443 

As expected as C2 positive 221 cell lines, 221-HLA-C*02:02 and -HLA-C*06:02 cell 444 

lines did not inhibit KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation for all KIR2DL2/L3 allele encoded 445 

receptors studied (Fig. 11A, B). However, a low inhibition of KIR2DL2/L3+ NK cell 446 

degranulation was observed against the 221-HLA-C*02:02 cell line for KIR2DL2*001+ and 447 
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KIR2DL2*008+ compared to KIR2DL3*001 and KIR2DL3*005 donors (p<0.05, Fig. 11A, 448 

11B), suggesting a possible recognition of the HLA-C*02:02 allele encoded molecule by 449 

KIR2DL2*001 and KIR2DL2*008 receptors. In the same line, a low inhibition of 450 

KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation was observed against the 221-HLA-C*06:02 cell line for 451 

KIR2DL2*001+ compared to KIR2DL2*003+, KIR2DL3*002+ and KIR2DL3*005+ donors 452 

(p<0.005, Fig. 11A, 11B), suggesting again a possible recognition of the HLA-C*06:02 allele 453 

encoded molecule by KIR2DL2*001. Otherwise, an intermediate inhibition level of 454 

KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation was observed against the 221-HLA-C*15:03 for all 455 

KIR2DL2/L3 allele encoded receptors, except for KIR2DL2*001+ who more inhibited 456 

KIR2DL2/L3 NK cell degranulation compared to KIR2DL2*008+ donors (p<0.05, Fig. 11A, 457 

11B). Finally, as we already reported 9, the 221-HLA-C*04:01 cell line strongly inhibit 458 

KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation for all of the six KIR2DL2/L3 allele encoded receptors 459 

studied reinforcing that the HLA-C*04:01 molecule classified as C2+ behaves as a C1+ ligand 460 

(Fig. 11A, B).  461 

Taken together, these results suggest that the recognition of HLA-Cw molecules by 462 

KIR2DL1 and KIR2DL2/L3 receptors is impacted by both the nature of KIR2DL and HLA-C 463 

allele polymorphism.  464 

  465 
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DISCUSSION  466 

 467 

In this study, we evaluated the impact of KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism on 468 

KIR2DL+ NK cell functional repertoire. For a genetic view, fifty-nine KIR2DL1, thirty one 469 

KIR2DL2 and fifty-nine KIR2DL3 alleles have been described worldwide up to now. Here, we 470 

reported for the first time the KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism on a panel of French 471 

healthy blood donors using a high resolutive NGS.KIR technology we developed 20. In our 472 

cohort, this KIR2DL allelic polymorphism was limited with only five KIR2DL1, eleven 473 

KIR2DL2/L3 alleles encountered. Of note, as previously described 20, initially long range KIR 474 

PCR were performed to amplify all coding and non-coding regions of each KIR gene including 475 

introns and regulatory regions. Since Profiler software permits KIR allele assignment until the 476 

last 7th digit, only the 3rd ones were considered in this study corresponding to the potential 477 

KIR2DL1/L2/L3 expressed receptor. KIR2DL1/L2/L3 allele diversity observed in our cohort 478 

was concordant with previous studies conducted in a Northern Ireland population with six 479 

KIR2DL1 (*001, *002, *003, *004, *007 and *008) 32, two KIR2DL2 (*001 and *003) 33, and 480 

three KIR2DL3 (*001, *002 and *005) 34 alleles identified using specific PCR-SSOP so a lesser 481 

resolutive KIR allele typing method compared to NGS.  482 

In our French cohort, KIR2DL1*003 was predominant (59%) followed by 483 

KIR2DL1*002 (17%) and KIR2DL1*004 (12%) alleles. These KIR2DL1 allele frequencies 484 

were concordant with those reported in a Northern Ireland population 32 33 34. Moreover, 485 

KIR2DL3*001 allele was predominant (31.6%) followed by KIR2DL3*002 (26.1%), 486 

KIR2DL2*001 (15%) and KIR2DL3*003 (11.6%) in our French population. Once again, same 487 

conclusive results were obtained in the Ireland population 32 33 34. Interestingly, assignment of 488 

KIR2DL1/L2/L3 alleles helps to refine KIR genotypes as we showed in particular that 489 

KIR2DL1*004 and *007 alleles were specifically linked to B+ KIR individuals. Overall, it 490 
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would be of interest, especially in the context of HSC unrelated donor registries, to investigate 491 

KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism in larger European and non-European cohorts to assess 492 

the extent of frequent vs rare KIR2DL1/L2/L3 alleles.  493 

Because of our expertise in deciphering KIR+ NK cell repertoire 35, 9, 25 and thanks to the 494 

anti-KIR2D mAbs we produced 22, the study of KIR2DL1/L2/L3 allele polymorphism was 495 

reinforced taking into account their phenotypic and functional impact on KIR2DL+ NK cell 496 

repertoire. As we previously reported for the KIR3DL1 gene 25, KIR2DL1 and KIR2DL2/3 497 

allelic variation have been shown to have a phenotypic impact on NK cells 36. In support with 498 

this study, our results confirmed a significant impact of KIR2DL1 alleles and to a lesser extent 499 

KIR2DL3 alleles on KIR2DL+ NK cell phenotype. In particular, the KIR2DL1*002 was 500 

associated with the highest frequency of KIR2DL1+ NK cells compared to the other KIR2DL1 501 

(*001, *003, *004, *007) alleles studied in our cohort (Fig. 4C) in contrast to Dunphy et al 36 502 

who reported the highest frequency for KIR2DL1*001+ NK cells. Although, Dunphy et al. 36 503 

used single-KIR specific mAbs, only homozygous donors for a particular KIR2DL1 allele were 504 

selected in their cohort probably underlying this difference. In agreement with Babor et al. 37 505 

and Dunphy et al. 36, we observed lower frequencies of KIR2DL1+ NK cells with 506 

KIR2DL1*004+ and KIR2DL1*007+ genotyped donors compared to other KIR2DL1 allotypes 507 

(Fig. 4C). Overall, the frequencies and the magnitude of KIR2DL1*003+, *004+, and *007+ NK 508 

cell subsets remained, however, concordant between our French and the Irish 36 cohorts. 509 

KIR2DL3 alleles had no impact on KIR2DL3+ NK cell phenotype when pooling both 510 

homozygous and heterozygous donors since no difference was observed between 511 

KIR2DL3*001, *002 and *005+ NK cell subsets (Fig. 6B). However, the impact of both 512 

KIR2DL3*001 and *002 alleles was underlined only comparing donors with one and two allele 513 

copies (Fig. 6A). Finally, one key advantage of linking KIR2DL allele polymorphism with 514 

KIR2DL+ NK cell phenotype was to better characterize the specificities of commercial and in 515 
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house anti-KIR2D mAbs 22 arguing that KIR2DL allele polymorphism should be included.   516 

Although KIR and HLA class I genes are located on different chromosomes, HLA class 517 

I environment modulates KIR+ NK cell phenotype although discordant results were reported. 518 

In particular, some studies showed that HLA class I environment plays a role on KIR+ NK cell 519 

phenotype 38, 13, 36 in contrast to others 39. KIR2DL+ NK cell phenotype could also be modulated 520 

by some viral infections as reported for KIR2DL1/L3 expression on NK cells which varies 521 

depending on the donor CMV status 40, 16. Surprisingly, we observed no statistical significance 522 

impact of both HLA-C environment and CMV status on KIR2DL1/L3+ NK cell frequencies 523 

probably linked to the sample size studied.   524 

Allelic variation of KIR2DL1 has been shown to have a functional impact on NK cells 525 

41, 24. In the current study, no significant difference in KIR2DL1+ NK cell degranulation was 526 

found between KIR2DL1 studied alleles (*001, *002, *003, *004) although a trend of a lower 527 

NK cell degranulation in KIR2DL1*001+ donors compared to KIR2DL1*002+, *003+ or 528 

*004+ donors due probably to the low sample size (Fig. 7B). Impact of KIR2DL1 allele 529 

polymorphism on KIR2DL1+ NK cell degranulation needs therefore to be further investigated 530 

on a larger cohort. 531 

Taking into account both KIR2DL and HLA-C allele polymorphism allowed us to refine 532 

the specificity of KIR2DL1/L2/L3 receptors toward HLA-Cw molecules 9. Indeed, some 533 

KIR/HLA-binding assay studies have shown different affinities and avidities for HLA-C 534 

ligands for different KIR2DL2/3 allotypes 42, 12. In this current study, inhibition of 535 

KIR2DL1/L3+ NK cell degranulation assays confirmed a hierarchy of HLA-Cw recognition by 536 

KIR2DL1 and KIR2DL2/3 allele encoded receptors. According to Bari et al.41, the presence of 537 

either an arginine (A) or a cysteine (C) at position 245 in the transmembrane domain of the 538 

KIR2DL1 receptor plays a critical role in the inhibition of KIR2DL1+ NK cell degranulation. 539 

Indeed, they reported that the inhibition of KIR+ NK cell degranulation was stronger with A245 540 
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compared to C245 KIR2DL1 allotypes. In our study, no significant difference in the level of 541 

inhibition of KIR2DL1+ NK cell degranulation against the 221 cell lines transfected with 542 

different HLA-Cw molecules was found between KIR2DL1*002+ and KIR2DL1*003+ donors 543 

since both having an A at position 245, except for KIR2DL1*002 which showed a lower 544 

inhibition against the 221-C*15:03 cell line (Fig. 9B). In addition, we observed a lower 545 

inhibition of KIR2DL1*002+ NK cell subset degranulation compared to KIR2DL1*003+ NK 546 

cells against the HLA-C*08:02 (C1)-221 cell line but the difference was not statistically 547 

significant.  548 

Based on the amino acid nature at the position 35 (E or Q) of KIR2DL2/3 receptors, the 549 

functionality of KIR2DL2/L3+ NK cells could be divided into three groups i.e EE, EQ and 550 

