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IKDC

Un nouveau costume
pour les cellules NK activées

Laure Coulombel, Armand Bensussan
>Notre systeme de défense immunitaire est extré-
mement sophistiqué... £t il est aisé de s’égarer
dans le dédale des multiples sous-populations
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d’une méme cellule permet d’établir un phéno-
type caractéristique d’une population cellulaire. . .
L . Parmi ces cellules « nulles », les cellules NK expri-
Mais il faut se méfier des apparences, et en o .
) ) o | ment NK1.1 (un alloantigéne absent chez certaines
I"absence de récepteurs indiscutables comme le souches de souris) et CD1lc, mais classiquement
TCR (T cell receptor) pour les lymphocytes T ou nexpriment pas les molécules CMH-II, et, chez la
le BCR (B cell receptor) pour les lymphocytes B, souris n’exercent pas de fonction de cellule présen-
classer une cellule dans telle ou telle population tatrice d’antigene. Elles agissent spontanément en
sur le seul phénotype peut étre hasardeux. Ceci éliminant les cellules infectées ou tumorales par
, . . cytotoxicité soit directe soit dépendante d’anticorps
d’autant que, pour compliquer le tout, le phéno- , )
N . o i et se comportent aussi comme de réels lymphocytes
type des effecteurs du systeme immunitaire varie . - . ,
régulateurs en sécrétant des cytokines comme I’IFNy
) -
selon qu’ils sont au repos ou activeés. < (interféron y) aprés activation.
Les cellules dendritiques (DC) se partagent en trois
BN @ e [ branches : (1) les cellules de Langerhans épidermiques
[4]; (2) les DC conventionnelles (¢DC), productrices
Cellules dendritiques et natural killer : d’interleukine-12 (IL-12) ; et (3) les DC plasmacytoi-
des phénotypes complexes des (pDC), qui doivent leur nom & leur ressemblance
morphologique avec les plasmocytes [3, 5]. Les pDC
La dissection du compartiment des cellules dites « nul-  sont rares, présentes dans la circulation et les organes
les », CD3°CD47CD8" c’est-a-dire dépourvues des molé-  lymphoides (rate, ganglions), et se distinguent par une
cules cardinales permettant de les classer comme lym-  tres importante sécrétion d’interféron de type | apres
phocyte T ou B, et qui comprend notamment les cellules  stimulation par ’ADN ou ’ARN viral, ce qui contribue
natural killer (NK) [1] et les cellules dendritiques (DC) & activer secondairement les NK et les DC convention-
[2, 3], se heurte a plusieurs difficultés : 'absence de nelles. €n revanche, contrairement a ces derniéres,
spécificité des marqueurs de surface utilisés pour les elles n’ont qu’une faible capacité de présentation et
définir, 'appréciation souvent arbitraire de I'intensité  d’apprétement de I’antigene. Il n’y a pas de marqueur
d’expression de ces marqueurs, la variabilité d’expres-  moléculaire caractéristique de ces populations cellu-
sion de certains marqueurs selon les souches de souris, laires (voir plus loin), et leur phénotype (incluant le
enfin, leur variabilité d’expression en fonction du degré  profil cytokinique) est encore incertain. Schématique-
d’activation ou de maturation cellulaire, imposant ment, chez la souris, les ¢cDC sont CD11¢**B220" et les
d’examiner les différents états fonctionnels des cellules  pDC sont CD11c*B220°Ly-6C'Ly-6G"CD11b™!. De plus,
dans une méme population et de confronter 'analyse : I
. N R X !Les pDC humaines sont CD4*CD45RA’IL 3Ro.(CD123)*CD11b°CD11c, alors que les
de multiples antigeénes a I’analyse fonctionnelle. pDC murines au repos n'expriment pas CD123.
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ces derniéres expriment Siglec H? et PDCA1, deux marqueurs carac-
téristiques. Lensemble des DC expriment les antigénes CMH de
classe Il, mais n’expriment pas NK1.1. NK et DC coopérent [6] : 'IFNy
sécrété par les NK stimule les DC, qui, a leur tour, contribuent a
Pactivation des NK, notamment via les IL-12 et -15. Cette derniére
cytokine est essentielle au développement des NK [1], mais aussi via
les IFN de type I.