QQ43.  KIR2DL2/L3+ NK cells with an E35 were reported to inhibit NK cell degranulation 551 

stronger than KIR2DL2/L3+ NK cells with a Q35 against the HLA-C*07-221 cell line. In our 552 

study, no significant difference in the inhibition level of KIR2DL2/L3+ NK cell degranulation 553 

was found against the 221-HLA-C*07 target for all KIR2DL2/L3 allele encoded receptors 554 

tested due probably to the low sample size (Fig. 11). Functional data suggested an absence of 555 

recognition of HLA-C*08:02 (C1) allele encoded molecule by all KIR2DL2/L3 allele encoded 556 

receptors, except for the KIR2DL2*001 with an intermediate level of recognition. However, 557 

the HLA-C*04:01 (C2) encoded molecule was strongly recognized by all of the six KIR2DL2/3 558 

allele encoded receptors tested having either an E or a Q amino acid at the position 35. 559 

The initial classification of C1 and C2 KIR ligand groups depending on the amino acid 560 

specificity of the residue 80 of the HLA class I heavy chain 44 need to be refined to better 561 

underline the recognition specificities of KIR2DL1 and KIR2DL2/L3 receptors. In parallel, 562 

analysis of HLA-Cw level expression on targets needs to be investigated since this level of 563 

expression depends on HLA-C allele specificity or haplotype45, 46 and seems involved in the 564 

development and function of NK cells 47.  565 



148 
 

Overall, this deep KIR2DL repertoire investigation has to improve our fundamental 566 

knowledge on the impact of KIR allele polymorphism on the structuration and the function of 567 

KIR+ NK repertoire. A better knowledge of KIR/HLA class I interactions depending on both 568 

KIR and HLA class I allele polymorphism can help to refine the HSC donor selection based as 569 

illustrated for KIR2DL1 24 or KIR3DL1 48 alleles which impact on HSCT outcome. More 570 

broadly, these findings have also substantial implications to unravel the role of alloreactive 571 

KIR+ NK cells in T repleted haplo-identical HSCT 2, pregnancy disorders 49 or viral infections 572 

50.  573 
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Figure legends 750 

Figure 1: Diversity of KIR2DL1 alleles. A) Number of KIR2DL1 allele combinations 751 

encountered from 41 French blood donors. In grey are no found combinations. Bars illustrating 752 

KIR2DL1 allele distribution (%) in all donors (B, N=41), in homozygous (2 copies of the same 753 

allele, clear bars, N=25) vs heterozygous (1 copy, filled bars, N=16) donors (C) and in donors 754 

with either an AA (clear bars, N=19) or B+ (AB, BB, filled bars, N=22) KIR genotypes (D). E) 755 

Pie charts representing the frequencies of KIR2DL1 alleles in C1C1 (n=14), C1C2 (n=16) and 756 

C2C2 (n=11) donors. HLA-C environment was determined depending on HLA-Cw typing. 757 

KIR2DL1 alleles were assigned by Next-Generation-Sequencing technology using Profiler 758 

software as described in the Material and Method section. Specific colors were used to 759 

discriminate KIR2DL1*001, *002, *003, *004 and *007 alleles. 760 

Figure 2: Diversity of KIR2DL2/3 alleles. A) Number of KIR2DL2/3 allele combinations 761 

encountered from 90 blood donors. In grey are no found combinations. Bars illustrating 762 

KIR2DL2/3 allele distribution (%) in all donors (B, N=90), in homozygous (2 copies of the 763 

same allele, clear bars, N=22) vs heterozygous (1 copy, filled bars, N=68) donors (C) and in 764 

donors with either an AA (clear bars, N=39) or B+ (AB, BB, filled bars, N=51) KIR genotypes 765 

(D). KIR2DL2/3 alleles were assigned by Next-Generation-Sequencing technology using 766 

Profiler software as described in the Material and Method section. Specific colors were used to 767 

discriminate KIR2DL2*001, *003, *005, *008, *012, KIR2DL3*001, *002, *003, *005, *007 768 

and *015 alleles.  769 

Figure 3: Frequencies of KIR2DL1*003+ NK cells in KIR2DL3*003 homozygous donors. 770 

A) Density plots illustrating the overall cell targeting strategy used by multi-colour flow 771 

cytometry to phenotype KIR2DL1*003+ NK cells in KIR2DS1+ (right) and KIR2DS1- (left) 772 

genotyped and KIR2DL1*003 homozygous donors combining commercial anti-KIR2DL1/S1 773 
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(EB6) and anti-KIR2DL1 mAbs. Frequencies of KIR2DL1*003+ NK cells in C2- (clear circles, 774 

N=7) vs C2+ (filled circles, N=14) KIR2DL3*003+ homozygous donors (B), in 775 

KIR2DL3*003+ homozygous donors with either an AA (clear bars, N=12) or B+ (AB, BB 776 

filled bars, N=9) KIR genotypes (C) and in CMV- (clear bars, N=12) vs CMV+ (filled bars, 777 

N=7) donors (D). A specific color was used for the KIR2DL1*003+ NK cell subset. 778 

Figure 4: Frequencies of KIR2DL1 allele-encoded receptors on NK cells. A) Density plots 779 

illustrating the overall cell targeting strategy used by multi-color flow cytometry to target 780 

KIR2DL1 allele-encoded receptors encoded by different KIR2DL1 alleles in KIR2DS1- and 781 

KIR2DS1+ genotyped donors in combining commercial anti-KIR2DL1/S1 (EB6), anti-782 

KIR2DL1 and in-house anti-KIR2DL1/L2/L3/S2  (8C11) and anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2  783 

(1A6) (David et al. 2009) mAbs. Scatter plots showing the frequencies of 784 

KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cells depending on KIR2DL1 allele encoded receptors according 785 

to allele copy number (1 copy, filled circles, N=32; 2 copies, clear circles, N=22) (B) and 786 

adjusted to only one allele copy (C, N=54). In the latter case, the frequencies of KIR2DL1 allele 787 

encoded receptors on NK cells from homozygous donors was divided by two to bring it back 788 

to one to compare with heterozygous donors. Specific colors were used to discriminate 789 

KIR2DL1*001+, KIR2DL1*002+, KIR2DL1*003+, KIR2DL1*004+ and KIR2DL1*007+ NK 790 

cell subsets. Statistical differences in KIR2DL1+/L2/3/S1/S2- NK cell frequencies between 791 

donors having different KIR2DL1 allele products were analyzed using unpaired t-tests or one-792 

way ANOVA followed by Turkey’s multiple comparison test. *** p<0.001; **p< 0.05; * 793 

p<0.05.  794 

Figure 5: Cell targeting strategy to phenotype KIR2DL2/L3 allele-encoded receptors 795 

expressed on NK cells. A) Density plots illustrating the overall strategy used to target 796 

KIR2DL2/L3 allele encoded receptors on NK (CD3-CD56+) cells in three representative 797 

donors (KIR2DL2+/L3+/S2+, KIR2DL2+/L3+/S2+ and KIR2DL3+/L2-/S2-) by using a 798 
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combination of commercial anti-KIR2DL3, anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183) and in-house anti-799 

KIR2DL3/S2 (1F12) (David et al Immunol. 2009) mAbs. KIR2DL3+ NK cells are labelled in 800 

purple. Density plots illustrating the overall strategy used to sort KIR2DL3*005+ NK cell subset 801 

in KIR2DL2+/L3*005+/S2+ (B) or KIR2DL2-/L3*002,*005/S2- genotyped donors (C) by 802 

using a combination of commercial anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183), anti-KIR2DL1/S1 (EB6), 803 

anti-KIR2DL3 and in-house anti-KIR2DL3/S2 (1F12) (David et al Immunol. 2009) mAbs. NK 804 

cell subsets expressing only KIR2DL3*002, KIR2DL3*005 and co-expressing both 805 

KIR2DL3*002 and KIR2DL3*005 allele products are highlighted.  806 

Figure 6: Frequencies of KIR2DL3 allele encoded receptors on NK cells. KIR2DL3+ NK 807 

cell frequencies according to the number of KIR2DL3*001, *002, *005 copies (1 copy, filled 808 

circles, N=50; 2 copies, clear circles, N=16) (A) and adjusted to only one allele copy (B, N=66). 809 

In the latter case, the frequencies of KIR2DL3 allele encoded receptors on NK cells from 810 

homozygous donors was divided by two to bring it back to one to compare with heterozygous 811 

donors. C) Frequencies of KIR2DL3 allele encoded receptors on NK cells in C1C1 (N=32), 812 

C1C2 (N=18), C2C2 (N=9) donors and in CMV- (N=34) vs CMV+ (N=22) (D). Specific colors 813 

were used to discriminate KIR2DL3*001+, KIR2DL3*002+ and KIR2DL3*005+ NK cell 814 

subsets. Statistical differences in KIR2DL3+ NK cell frequencies between donors having 815 

different KIR2DL3 allele encoded receptors were analyzed using unpaired t-tests or one-way 816 

ANOVA followed by Turkey’s multiple comparison test. *** indicates p<0.0001 817 

Figure 7: Ex-vivo potential of KIR2DL1+ NK cell degranulation according to KIR2DL1 818 

allele encoded receptors.  A) Density plots illustrating the overall cell targeting strategy used 819 

by multicolor flow cytometry to identify KIR2DL1 allele encoded receptors on 820 

KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cells in KIR2DS1- and KIR2DS1+ genotyped donors in 821 

combining commercial anti-KIR2DL1/S1 (EB6), anti-KIR2DL1, anti-KIR2DL2/L3/S2 822 

(GL183), in-house anti-KIR2DL1/L2/L3/S2  (8C11) and anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2  (1A6) 823 
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(David et al. 2009) mAbs. B) Scatter plots showing ex-vivo potential of 824 

KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2- NK cell degranulation (CD107a+) according to KIR2DL1 allele 825 

expressed against the HLA class I negative 721.221 B-EBV cell line in an E:T ratio of 10:1 in 826 

C2+ donors (N=12). Specific colors were used to discriminate KIR2DL1*001+, 827 

KIR2DL1*002+, KIR2DL1*003+ and KIR2DL1*004+/L2/L3/S1/S2- NK cell subsets. 828 

Figure 8: Cell targeting strategy to investigate the inhibition of KIR2DL1+ NK cell 829 

degranulation according to KIR2DL1 allele encoded receptors. Density plots illustrating 830 

the overall strategy used by multicolor flow cytometry to target KIR2DL1 allele encoded 831 

receptors on KIR2DL1+/L2/L3/S1-/S2-/NKG2A- NK cells after in vitro amplification in 832 

KIR2DS1- and KIR2DS1+ genotyped donors in combining commercial anti-KIR2DL1/S1 833 

(EB6), anti-KIR2DL1, anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183), anti-NKG2A, in-house anti-834 

KIR2DL1/L2/L3/S2  (8C11) and anti-KIR2DL1/L2/L3/S1/S2  (1A6) (David et al. 2009) mAbs. 835 

Degranulation (CD107a+) of KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2/NKG2A- NK cell was evaluated against 836 

a panel of HLA-Cw transfected 721.221 B-EBV cell lines. 837 

Figure 9: Impact of KIR2DL1 allele polymorphism on the inhibition of KIR2DL1+ NK 838 

cell degranulation. A) Histograms represent the mean fluorescent intensity of HLA class I 839 

molecules expressed on different HLA-Cw transfected 721.221 EBV B cell cell lines (grey 840 

filled) compared to the HLA class I negative 721.221 EBV B cell line as a negative control. B) 841 

Bars represent the mean of CD107a+ KIR2DL1+/L2/L3/S1/S2/NKG2A- NK cell (%, ± SD) 842 

evaluated for 3 KIR2DL1*002+ and 9 KIR2DL1*003+ genotyped donors against a panel of 843 

C2+ (HLA-C*02:02, -C*04:01, -C*06:02, and -C*15:03) and C1+ (HLA-C*03:04, -C*07:01 844 

and -C*08:02) transfected 721.221 EBV B cell lines. To homogenize the data obtained from 845 

independent experiments, we present the data as the degranulation obtained with HLA-C 846 

transfected 721.221 cell lines relative to the degranulation obtained with the 721.221 cell line 847 

at an E:T ratio of 1:1.  848 
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Specific colors were used to discriminate KIR2DL1*002+ and 849 

KIR2DL1*003+/L2/L3/S1/S2/NKG2A- NK cell subsets. Statistical differences were analyzed 850 

using unpaired t-tests or one-way ANOVA followed by Turkey’s multiple comparison test. * 851 

p< 0.05. 852 

Figure 10: Cell targeting strategy to investigate the inhibition of KIR2DL2/3+ NK cell 853 

degranulation according to KIR2DL2/3 allele encoded receptors. A) Density plots 854 

illustrating the overall strategy used by multicolor flow cytometry to target KIR2DL2/L3 allele 855 

encoded receptors expressed on KIR2DL2/L3+/L1/S1/S2/NKG2A- NK cells after in vitro 856 

amplification in three representative donors in combining commercial anti-KIR2DL1/S1 857 

(EB6), anti-KIR2DL3, anti-KIR2DL2/L3/S2 (GL183), anti-NKG2A, and in-house anti-858 

KIR2DL3/S2 (1F12) (David et al. 2009) mAbs. Degranulation (CD107a+) of 859 

KIR2DL2/L3+/L1/S1/S2/NKG2A- NK cell subset was evaluated against a panel of HLA-Cw 860 

transfected 721.221 B-EBV cell lines as illustrated with the 721.221 EBV B cell line transfected 861 

with the HLA-C*03:04 allele encoded molecule. B) Density plots illustrating the overall 862 

strategy used by multicolor flow cytometry to target KIR2DL3*005 allele encoded receptor 863 

expressed on NK cells (CD3-CD56+) after in vitro amplification in one KIR2DL2-/L3*002, 864 

*005+/S2- genotyped donor in combining commercial anti-KIR2DL1/S1 (EB6), anti-NKG2A 865 

and in-house anti-KIR2DL3/S2 (1F12) (David et al. 2009) mAbs. Degranulation (CD107a+) 866 

of KIR2DL3*005+/L1/L2/S1/S2/NKG2A- NK cell subset was evaluated against a panel of 867 

HLA-Cw transfected 721.221 B-EBV cell lines as illustrated with the 721.221 EBV B cell line 868 

transfected with the HLA-C*03:04 allele encoded molecule. 869 

Figure 11: Impact of KIR2DL2/L3 allele polymorphism on the inhibition of KIR2DL2/3+ 870 

NK cell degranulation. A) Bars represent the mean of CD107a+KIR2DL2+ 871 

/L1/S1/S2/NKG2A- NK cells (%, ± SD) and CD107a+ KIR2DL3+ /L1/S1/S2/NKG2A- NK cells 872 

(%, ± SD) evaluated for 18 donors against a panel of C1+ (HLA-C*03:04, -C*07:01 and -873 
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C*08:02) and C2+ (HLA-C*02:02, -C*04:01, -C*06:02, and -C*15:03) transfected 721.221 874 

EBV B cell lines. To homogenize the data obtained from three independent experiments, we 875 

present the data as the degranulation obtained with HLA-C transfected 221 cells relative to the 876 

degranulation obtained with the 721.221 B cell lines at an E:T ratio of 2:1. B) Scatter plots 877 

represent the frequency of CD107a+ KIR2DL2/3+/L1/S1/S2/NKG2A- NK cell evaluated for 18 878 

donors against a panel of C1+ (HLA-C*03:04, -C*07:01 and -C*08:02) and C2+ (HLA-879 

C*02:02, -C*04:01, -C*06:02, and -C*15:03) transfected 721.221 EBV B cell lines. Specific 880 

colors were used to discriminate KIR2DL2*001+, KIR2DL2*003+, KIR2DL2*008+, 881 

KIR2DL3*001+, KIR2DL3*002+ and KIR2DL3*005+ NK cell subsets. Statistical differences 882 

were analyzed using unpaired t-tests or one-way ANOVA followed by Turkey’s multiple 883 

comparison test.** p < 0.05. 884 

Figure S1: KIR2DL2/3 allele distribution according to HLA-C environment. Pie charts 885 

representing the frequencies of KIR2DL2/3 alleles in C1C1 (N=39), C1C2 (N=31) and C2C2 886 

(N=20) donors. HLA-C environment was determined depending on HLA-Cw typing. 887 

KIR2DL2/3 alleles were assigned by Next-Generation-Sequencing technology using Profiler 888 

software as described in the Material and Method section. Specific colors were used to 889 

discriminate KIR2DL2*001, *003, *005, *008, *012, KIR2DL3*001, *002, *003, *005, *007 890 

and *015 alleles.  891 
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Dans ce projet de thèse, nous avons pu développer une approche NGS appliquée à 

l’étude du polymorphisme des allèles KIR. Contrairement au séquençage de l’exome, cette 

approche robuste et spécifique du locus KIR permet d’étudier le polymorphisme des allèles 

KIR sur l’ensemble du gène (régions codantes et non codantes) (Kidd et al., 2014). Pour valider 

cette méthode de typage NGS KIR, nous avons utilisé un panel d’ADN de références du 10ème 

Workshop International HLA et Immunogénétique http://www.ihwg.org/ généralement 

disponible à tous les chercheurs. Nos résultats ont montré une précision de typage de 100% 

pour tous les gènes KIR présents dans chaque échantillon d’ADN testé. Sur les 30 ADNs de 

référence testés, cette technique a permis d’identifier 422 allèles KIR sur les 233 allèles KIR 

connus dans la base des données IPD-KIR https://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/kir/get_all.cgi. La 

connaissance de ces allèles KIR pourrait apporter une contribution dans la mise à jour des 

allèles manquants de ces 30 ADNs workshop dans la base des données IPD-KIR. Par exemple, 

le nombre d’allèles KIR3DL3 connus dans la base des données IPD-KIR sur ces 30 ADNs de 

référence testés était de 5 sur les 60 identifiés dans notre étude. L’ensemble des résultats obtenus 

avec notre approche NGS KIR, démontre la capacité de la méthode à détecter toutes les 

variations alléliques des gènes KIR de la région 5’-UTR à la région 3’-UTR. Dans la mise en 

place de cette méthode NGS, nous avons utilisé la technologie NGS d’Illumina pour sa capacité 

à générer moins d’erreurs (< 0,4%) pendant le séquençage comparée aux autres plateformes 

technologiques NGS (Ion Torrent 1.78% et 13% pour Pacific Biosciences) (Quail et al., 2012).  

L’utilisation des combinaisons d’anticorps anti-KIR développés dans notre laboratoire, 

spécifique de certains produits d’allèles KIR, permet de confirmer les résultats alléliques KIR 

obtenus par NGS. Dans ce projet, nous avons mis en évidence des nouveaux allèles KIR sur le 

panel des donneurs de sang de l’EFS. Ces nouveaux allèles diffèrent de ceux connus au niveau 

des introns. Ils doivent être validés en utilisant un deuxième logiciel d’analyse.  

http://www.ihwg.org/
https://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/kir/get_all.cgi
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Pour une application en routine, une technologie NGS.KIR à partir des ADNc pour 

cibler uniquement les exons pourrait être développée, ce qui faciliterait les amplifications et les 

analyses sur le logiciel Profiler. Cette méthode technologique pourrait être appliquée à l’étude 

de la diversité des allèles KIR dans les études de génétique des populations (Frassati et al., 

2006), d’association d’allèles KIR aux infections virales (Boudreau et al., 2016) et à la 

grossesse (Hiby et al., 2010). La caractérisation des allèles de tous les gènes KIR doit être 

étendue sur un panel de 200 donneurs de sang permettant d’affiner les haplotypes KIR. La 

connaissance d’allèles KIR sur diverses populations pourrait permettre mieux affiner les 

haplotypes et connaître la fréquence des allèles KIR au sein de la population. De plus, elle 

pourrait permettre d’identifier leur origine, leur évolution, les relations qui existent entre 

différents allèles KIR, comme connu pour certains allèles KIR3DL1 (Thomas et al., 2008). Elle 

pourrait aussi permettre de mettre en place une carte, sur la distribution géographique des allèles 

KIR à travers le monde. Ce qui pourrait par exemple, aider dans la sélection des donneurs en 

greffes de CSH.  