Une des difficultés de cette caractérisation phénotypique vient
de ce que la majorité de ces marqueurs sont communs a plusieurs
populations lymphoides ou myéloides: CD11lc (une chafne o des
intégrines) qui est exprimée en association avec (D18 (chafne
B2 des intégrines), est portée par les macrophages, les NK et les
polynucléaires ; CD11b (une autre chaine o des intégrines), tou-
jours associée a CD18, est présente a la surface des ¢DC, des NK,
et des cellules granulo-macrophagiques ; B220 (une isoforme de la
phosphatase membranaire CD45, CD45R) est exprimée par les pré-
curseurs B, les lymphocytes B, et les cellules NK matures, Ly-6C par
la majorité des cellules myéloides. Il est donc extrémement risqué
d’essayer de classer une cellule dans un compartiment ou un autre
sur I’analyse d’un petit nombre de marqueurs, et sans multiplier les
analyses simultanées associant plusieurs fluorochromes dans des
combinaisons différentes, qui sont aujourd’hui @ notre disposition

[7]1.
Identification des IKDC : une population hybride

NK et pDC peuvent donc étre distinguées chez la souris, phénoty-
piquement et surtout fonctionnellement: or, en 2006 deux articles
de Nature Medicine étonnent la communauté immunologique par
leur description d’une population de cellules « hybrides » exprimant
des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de NK et de
pDC d’ol leur nom d’IKDC (/FN-producing killer D, 1KDC) [8-10]. Les
stratégies expérimentales et les modeles (murins) utilisés par les
deux équipes sont différents: I’une cherchait a caractériser, dans
un modele murin de mélanome métastatique traité efficacement par
I’association thérapeutique Glivec®® + interleukine-2 (1L-2), le phé-
notype des effecteurs immunitaires tumoricides, car ceux-ci diffé-
raient de NK classiques [8, 9]. U'autre étude cherchait a caractériser
les interactions entre cellules NK et DC en analysant des populations
issues de la rate et de ganglions de souris naives C57BL/6 ou BalB/C
[10].

Les deux équipes ont isolé une population coexprimant CDllc* et
B220", suggérant son appartenance au compartiment DC. Mais, plu-
sieurs marqueurs caractéristiques, mais non exclusifs, de cellules
NK étaient également exprimés : NK1.1*, CD49b* (VLA-2), CD122 (la
chaine 3 du récepteur de I'lL-2 et de I’IL-15), et plusieurs récepteurs

?Siglec-H (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins) appartient a la famille des protéines de
surface ayant une structure de type immunoglobuline et reconnaissant les acides sialiques via un motif
présent dans le domaine Ig-like. Son intérét est que sa spécificité cellulaire DC persiste méme apres
activation.

¥ Glivec® ou Imatinib, inhibiteur de I’activité tyrosine-kinase de la protéine de fusion BCR-ABL caractéris-
tique des leucémies myéloides chroniques, également actif dans les GST (gastrointestinal stromal tumors)
associées a des mutations activatrices de c-kit.
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NK de types activateurs (dont NKG2D) et inhibiteurs.
Ces IKDC pouvaient exercer, selon I’environnement,
une fonction cytotoxique spontanée (fonction NK)
ou de cellule présentatrice d’antigéne (CPA) (fonc-
tion DC). Ainsi, elles tuaient des cellules tumorales
B6F10 [8] via TRAIL et via leur production d’IFNy, et
des cibles NK classiques [8, 10]. Dans les ganglions,
les IKDC exprimaient fortement les molécules CMH
de classe Il, CD86 et CD80 (molécules costimulatries
présentes sur les DC matures) en réponse & une acti-
vation par les ODN CpG* et il en était de méme pour les
IKDC présentes dans les tumeurs traitées par Glivec®
et IL-2. Ces cellules se comportaient comme de véri-
tables CPA capables d’activer et de faire proliférer
des lymphocytes T naifs, ce dont les cellules NK sont
classiquement incapables, chez la souris. Néanmoins,
la capture et la dégradation par les IKDC des antige-
nes utilisés par Chan et al. [10], ovalbumine entiére
in vitro ou Listeria monocytogenes in vivo étaient peu
documentées et semblaient peu convaincantes [11].
Quant a la synthese d’IFN de type | par les IKDC, sug-
gérée par les deux études, elle n’a pas été retrouvée
par d’autres [12].

Les IKDC représentaient la majorité des cellules
CD1llc* au sein des tumeurs [8], et 20 % de celles
de la rate chez les souris traitées, alors qu’elles ne
représentent que 2-10 % des CD11c*B220" de la rate
de souris naives.