Des études ont montré l’association des génotypes KIR AA maternel et HLA-C2C2 

fœtal sur le risque de fausse couche et de prééclampsie (Esplin et al., 2001), (Hiby et al., 2004), 

(Alecsandru et al., 2014). Le gène KIR2DL1 est l’unique gène polymorphe de l’haplotype A 

dont le récepteur est capable d’interagir fortement avec les molécules HLA-Cw d’épitope C2, 

ce qui empêche l’invasion du trophoblaste en l’absence d’un signal d’activation (Hiby et al., 

2004). Le gène KIR2DL1 étant polymorphe au niveau allélique avec un impact fonctionnel, 

l’application de cette approche NGS de typage KIR pourrait permettre d’identifier les 

combinaisons d’allèles KIR2DL1/HLA-C2 ainsi que d’autres combinaisons impliquées dans 

certains troubles obstétricaux, tels que la prééclampsie et les fausses couches récurrentes. Une 

étude a récemment montré que les allèles inhibiteurs KIR2DL1*001, KIR2DL1*002 et 

KIR2DL1*003 confèrent un gros risque de prééclampsie lorsque le gène activateur KIR2DS1 



178 

 

est absent (Huhn et al., 2018). La connaissance des allèles KIR2DL1 impliquées dans les 

fausses couches spontanées, pourrait aider dans la sélection des donneurs de spermes et 

d’ovocytes pour les fécondations in vitro en prenant en compte l’environnement HLA-C de la 

patiente et du donneur. Des études ont montré que les gènes KIR maternels KIR2DL2, 

KIR2DL5, KIR2DS5 et KIR2DS2 sont associés à une diminution de la transmission du VIH-1 

de la mère au fœtus (Omosun et al., 2018). L’application du NGS aux infections virales pourrait 

permettre d’identifier les allèles KIR impliqués dans la réduction de cette transmission et dans 

la diminution de la charge virale chez les patients chroniquement infectés par le VIH ayant les 

combinaisons KIR2DL2/S2 et HLA-C*12:02 ou KIR2DL2/S2 et HLA-C*14 :02 (Lin et al., 

2016). Elle pourrait aussi permettre d’identifier des combinaisons d’allèles KIR/HLA classe I 

protectrices contre une infection (virales ou bactériennes). 

Des études ont montré l’association de certains gènes KIR avec l’arthrite psoriasique, 

tels que les gènes KIR2DS1, KIR2DS2 et KIR2DL2 (Williams et al., 2005), (Chandran et al., 

2014). L’étude du polymorphisme des allèles KIR associés aux maladies autoimmunes, pourrait 

permettre l’identification des allèles KIR associés au développement de l’arthrite psoriasique 

et constituer un outil de diagnostic.  

Cette méthode NGS de typage des allèles KIR pourrait aussi être utilisée en routine pour 

typer les allèles KIR des donneurs en greffes haploidentiques de CSH. A ce niveau, plusieurs 

questions demeurent, telles que les différentes combinaisons alléliques KIR/HLA à considérer. 

Récemment, l’étude de Boudreau JE et collaborateurs ont montré en 2017 que les combinaisons 

alléliques KIR3DL1/HLA-B prédisant une faible ou une absence d’inhibition des cellules NK 

sont associées à une forte diminution de la rechute et de la mortalité post-greffe de CSH HLA 

9/10 ou 10/10 non apparentées T déplétées, chez les patients atteints d’une leucémie aigüe 

myéloïde (Boudreau et al., 2017). Dans une étude menée en 2013, Bari et collaborateurs ont 

montré que les patients atteints de LAM greffés avec les CSH de donneurs possédant des allèles 
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KIR2DL1 avec une arginine (R) en position 245 (KIR2DL1 fortement exprimé sur les cellules 

NK), ont une meilleure survie comparées à ceux ayant des allèles KIR2DL1 avec une cystéine 

(C) en position 245 (faiblement exprimé sur les cellules NK) (Bari et al., 2013). L’étude de Bari 

et collaborateurs, ont montré l’effet bénéfique des incompatibilités des allèles KIR2DL1/HLA-

C associées au polymorphisme allélique KIR2DL1 du donneur en greffes de CSH allogéniques. 

Cependant, dans cette étude plusieurs types de greffes de CSH (haploidentiques T déplétées ou 

non, HLA compatibles apparentées ou non) ont été évalués ensemble, ce qui ne permet pas de 

ressortir les résultats obtenus en greffes haploidentiques. L’environnement HLA du donneur 

n’a pas été pris en compte dans leurs analyses. Des études supplémentaires nécessitent d’être 

réalisées en greffes de CSH allogéniques, par exemple en greffe de CSH haploidentiques non 

T déplétées avec conditionnement d’intensité réduite, en considérant les incompatibilités 

alléliques KIR/HLA pour tous les gènes KIR fonctionnels. Bien avant, des études 

fondamentales nécessitent d’être complétées visant à évaluer l’impact phénotypique et 

fonctionnel du polymorphisme allélique de tous les gènes KIR fonctionnels vis-à-vis de 

différentes lignées cellulaires leucémiques, ce qui permettra de définir les meilleures 

combinaisons d’allèles KIR/HLA pour chaque gène KIR. Le développement d’anticorps 

spécifiques anti-HLA-Cw permettrait aussi de connaître le niveau d’expression des molécules 

HLA-Cw sur les cellules des patients, étant donné que ces molécules sont reconnues par les 

récepteurs KIR et que leur expression est allèle spécifique. Dans ce projet de thèse, nous avons 

observé une différence de fonction des cellules NK KIR2DL2/L3+ selon la nature de l’allèle 

KIR2DL2/3 et HLA-C. Des différences fonctionnelles des cellules NK KIR2DL2/L3+ ont été 

observées vis-à-vis de lignées B EBV transfectées avec les molécules HLA-Cw du même 

groupe (C1 ou C2) (Article N°3 en préparation).   

Dans notre laboratoire, nous avons montré que les incompatibilités KIR2DL (KIR2DL1 

et KIR2DL2/3) /HLA-C sont associées à une diminution significative de l’incidence de la 
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rechute chez les patients atteints de pathologies d’origines myéloïdes en greffes haploidentiques 

non T déplétées avec ajout de cyclophosphamide post-greffe (Article soumis, voir annexe). 

Cet effet bénéfique des incompatibilités KIR/HLA en greffes haploidentiques non T déplétées 

a aussi été démontrée dans d’autres études (Wanquet et al., 2018). Wanquet et al. ont montré 

chez 63 patients en non rémission, que les incompatibilités KIR ligand entre le donneur et le 

receveur sont associées à une diminution significative de l’incidence de la rechute sur 2 ans. 

Cependant, dans ces travaux, aucune précision n’est apportée sur les gènes KIR investigués 

(KIR2D ou KIR3D) et sur l’environnement HLA classe I des donneurs. Symons et 

collaborateurs ont montré dans une série de 86 patients après greffes haploidentiques non T 

déplétées avec ajout de cyclophosphamide que les incompatibilités des gènes KIR inhibiteurs 

entre donneurs et receveurs sont associées à une diminution de la rechute et à une amélioration 

de la survie des patients (Symons et al., 2010). Sauf quelques exceptions, la plupart des études 

investiguant l’effet des gènes KIR en greffes de CSH analysent uniquement le contenu en gènes 

KIR des donneurs ou des ligands HLA-B et HLA-C, mais non pas la présence d’allèles KIR 

(Cooley et al., 2010), (Mancusi et al., 2015). Le polymorphisme allélique touche tous les gènes 

KIR avec un potentiel impact fonctionnel sur l’alloréactivité des cellules NK. La connaissance 

de l’impact fonctionnel des allèles KIR en greffes de CSH, permettra de mieux affiner les 

critères de sélection des donneurs en greffe de CSH (Figure 14) pour favoriser l’alloréactivité 

des cellules NK comme suggéré par Alicata pour le gène KIR3DL1/S1 (Alicata et al., 2016). 

La fréquence des gènes KIR2DL1 et KIR2DL2/3 est respectivement de 97% et de 100% dans 

la population. Comme déjà décrit pour le gène KIR3DL1 en greffes de CSH HLA identique 

(Boudreau et al., 2017), ces critères de sélection pourraient être simplifiés en greffes de CSH 

haploidentiques, car plusieurs donneurs potentiels possibles, en se limitant par exemple sur 

certains gènes KIR inhibiteurs (KIR2DL1, KIR2DL2/3). Cependant, d’autres études doivent 

être effectuées pour connaître le niveau d’expression et la fonction des allèles KIR dans les 
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populations. Etant donné, la capacité intrinsèque des cellules NK à reconnaître et à cibler les 

cellules tumorales via leurs récepteurs natifs. La connaissance fonctionnelle, des allèles KIR 

pourrait par exemple permettre aux laboratoires de thérapies cellulaires, de développer les CAR 

au niveau des cellules NK des donneurs ayant des allèles KIR, dont la fonction est connue. 

L’infusion des cellules NK des donneurs ayant certains allèles KIR d’expressions et de 

fonctions connues pourrait peut-être améliorée le potentiel antileucémique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Proposition d’un arbre décisionnel pour la sélection des donneurs de CSH sur 

des bases alléliques KIR en greffes HLA haploidentiques. Sélection des donneurs de CSH suivant 

i) leur contenu en gènes KIR déterminés par génotypage et en allèles KIR2DL1/L2/L3 déterminés par NGS, ii) 

l’environnement HLA de classe I du donneur et iii) typages HLA-Cw du receveur déterminés par NGS. En rouge 

+++ : forte dégranulation des cellules NK KIR2DL+ du donneur selon les allèles KIR2DL1/L2/L3; rouge clair ++ : 

dégranulation intermédiaire des cellules NK KIR2DL+ du donneur selon les allèles KIR2DL1/L2/L3; gris + : faible 

dégranulation des cellules NK KIR2DL+ du donneur selon les allèles KIR2DL1/L2/L3 et Nulle : très faible 

dégranulation des cellules NK KIR2DL+ selon les allèles KIR2DL1/L2/L3 vis-à-vis des cellules cibles. Selon les 

allèles KIR2DL1/L2/L3 présents chez le donneur, une forte dégranulation des cellules NK KIR2DL+ sera 

recherchée en fonction des molécules HLA-Cw présentes chez le receveur. 
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Key points 

• Inhibitory KIR/HLA incompatibilities are significantly associated with more GvHD and 

less relapse after T replete PBSC RIC haplo-HSCT using PTCy. 

• More differentiated and activated NK cells are documented at the time of GvHD after T 

replete PBSC RIC haplo-HSCT using PTCy. 
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Abstract 

Little is known regarding the effect of KIR/HLA incompatibilities (inc) in the setting of T-replete 

haploidentical allogeneic hematopoietic stem cells transplantation (hHSCT) using post-transplant 

cyclophosphamide (PTCy). In this retrospective study, the impact of KIR/HLA inc on clinical 

outcomes was studied in a homogenous cohort of 51 consecutive patients receiving a T-cell replete 

hHSCT after a reduced-intensity conditioning using peripheral blood stem cells (PBSC) as source of 

graft and PTCy as graft versus host disease (GvHD) prophylaxis. Genetic KIR2DL/HLA inc were 

found to be significantly associated with more GvHD (81.2% vs 45.7%, p=0.01) and less relapse 

(6.2% vs 42.8%, p=0.008) in this context. In parallel, the NK cell repertoire reconstitution was 

examined by multiparameter flow cytometry in 34 of these 51 patients from day 0 to day100 post-

transplant. More differentiated and activated NK cells were documented at the time of GvHD (median 

day 29) compared to cases with no GvHD at day 30. A significant loss of KIR2DL3+ NK cells at day 

30 was observed in patients with inhibitory KIR/HLA inc, suggesting that responsive KIR NK cells 

are particularly targeted by the immunosuppressive PTCy treatment. Further investigations are needed 

from a larger cohort with an identical clinical approach to consolidate these results and to identify the 

NK cell subsets that may be beneficial for the graft versus leukemia effect observed. Because many 

haploidentical donors can be identified in a family, the prediction of KIR NK cell alloreactivity could 

be of crucial importance for donor selection and patient outcome. 
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Introduction 

Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT) constitutes a potential curative 

treatment for many hematologic malignancies. In the absence of matched sibling donor, one 

of the most important difficulties linked to this therapy is to find a suitable 10/10 unrelated 

HLA-identical donor, due to the broad polymorphism of histocompatibility genes. Thus, in 

this context, an HLA-haploidentical family donor is the easiest candidate to identify and can 

be promptly available among parents, offspring and non-identical siblings. However, the 

major limitation of this transplant modality has traditionally been the high risk of graft failure 

and of severe acute Graft versus Host Disease (GvHD) due to alloreactive donor T-cells 

recognizing the mismatched recipient’s HLA haplotype1. In the 90’s, complete T-cell 

depletion by in vitro CD34+ selection of the graft was proved to be effective for preventing 

GvHD2. However, this came at the price of an unacceptably high incidence of relapses. 

Moreover, T-cell depletion led to a profound and prolonged post-transplant 

immunodeficiency and a high mortality due to infections3. It was also in this context of T-cell 

depleted haploidentical HSCT that Ruggeri et al. showed for the first time the benefit, in 

terms of less relapses, of Natural Killer (NK) cell alloreactivity4. The Killer cell 

Immunoglobulin-like Receptors (KIR) are mainly expressed on NK cells. These receptors are 

specific for given HLA allotypes and this recognition regulates the cytotoxic activity of NK 

cell. Failure to establish the KIR/HLA link provides NK cells with the ability to destroy 

damaged or allogeneic nucleated cells5. Thus, KIR/HLA incompatibilities (inc.) can 

contribute to the so-called Graft versus Leukemia (GvL) effect, reducing the risk of relapse 

after HSCT5, 6. 

Since a few years, transplant physicians have been performing successful HSCT from 

haploidentical family donors, using high doses of post-transplant cyclophosphamide (PTCy), 

to eliminate in vivo donor effector T-cells liable to attack host tissues7. This approach is very 
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promising as it provides the opportunity to perform HSCT, when needed, for patients without 

a 10/10 HLA-identical donor8. 

However, many issues remain to be clarified, among which the impact of KIR/HLA inc in this 

particular setting. Only a few studies have reported such data, collected in very heterogeneous 

cohorts of patients9,10,11. Moreover, reconstitution of the NK repertoire remains largely 

unknown after haploidentical HSCT. 

Here, the impact of genetic KIR/HLA inc. was retrospectively analyzed on clinical outcomes 

in a homogeneous cohort of 51 donor/recipient pairs. HSCT was performed for all patients 

after reduced-intensity conditioning (RIC), with T-cell replete haploidentical peripheral blood 

stem cells (PBSC). PTCy was administered as GVHD prophylaxis. For 34 of these 

donor/recipient pairs, the reconstitution kinetics of the NK cell repertoire was thoroughly 

investigated post-transplant.  
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Methods 

Study population 

This prospective study was conducted between November 2013 and May 2017, and enrolled 

51 consecutive patients (males n=31, median age: 57 years [range: 29-70]) allografted in the 

Hematology Department of Nantes University Hospital. There was a majority of patients with 

myeloid diseases (n=31) and in complete remission at transplant (n=31). The disease risk 

index12 was low, intermediate and high in 8, 30 and 13 cases respectively. Nine patients had 

been previously allografted. A Baltimore conditioning regimen7 was applied for 25 patients 

(19 cases with lymphoid diseases, 1 myelofibrosis, 3 acute myeloid leukemias (AML), 1 

myelodysplastic syndrome (MDS) and 1 blastic plasmacytoid dendritic cells neoplasm). For 

the remaining 26 patients, conditioning was performed with a Clo-Baltimore regimen13, where 

fludarabine, part of the Baltimore regimen, is replaced by clofarabine. All these patients but 

one had a myeloid disease, the exception being one case of T-acute lymphoblastic leukemia. 

The source of graft was PBSC for all cases. As GVHD prophylaxis, and accorfing to the 

Baltimore regimen, all patients received PTCy 50 mg/kg/day on days +3 and +4, then 

cyclosporine A and mycophenolate mofetyl from day+5. Acute and chronic GVHD were 

classified according to standard criteria.14,15 All patients gave informed consent for collecting 

their own data from the PROMISE data base of the EBMT. In addition, declaration of the 

preparation and conservation of a biocollection (DC-2014-2340) had been submitted to the 

French Ministry of Research and had received agreement from IRB (2015- DC-1) in 2015 to 

study NK cell reconstitution after transplant. This biologic study was approved by the Ethic 

Review Board of the Nantes University Hospital and all 34 patients and 34 donors included 

provided informed consent. The outcomes of some patients have been already reported 

previously16. 
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Immunophenotypic analysis by flow cytometry 

The immunophenotype of NK cells was determined by 8-color multiparameter flow 

cytometry (MFS) for graft and patient samples using the following monoclonal antibodies 

(mAbs): anti-CD56-APC-Cy7 (HCD56), anti-CD3-BV510 (SK7, Sony Biotechnology, San 

Jose, CA), anti-CD57-FITC (HNK-1), anti-2B4-FITC (2-69), anti-NKp46 (9E2, BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France), anti-NKG2C-PE (134591, R&D Systems, 

Minneapolis, MN), anti-NKG2D-PerCP-Cy5.5 (1D11), anti-NKp44-PC7 (P44-8, Sony 

Biotechnology), anti-NKG2A-PC7 (Z199), anti-NKp30-PE (Z25), anti-KIR2DL2/3/2DS3 

(GL183), anti-KIR2DL1/2DS1 (EB6), anti-KIR2DS4 (FES172), anti-KIR3DL1/3DS1 (Z27, 

Beckman Coulter Immunotech, Marseilles, France) anti-DNAM-1-PerCP-Cy5.5 (11A8, 

Biolegend, San Diego, CA). MFC data were collected on a FACSCanto II instrument (BD 

Biosciences) and analyzed with FlowjoTM 10.2 software (LLC, Ashland, OR). 

 

KIR and HLA genotyping 

High-resolution typing for HLA-A, -B, and -C loci was carried out for all donor and recipient 

samples by Next-Generation-Sequencing (NGS) using Omixon Holotype HLA® (Omixon, 

Budapest, Hungary)17. Briefly, DNA samples were amplified for the 3 loci (HLA-A, HLA-B, 

and HLA-C) by long-range PCR. Amplicons were then cleaned with Exo-SAP® (Affymetrix, 

Santa Clara, CA), quantified with the Quantifluor® kit (Promega, Madison, WI), and 

normalized. Sequencing libraries were generated for each sample using the Omixon Holotype 

HLA Genotyping Kit®. Libraries from individual HLA amplicons were prepared by 

enzymatic fragmentation, end repair, adenylation, and ligation of indexed adaptors. The 

indexed libraries were pooled and concentrated with Ampure XP beads (Beckman Coulter, La 

Brea, CA) before fragment size selection using PippinPrep® (Sage Science, Beverly, MA). 
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The size-selected library pool was quantified by qPCR (Kapa Biosystems, Basel, 

Switzerland), adjusted to 2 nM, denatured and diluted for optimal cluster density before 

loading into a MiSeq reagent cartridge (Illumina, San Diego, CA). The reagent cartridge and 

flow cell were placed on the Illumina MiSeq for 2×250 bp paired-end sequencing. Samples 

were demultiplexed and the resulting FASTQ files were analyzed using Twin Omixon 

software (Omixon, Budapest, Hungary). Besides HLA class I typing, KIR generic typing was 

performed on all donor samples using a KIR multiplex PCR-SSP method as previously 

described18. The presence or absence of KIR2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 3DL1, 2DS1, 2DS2, 

2DS3, 2DS4/1D, 2DS5 and 3DS1 genes were assigned. Donor KIR genotypes were then 

determined following the presence or the absence of activating KIR. Thus, a KIR AA 

genotype was defined by the presence of only KIR2DS4 as activating KIR gene, and a KIR 

B+ genotype by the presence of several activating KIR genes19. KIR ligands such as C1, C2 

and Bw4 were defined based on allelic HLA class I typing. 