Cette population a suscité curiosité et intérét, mais
aussi un certain scepticisme [11]. Plusieurs éléments
étaient troublants : (1) ’absence d’analyse simultanée
des multiples marqueurs décrits, et I’absence d’analyse
a I’échelon unicellulaire de ces cellules, que ce soit sur
un plan phénotypique ou fonctionnel, deux contraintes
que rendent indispensables la variabilité d’expression
des marqueurs et leur absence de spécificité, évoquées
ci-dessus ; (2) une sécrétion d’IFN de type | ; (3) la per-
sistance de cellules IKDC dans des souris Rag2™"il2ry™",
mais leur absence chez des souris il-2r37", ce qui était
surprenant puisque les récepteurs de I'IL-2 et de I’IL-15
partagent les deux chaines y et B et différent pour la
chaine a, et que, en I"absence de chaine 7y, ces deux
récepteurs ne sont pas fonctionnels.

Inclusion des IKDC
dans la famille des NK activées

Curieusement, le phénotype IKDC « hybride » décrit chez
la souris rappelait celui des cellules NK activées humai-

nes, qui expriment les CMH de classe Il et des molécules

* Les oligonucléotides CpG miment I’ADN bactérien, stimulant naturel de pDC.



costimulatrices présentes sur les DC matures, et peuvent
acquérir une fonction de CPA. Trois équipes indépendan-
tes, dont celles de J. Di Santo & IInstitut Pasteur [13] et
de M. Colonna [14], qui font autorité dans le domaine de
la biologie et de la différenciation des NK, ont approfondi
I"analyse de cette population hybride chez la souris,
et publient simultanément leurs résultats dans J éxp
Med [13-15] : toutes trois confirment I’existence d’une
sous-population distincte CD11c*B220"NK1.1" parmi les
cellules B220*CD11c* mais une analyse phénotypique et
fonctionnelle rigoureuse les incite a considérer ces IKDC
comme des cellules NK activées (Tableau 1).

Un premier argument est la sensibilité différente de
ces populations aux cytokines: le développement des
IKDC et des cellules NK, mais pas celui des cellules pDC,

requiert une voie de signalisation IL-15 intacte. De tres rares cellules
NK1.1* (<1% des B220*CD11c*NK1.1*) sont détectables dans les souris
rag2”"il2ry”", ou rag2”"il-2r~~ (la détection d’IKDC dans les souris
rag2”" il2ry”", de I'étude initiale restant inexpliquée [8]), elles sont
absentes dans les souris /L-157", alors que les populations pDC ne sont
pas affectées [13]. Au contraire, "absence de FIt3-L prévient le déve-
loppement des pDC et DC et affecte peu celui des IKDC ou des NK [14].
Les analyses in vitro confirment que I'gjout de FIt3-L ou de GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (cytokines DC)
aux cultures accroit sélectivement le compartiment des pDC, alors que
les IKDC répondent a I’lL-15 et I’IL-18, comme le font les NK [15]. La
production d’IKDC requiert I'inhibiteur transcriptionnel Id2, indispen-
sable au développement NK [14], le géne NK-spécifique Ncr-1 (codant
pour NKp46) [13], mais ni PU.1, ni Spi-B, une situation inverse de celle
qui prévaut pour les DC et pDC [15].

La dissection de la hiérarchie héma-

Marqueur eDC  pDC IKDC NK topoiétique est un autre domaine tres
mouvant, soumis aux mémes contrain-
Propriétés fonctionnelles tes techniques que celle des sous-
Cytotoxicité directe 0 0 . . populations d’effecteurs immuns, et
plusieurs scénarios d’émergence des
CPA " + (ganglion) (3 populations de NK [1, 18] et pDC, et
0 (rate) (+ chez ’homme) plus récemment IKDC, ont été proposés
St o [ -0 . .9 -0 [5, 16]. Les travaux de J. Di Santo ont
montré que les NK émergent dans le
Sécrétion IFNy ~0 0 ++ ++ thymus via la différenciation de progé-
Sécrétion IL-12 o . . 0 niteurs ELP (early lymphotd‘progenltor)
et dans la moelle osseuse via les cellu-
Sensibilité aux cytokines les souches hématopoiétiques (CSH) ;
IL-15 0 0 . » onl scu.t encore peu d.e .choses sur le
mécanisme de la restriction de ces CSH
FLT-3L * + 0 0 en progéniteurs NK restreints (NKP), qui
t bien définis (notamment

o . . i ; s,on , eux, bien dé is (notamment par
Iexpression de CD122) [17, 18]. ¢DC et
Antigénes de surface pDC émanent de la différenciation de
multiples progéniteurs, myéloides (CMP,

D1le e 2 " . , :
common myeloid progenitor) et lym-
CD11b 5 0 5 4 phoides, exprimant le récepteur Flt3, et
120 ) un progéniteur DC (cDC + pDC) restreint
* * * a été décrit [3, 5]. Quant aux IKDC, leur
NK1.1 0 0 + + émergence se ferait précocement, au
moment de la ségrégation des lignées
b ! g * * lymphoides, et via un progéniteur qui
NKG2D 0 0 i 5 serait différent de celui des NK, mais
cette étude (unique) doit étre confir-

0 ,
CMH classe 1 + + * mée [16].