 

CD107a mobilization assay 

The cytolytic potential of NK cells was evaluated at the median time of 25 days (range: 20-

33) post-transplant for patients developing GvHD and on day 30 for patients without GvHD 

and at day 100. This was achieved by the CD107a mobilization assay after stimulation with 

the HLA class I deficient 721.221 (221) cell line, the acute leukemia H9 cell line and the 

acute myeloid KG1 cell line kindly provided by Dr N. Dulphy ((INSERM U1160, Paris, 

France). Briefly, NK cells were pre-incubated with CD107-BV421 antibody (H4A3; BD 

Biosciences), then incubated with 221 target cells for 5 hours at an effector: target (E: T) rtio 

of 1:1, together with brefeldin A (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO) at 10 μg/mL for the last 4 

hours to block secretion. The cells were surface-stained with the following mouse anti-human 
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mAbs: anti-KIR2DL1/S1-FITC (EB6), anti-KIR2DL2/3/2DS2-PE (GL183), anti-DNAM-1-

PerCP-Cy5.5 (11A8, Biolegend,), anti-NKG2A-PC7 (Z199), anti-KIR3DL1/3DS1 (Z27, 

Beckman Coulter Immunotech), CD56-APC-Cy7 (HCD56) and anti-CD3-BV510 (SK7, Sony 

Biotechnology). Degranulation (defined by CD107a positive expression) of NK cells was 

studied by MFC, using CD3 absence and CD56 expression to target NK cells (CD3- CD56+). 

All functional MFC data were collected on a FACSCanto II instrument (BD Biosciences), and 

analyzed with the FlowjoTM 10.2 software (LLC). 

 

Statistical analyses 

Overall survival (OS) was defined as the time from day 0 of allo-HSCT to death or last 

follow-up for survivors. Disease-free survival (DFS) was defined as time from day 0 of allo-

SCT to time without evidence of relapse or disease progression censored at the date of death 

or last follow-up. Relapse was defined as any event related to re-occurrence of the disease. 

Categorical data were analyzed by Chi-square test and univariate comparisons were 

performed by the Student's t-test. Comparisons of multiple groups were performed by one-

way ANOVA using the GraphPad Prism v6.0 software (San Diego, CA). P values <0.05 were 

considered statistically significant.  
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Results 

Clinical outcomes 

All patients engrafted. Twenty-nine (57%) and 8 (16%) patients developed grade 2-4 and 3-4 

acute GVHD, respectively, at a median time of 29 days (range: 17-121) post-transplant. Ten 

patients (20%) developed moderate or severe chronic GVHD. At last updating (April 2018) 

and with a median follow-up of 21 months (range: 3.3-53.9, one patient alive at 7 months was 

lost to follow-up afterwards) for alive patients, 16 (31%) have relapsed and 19 died. The 

causes of death were relapse in 11 cases, infection in 4, GVHD in 3 and dermatomyositis in 1. 

Two-year overall (OS) and disease-free (DFS) survivals for the whole cohort are 61.6.0% 

(95%CI: 49-76) and 50.3% (95%CI 38-66) respectively. 

Comparing Baltimore (n=25) vs Clo-Baltimore (n=26) sub-groups, no differences were 

observed in terms of grade 2-4 acute (64% vs 50%, p=0.46) or moderate /severe chronic (24% 

vs 15%, p=0.67) GVHD incidence, relapses (32% vs 31%, p=1) or deaths (36% vs 38%, p=1). 

Similarly, there was no difference in 2-year DFS (68.1% [95%CI: 48-95] vs 42.6% [95%CI: 

29-62], p=0.09) nor 2-year OS (74.4% [95%CI: 55-99] vs 56% [95%CI: 47-75], p=0.16). 

Patients with lymphoid or myeloid malignancies had also similar grade 2-4 acute (65% vs 

52%, p=0.51) or moderate/severe chronic (25% vs 16%, p=0.67) GVHD incidences, relapses 

(35% vs 29%, p=0.88), deaths (30% vs 42%, p=0.57), 2-year DFS (54.5% [95%CI: 36-81] vs 

45.4% [95%CI: 27-74], p=0.93) and OS (68.7% [95%CI: 50-93] vs 46.5% [95%CI: 28-75], 

p=0.31). However, patients developing grade 2-4 acute GVHD (n=29) had a lower incidence 

of relapse compared to other patients (21% vs 45%, p=0.059). As Baltimore vs Clo-Baltimore 

patients had similar outcomes (Figure 1A), they were pooled to study the impact of NK cells 

alloreactivity after transplant. 
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Inhibitory KIRD/HLA-CR inc. favors GVHD and protects against relapse in 

haploidentical RIC PBSC HSCT with PTCy 

The C1, C2 and Bw4 KIR ligands, defined from donor and recipient HLA typings are shown 

in Table 1. Inhibitory (inh) KIR/HLA inc. were defined by the presence of inhibitory KIR 

genes (KIR2DL1, KIR2DL2/3 and KIR3DL1) in the donor concomitantly with the absence of 

the respective cognate HLA ligands in the recipient. KIR2DL1D/C2-
R inc. was found in 10 

D/R pairs, KIR2DL2/3D/C1-
R inc. in 6 and KIR3DL1D/Bw4-

R inc. in another 6 (Table 1). 

Similarly, activating KIR/HLA inc. were defined by the presence of activating KIR genes 

(KIR2DS1 and KIR2DS2) in the donor concomitantly to the presence of the respective 

cognate HLA ligands in the recipient, absent in the donor. From the 51 D/R pairs, only two 

cases showed a KIR2DS1D/C2+
R inc. and another two a KIR2DS2D/C1+

R inc. Both subgroups 

of patients (Flu vs. Clo) presented a similar distribution of KIR/HLA inc. (Figure 1A). 

Characteristics of patients, donors and outcomes are displayed in Table 2 and Table 3 

according to the D/R pair distribution of inh KIR/HLA inc. 

There was a higher incidence of acute GVHD for patients with inh KIR/HLA inc. (n=22) 

compared to those without (n=29) at 72.7% vs 45% (p=0.08) while significantly less relapses 

were observed in the former group (13.6% vs 45%, p=0.03) (Figure 1C). Moreover, these 

patients have better 2-yearOS and DFS at 67.8% (95%CI: 50-90) vs. 37.6% (95%CI: 23-60; 

p=0.03) and 76.2% (95%CI: 60-96) vs. 51.2% (95%CI: 35-73, p=0.04) respectively).  

Focusing on specific KIR2DL (KIR2DL1 and KIR2DL2/3)/HLA-C inc. (n=16) it was 

observed that patients with those inc. presented a significantly higher incidence of acute 

GVHD (81.2% vs 45.7%, p=0.01) and again a significant lower incidence of relapse (6.2% vs 

42.8%, p=0.008) (Figure 1B), a better 2-year DFS (68.1% [95%CI: 48-95] vs 42.6% [95%CI: 

29-62], p=0.09) and a better 2-year OS (74.4% [95%CI: 55-99] vs 56% [95%CI: 41-75], 
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p=0.16). Chronic GVHD was not associated with inh KIR: HLA inc., relapse, DFS nor OS in 

this series. Of note, donor AA and B+ genotypes were not associated with GvHD nor relapse 

(data not shown).  

 

KIR2DL2/3+ and KIR3DL1+ NK cell recoveries at day 30 post-graft are inversely 

impacted by KIR/HLA incompatibilities.  

The kinetics of NK cell repertoire reconstitution was analyzed for 34 donor/patient pairs by 

immunophenotyping in MFC from day 0 to day 30, 3 times per week, then at day 60 and day 

90/100 post-transplant. Nineteen patients developed acute GVHD at a median time of 34 days 

(range: 21-119) post-transplant.  Proliferative NK cells in the graft were particularly targeted 

by the early administration of PTCy, as shown by the profound depletion in NK cells from 

day 5 to day 20, confirming previous data from our group16. Although GvHD, relapse or inh 

KIR/HLA inc. did not impact NK cell frequency during the first 30 days, the fludarabine-

based regimen was associated with higher NK cells recovery compared to the clofarabine-

based regimen at day 25 (p=0.0001) (Figure 2A). Because of the significant impact of genetic 

KIR/HLA inc. on GvHD and relapse, investigations were pursued focusing on 

KIR2DL2/3/2DS2+, KIR3DL1+ and KIR2DL1/S1+ NK cell subsets. Interestingly, only inh 

KIR/HLA inc. modulated KIR NK cell reconstitution after transplant (Figure 2B). Indeed, inh 

KIR/HLA inc. was associated with a significant decrease of KIR2DL2/3/2DS2+ NK cell 

recovery (p=0.004) but conversely fostered KIR3DL1+ NK cell recovery at day 30 (p=0.01). 

Neither inh KIR/HLA inc., type of conditioning, relapse nor GVHD had any impact on 

KIR2DL1/S1+ (Figure 2B) and KIR2DS4+ NK cell recoveries (data not shown).  
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Patients developing GvHD harbor more differentiated and activated NK cells.  

Different membrane markers inform about the differentiated and activated status of NK 

cells20. NKp46 is a marker of NK cells21,22 and 2B4 is a receptor corresponding to an 

activating marker at the early stage of NK cells differentiation. Conversely, it becomes an 

inhibitory receptor on differentiated NK cells23. Moreover, naïve NKG2A+ KIR- CD57- NK 

cells will acquire KIR and CD57 expression when they become differentiated NK cells and 

their activated status is marked by a higher frequency of NKG2A+ NK cells24 20. Expression of 

these markers was examined in MFC during reconstitution of the NK cell repertoire (Figure 

3A). In the grafts, NK cells displayed a differentiated phenotype and expressed essentially 

NKp46 and 2B4. In patients, between day 20 and day 30, NK cells were NKp46- and 2B4+, 

then lost progressively 2B4 expression to acquire NKp46 expression. At day 60, NK cells 

displayed a similar phenotype than that of grafted NK cells. Patients developing GVHD 

showed a differentiated profile of NK cells characterized by less frequent undifferentiated 

2B4+ NKp46- NK cells (p=0.04).  

Naïve NKG2A+ KIR- CD57- NK cells will acquire KIR and CD57 expression to become 

differentiated NK cells and their activated status is marked by a higher frequency of NKG2A+ 

NK cells24,20.  Thus, a significant increase of CD57+ (p=0.02) and NKG2A+ NK cell 

frequencies (p=0.01) was also observed at day 20 post-transplant in patients who developed 

GvHD (Figure 3B).  

The expression of different activating receptors such as DNAM-125, NKG2D26 27, NKp3028 

and NKp4429 30, potentially implicated in the graft versus leukemia effect induced by NK 

cells31, was also investigated during immune reconstitution after transplant. Around day 20 

and day 30, even though not statistically significant, NKG2D and DNAM-1 were more 
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expressed on NK cells in patients developing GvHD, highlighting an activated status of these 

NK cells (Figure 4A).  

Significant differences in expression were also observed for DNAM-1 at day 20 (p=0.02) and 

for NKG2D at day 25 (p=0.02) considering patients with or without KIR/HLA inc. 

Conversely, DNAM-1 expression was significantly lower at day 100 on NK cells from 

patients developing GvHD compared to controls (p=0.01). Interestingly, NKG2D expression 

but not that of DNAM-1 was significantly higher on NK cells at day 30 for patients who 

relapsed (p=0.03). No difference was observed for NKp30 and NKp44 expression considering 

the type of conditioning, GvHD, relapse or inh KIR/HLA inc. (data not shown).  

 

NK cells from patients developing GvHD have a lower ex vivo degranulation activity 

The degranulation potential of NK cells was assessed by testing ex vivo the spontaneous 

lysis32 exerted by patient NK cells collected around day 30 and day 100. The two patients who 

developed a late GvHD (day 112 and 122) were excluded from the functional study 

performed at day 30. Neither the type of conditioning, GvH occurrence, relapse and inh 

KIR/HLA inc. had any impact on NK cells degranulation at day 30 (Figure 5A). However, 

NK cells from patients developing GvHD displayed a significant lower degranulation rate 

compared those of patients without GvHD at day 100 (p=0.01) (Figures 5B).  

Similarly, at day 100 the degranulation potential of patient NK cells was investigated in the 

presence of the acute leukemia H9 cell line and the acute myeloid KG1 cell line, in order to 

evaluate their potential alloreactivity and anti-leukemia effect at this later point (Figure 5B). 

Lower degranulation of NK cells from patients with GvHD was observed in the presence of 

H9 cells (p=0.01) but not KG1 cells, which are basically less recognized by NK cells33 34. No 



15 

 

difference in terms of Gzm and perforin expression in recipient NK cells was observed at days 

30 and 100 between patients developing GvHD or not (data not shown).  
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Discussion 

Haploidentical HSCT have been increasingly used in recent years in patients with no suitable 

donors. Indeed, the PTCy administration following donor cells infusion is able to kill donor 

alloreactive T-cells without deteriorating the graft itself, allowing for a normal rate of 

engraftment and low incidence of severe acute or chronic GVHD35. These results are also 

currently associated with relatively good survivals, as reported here, which represents a new 

step and revolution in the long history of allogeneic HSCT. However, relapse remains a major 

concern in the setting of haploidentical HSCT. Because many haplodonors can be identified 

in the patient’s family and because of the HLA disparity between donors and recipients, the 

prediction of NK cell alloreactivity could be of crucial importance for patient outcome and 

donor selection. The results reported here show that, in the context of RIC PBSC 

haplotransplant using PTCy, genetic inh KIR/HLA inc. are associated with an improvement 

of the clinical outcome and particularly with a lower relapse incidence and better survivals for 

patients presenting this profile. KIR2DL/HLA-C inc. were observed to be more frequently 

associated with GVHD occurrence and lower relapse rates. Moreover, KIR2DL3+ and 

KIR3DL1+ NK cell recoveries at day 30 post-graft were inversely impacted by KIR/HLA inc., 

suggesting that inh KIR2DL/HLA-C inc. is the most beneficial and may improve patient 

outcome in terms of relapse and survival. Thus, it seems possible to propose a new model 

highlighting the impact of inh KIR/HLA inc. on GvHD and relapse after RIC PBSC 

haplotransplant using PTCy (Figure 6). 

So far, data regarding the impact of alloreactive NK cells after T-replete haploidentical 

transplantation are very scarce9,10,11,36. Using high doses of antithymoglobulin instead of 

PTCy as GVHD prophylaxis, Huang and co-workers have shown a deleterious effect of KIR 

ligand incompatibility on clinical outcomes after haploidentical HSCT as more acute GVHD 
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and relapse and inferior survival were observed in association with this profile36. However, 

the authors suggested that the large dose of T-cells contained in the graft and infused in 

patients may have affected NK cell function and KIR expression in vivo with the consequence 

of inhibiting the beneficial role of alloreactive NK cells in terms of GvL effect.  

Two previous studies have reported the impact of KIR/HLA inc. after haplotransplant using 

PTCy but with contradictory data9,10. Symons et al showed in a series of 86 patients, with 

bone marrow as source of graft, that inhibitory KIR gene mismatches between donor and 

recipient or KIR haplotype AA recipients from KIR Bx donors were associated with lower 

relapse and improved OS and EFS9. Conversely, a recent retrospective multicenter analysis, 

including 444 acute leukemia patients having received a T-cell replete haplotransplant with 

PTCy, using either bone marrow or PBSC as stem cell source, reported a deleterious impact 

of KIR ligand mismatches (defined according to HLA typing)10. Different points can explain 

these discordant results compared to ours. Indeed, donor KIR genotyping was not available in 

this series to analyze properly KIR/HLA inc. Also, in this missing self/KIR-ligand mismatch 

model, the presence of respective inhibitory KIR in the donor was assumed but not verified. 

This is problematic as KIR genes harbor a broad allelic polymorphism which leads to 

unexpressed membrane KIR as documented for KIR3DL137. In addition, bone marrow and 

PBSC were both considered here while we only included patients receiving PBSC. 

One of the major interest of our study was also that we were able to thoroughy study NK cell 

recovery. Inh KIR/HLA inc. were associated with a loss of KIR2DL3+ NK cells at day 30. 

Moreover, a significant proportion of patients with inh KIR/HLA inc. developed acute GVHD 

around day 30 with a more differentiated phenotype of NK cells. Thus, in accordance with the 

recent results of Russo et al.11, we observed that PTCy seems to eliminate early alloreactive 

KIR2DL NK cells for D/R pairs with genetic inh KIR/HLA inc. This was particularly 
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compelling for KIR2DL3+ NK cells. It has been shown that the high levels of serum IL-15 

observed early after HSCT are associated with a more differentiated status of NK cells in 

recipients developing GvHD11. It can be hypothesized that the alloreactive context promotes a 

strong activation of responsive NK cells that are subsequently targeted by the 

immunosuppressive Cy treatment. This activation appears to emphasize efficient anti-

leukemic responses. However, further investigations are needed to determine the nature of 

cell effectors directly engaged in the anti-leukemic responses. 

Immunophenotypic NK cells investigation throughout the kinetics of immune reconstitution 

in this series led us to highlight different statuses of NK cell differentiation based on NKp46 

and 2B4 expression as recently described by Roberto et al.38. At an early stage, immature NK 

cells are NKp46- 2B4+ and acquire progressively NKp46 around day 30, then lose 2B4 to 

finally co-express both markers around day 6 on infused NK cells. Patients developing 

GVHD harbored more differentiated NK cells (2B4-, NKp46+, CD57+ and NKG2A+) with a 

trend to express higher level of activating DNAM-1 and NKG2D receptors. Functionally, it 

can be suggested that the lower degranulation of NK cells observed ex vivo at day 100 from 

patients with GvHD can be explained by stronger in vivo activation of NK cells due to the 

high cell booster of the GvDH context. 

In conclusion, inh KIR/HLA inc. could be of crucial importance for donor selection and 

patient outcome after T-replete haplotransplant using PTCy. Also, further investigations are 

needed to identify the NK cell subsets that are beneficial for triggering the GvL effect in T-

repleted haploidentical HSCT using PTCy. 
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Table 2: Characteristics of patients

All patients N=51 inhKIR2D/HLA inc N=22 No inh KIR/HLA inc N=29 P  value

Gender: male 31 (61%) 16 (72.7%) 15 (51.7%)  0.12

Median age: years (range) 57 (29-70) 57.5 (33-70) 55 (29-70) 0.45

Disease

AML/MDS 18/9 9/1 9/8

ALL 4 2 2

HD 3 3 0

NHL 10 4 6

CLL 2 2

Meyelofibrosis 2 2

pDCs neoplasm 1 1

CML 1 1

Mycosis fungoides 1

Myeloid/lymphoid 31 (61%)/20 (39%) 12 (54.5%)/10 (45.5%) 19 (65.5%)/10 (34.5%) 0.56

Status at transplant 0.71

CR1/CR2/CR3 19/10/2 (61%) 8/4/1 (58%) 13/6/1 (66%)

PR1/PR2/PR3 4/2/4 (19.5%) 0/2/3 (22.7%) 4/0/1 (17.2%)

Active 10 (19.5%) 4 (6%) 6 (26%)

Disease risk index 0.23

Low 8 (16%) 4 (18.1%) 4 (13.8%)

Intermediate 30 (59%) 15 (68.2%) 15 (51.7%)

High 13 (25%) 3 (13.6%) 10 (34.5%)

Previous allograft 9 (18%) 5 (22.7%) 4 (13.8%) 0.47

Conditioning 0.4

Baltimore 25 (49%) 9 (44%) 16 (51%)

Clo-Baltimore 26 (51%) 13 (56%) 13 (49%)

Haplo-donors

Median age 42 (19-71) 42.5 (19-71) 41 (22-71) 0.95

Sister/brother 9/13 (43%) 5/4 (40.9%) 4/9 (44.8%) 0.84

Father/Mother 4/2 (12%) 2/1 (13.6%) 2/1 (10.3%)

Son/Daughter 14/5 (37%) 7/2 (40.9%) 7/3 (34.5%)

Nephew 4 (8%) 1 (4.5%) 3 (10.3%)

Donor/recipient CMV status 0.2

-/- 32 (63%) 12 (54.5%) 14 (48.27%)

-/+ 8 (15%) 4 (18.2%) 4 (13.8%)

+/- 6 (12%) 5 (22.7%) 1 (3.4%)

+/+ 5 (10%) 1 (4.52%) 4 (13.8%)

ABO compatibility

Compatibility 34 (66%) 13 (59.1%) 21 (72.4%)

Minor inc 11(22%) 6 (27.3%) 5 (17.2%)

Major inc 6 (12%) 3 (13.6%) 3 (10.3%)

Donor KIR genotype 0.01

AA 17 (33%) 10 (45,4%) 7 (24.1%)

AB 31 (61%) 9 (40.9%) 22 (75.8%)

BB 3 (6%) 3 (13.6%) 0

Graft composition

Median CD34+ cells: 10*6/kg 7.88 (2.88-14.16) 7.79  (3.91-14.16) 7.89 (2.88-12.11) 0.86

Median CD3+ T cells: 10*7/kg 24.27 (7.71-66.75) 24.27 (7.71-31.8)   22.87 (13.14-66.75) 0.13

Median CD45+ cells: 10*8/kg 8.76 (4.64-25.36) 8.15 (5.04-16.06)  9.07 (4.64-25.36) 0.33

Abbreviations: AML: acute myeloid leukemia; MDS: myelodysplastic syndrome; ALL: acute lymphoblastic leukemia; HD: Hodgkin disease;

NHL: non-Hodgkin lymphoma; CLL: chronic lymphocytic leukemia; pDCs: plasmacytoid dendritic cells; CML: chronic myeloid leukemia;

CR: complete remission; PR: partial remission; CMV: cytomegalovirus; inc: incompatibility.  
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Figure legends 

Figure 1: Factors influencing graft outcome. (A) Comparison of groups of patients treated 

with clofarabine (n=26) or fludarabine (n=25) according to GvHD, relapse occurrence and 

KIR/HLA inc. (B) Comparison of groups of patients with (n=16) or without KIR2DL/HLA 

inc (n=35) and (C) with (n=22) or without KIR2DL/HLA inc (n=29) according to GvHD and 

relapse occurrence, * and ** indicates respectively P<0.05 and P>0.01, Student’s t test.  

Figure 2: Reconstitution of KIR NK cell repertoire. (A) NK cell (n=34) and (B) 

KIR2DL2/3/2DS3+ (n=34), KIR3DL1+ (n=27) and KIR2DL1/S1+ (n=27) NK cell frequencies 

determined by flow cytometry from graft and recipients following the post transplantation 

kinetic (days 5, 20, 25, 30, 60 and 100) according to clofarabine versus fludarabine treatment, 

GvHD, relapse occurrence and KIR/HLA inc. *, ** and **** indicate respectively P<0.05, 

P<0.01 and P<0.0001, Student’s t test. 

Figure 3: Differentiated status of NK cells from patients developing GvHD. (A) Both 

NKp46 and 2B4 NK cell receptors have been investigated during NK cell recovery by flow 

cytometry. Representative density plots illustrating different stages of NKp46/2B4 NK cell 

subset from graft to recipient at day 100 through days 19, 24, 26, 28, 32 and 60. (B) Immature 

2B4+ NKp46- NK cell subset frequencies and mature CD57+ and NKG2A+ NK cell subset 

frequencies were represented following the post transplantation kinetic (days 5, 20, 25, 30, 60 

and 100) according to clofarabine versus fludarabine treatment, GvHD, relapse occurrence 

and KIR/HLA inc. * indicates P<0.05, Student’s t test. 

Figure 4: High expression of activating DNAM-1 and NKG2D receptors around GvHD 

time point. (A) The Mean Fluorescent Intensity (MFI) of DNAM-1 and NKG2D expressed 

on all NK cells were represented following the post transplantation kinetic (days 5, 20, 25, 30, 
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60 and 100) according to clofarabine versus fludarabine treatment, GvHD, relapse occurrence 

and KIR/HLA inc. * indicates respectively P<0.05, Student’s t test. 

Figure 5: Lower ex vivo degranulation of NK cells from patients developing GvHD. (A) 

The degranulation of recipient NK cells at day 30 (n=27) was assessed against HLA class I 

deficient 221 cells and compared according to clofarabine versus fludarabine treatment, 

GvHD, relapse occurrence and KIR/HLA inc. (B) The degranulation of recipient NK cells at 

day 100 (n=18) was assessed against HLA class I deficient 221 cells, lymphoid acute 

leukemia H9 cell line and myeloid acute leukemia KG1 cell line and compared according to 

clofarabine versus fludarabine treatment, GvHD, relapse occurrence and KIR/HLA inc. * 

indicates P<0.05, Student’s t test. (D). 

Figure 6: Scheme illustrating the impact of KIR/HLA inc. on GvHD and relapse. 

KIR/HLA inc promote activation and proliferation of alloreactive NK cells with are quickly 

targeted by PTCy. This activated context seems to promote the differentiation and activation 

of NK cells associated with GvHD and limiting relapse. In parallel, in absence of KIR/HLA 

inc, quiescent KIR NK cells are not eliminated by PTCy and are not efficient to limit relapse. 
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Résumé :  Les cellules Natural Killer (NK) 
jouent un rôle important en greffes de CSH par 
leur rôle antileucémique. Les fonctions 
cytotoxiques des cellules NK sont gouvernées 
principalement par les récepteurs KIR 
spécifiques des molécules HLA de classe I. 
Ces récepteurs inhibiteurs ou activateurs sont 
codés par 15 gènes KIR connus pour être 
polymorphes au niveau allélique. Ce 
polymorphisme allélique peut affecter le 
phénotype et la fonction des cellules NK mais 
reste difficile à évaluer. Dans ce projet, nous 
avons développé une approche de 
séquençage-nouvelle-génération (NGS) pour 
déterminer les allèles de tous les gènes KIR de 
donneurs de sang. Les résultats ont montré la 
fiabilité de notre approche NGS.KIR pour le 
typage allélique KIR. Le polymorphisme des 
allèles KIR2DL1/2/3 a été mis en lien avec le 
phénotype et la fonction des cellules NK. Nos 
résultats montrent une diversité limitée 
d’allèles KIR2DL1, KIR2DL2/L3 qui impactent 
sur le phénotype et la fonction des sous-
populations NK KIR2DL+. Le polymorphisme 
des allèles KIR2DL1/2/3 module également les 
interactions des récepteurs KIR 
correspondants avec les molécules HLA-Cw. 
Ce projet de Thèse contribue à une meilleure 
connaissance de l’impact du polymorphisme 
allélique KIR sur la structuration et fonction du 
répertoire des cellules NK KIR+. Ces données 
permettront d’affiner la sélection des donneurs 
de greffes de CSH haplo-identiques non T 
déplétées pour mieux évaluer le rôle de 
l’alloréactivité des cellules NK KIR+ sur l’effet 
antileucémique. La connaissance des allèles 
KIR peut aussi constituer un outil diagnostic 
dans certaines infections virales, associations 
KIR-maladies ou pathologies liées à la 
grossesse. 
 
Mots clés : Cellules NK, récepteurs KIR,  
Polymorphisme allélique KIR, Séquençage    
Nouvelle Génération, Intéractions KIR/HLA 

Abstract: 
Natural Killer (NK) cells are large granular 
lymphocytes able to kill leukemic cells after 
Hematopoietic Stem Cell Transplantation 
(HSCT). Their cytotoxic functions are governed 
by many receptors, especially by the KIR 
receptors that recognize HLA class I 
molecules. These inhibitory (KIR2DL, KIR3DL) 
and activating (KIR2DS, KIR3DS) receptors 
are encoded by a family of 15 genes known to 
be polymorphic at allelic level. This allelic 
polymorphism may impact on NK cell 
phenotype and function, but remains difficult to 
evaluate by lack of appropriate methods. In 
this thesis project, we developed a Next-
Generation-Sequencing approach to 
investigate the KIR allele polymorphism in 
volunteer blood donors. The results showed 
the reliability of our NGS approach for KIR 
allele typing. Then, we correlated the 
KIR2DL1/2/3 allele polymorphism with the 
phenotype and function of KIR+ NK cells. We 
found a limited diversity of KIR2DL1 and 
KIR2DL2/3 alleles that impact the phenotype 
and function of KIR2DL+ NK cell subsets. This 
KIR2DL1/2/3 allele polymorphism modulates 
also the corresponding KIR-HLA-Cw 
interactions. At the fundamental level, this 
thesis project improves our knowledge on the 
impact of KIR allele polymorphism on the 
structuration and the function of KIR+ NK cell 
repertoire. Overall these data can help to refine 
the HSCT donor selection in the context of T 
replete haploidentical HSCT to unravel the role 
of alloreactive KIR+ NK cells mediating an 
antileukemic effect. More broadly, the 
knowledge of KIR alleles may also constitute a 
diagnostic tool in some viral infections, KIR 
associated diseases and pregnancy disorders.  
 

Keywords : NK cells, KIR receptors, KIR allele 
polymorphism, Next-Generation-Sequencing, 
KIR/HLA interactions 
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