(ganglion > rate)

(+ chez I'homme) Un second argument rapprochant IKDC

Tableau I. Résumé des marqueurs utilisés chez la souris pour différencier DC, pDC, IKDC et cellules
NK. CPA: cellule présentatrice d’antigene ; IFN : interféron; ¢cDC: DC conventionnelles ; pDC: DC
plasmacytoides ; IKDC : interferon producing killer dendritic cells ; NK : natural killer ; CMH : com-

plexe majeur histocompatibilité ; GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating factor

(d’apres [8,10, 13-151).
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et NK vient d’une analyse détaillée de
I’hétérogénéité phénotypique et fonc-
tionnelle des populations NKI.1" ou
B220"CD11lc* de la rate et de la moelle
osseuse de souris normales par les
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équipes de ). Di Santo et M. Colonna [13, 14] (Tableau /). 1l est indis-
cutable qu’une fraction des cellules NK1.1°CD49b* dans la moelle
osseuse, la rate et le sang périphérique co-expriment aussi B220
et CD1lc, ainsi que CD27 et CD11b, mais la présence ou I"absence
de ces marqueurs ne discrimine pas des sous-populations aux pro-
priétés fonctionnelles différentes, méme si la fraction B220°CD11c’
sécréte plus d’IFNy et de TNFau [13, 14]. €n revanche, les IKDC
CD11c*B220*NK1.1" n’expriment aucun des marqueurs typiques de
pDC, Gr-1 ou siglec-H [14], et ne sécrétent pas d’IFN de type | [14].
Uexpression spontanée des CMH-II varie selon les organes, rare dans
larate (1-5 %), plus marquée dans les ganglions, mais reste faible et
rarement corrélée a celle de CD11c ou B220 [13, 14]. Une constante
en revanche est la possibilité d’induire un phénotype IKDC complet
et fort dans 30 %-50 % des cellules NK « conventionnelles » de la
rate, de la moelle osseuse ou des ganglions, en présence de stimulus
inflammatoires engageant les récepteurs TLR3 (ligand Poly : IC) ou
TLRY (ligand CpG oligonucléotides) [15]. L'IFNY ne joue aucun rdle
dans cette induction. L'inflammation associée au processus tumoral
explique probablement I’abondance de cette population IKDC dans
I’un des articles princeps [8]. Ces données, et I’expression connue de
CD1lc et de B220 sur les cellules NKT et les lymphocytes T CD8 acti-
vés, incitent a considérer ces marqueurs comme les stigmates d’une
activation cytokinique récente dans une cellule cytotoxique quelle
qu’elle soit, et le reflet d’une intense prolifération cellulaire [13].
Si phénotypiquement IKDC et pDC ont peu de marqueurs communs, la
fonction CPA des IKDC est elle aussi tres limitée, et reste trés inférieure
a celle de DC conventionnelles, et leur capacité a activer efficacement
des lymphocytes T naifs est tres faible. Il n’est pas exclu que dans
I"article de Chan et al., "activité CPA soit due a une contamination par
des DC CD49b* [10].

€n revanche, Iactivité lytique spontanée et apres activation des IKDC
est comparable a celle de cellules NK.

Conclusion

L'histoire des « IKDC» est tres instructive... Tout chercheur réve de
découvrir une « nouvelle » population, et les progres de la cytomé-
trie en flux et la multiplicité des marqueurs, offrent encore cette
possibilité de démasquer les ramifications des populations cellu-
laires. Mais la sophistication du systeme immunitaire, le partage
des marqueurs par les effecteurs, et I’extréme dextérité et rapidité
avec lesquelles ces effecteurs adaptent leur phénotype a la situa-
tion, imposent, avant d’identifier une sous-population cellulaire
jusque la non identifiée, des vérifications quasi obsessionnelles que
souvent I’on rechigne a faire. La multiplication des combinaisons de
marqueurs, et I’analyse unicellulaire restent des impératifs. Dans ce
cas précis, les IKDC représentent peut-étre I’équivalent des cellu-
les NK activées humaines co-exprimant CMH-II, CD1lc, et CD56. La
dissection de la hiérarchie hématopoiétique, qui dure depuis plus
d’un quart de siecle, et s’affine autant qu’elle se complique au fur
et a mesure de la disponibilité de nouveaux marqueurs, partage
les contraintes techniques et les aléas de I'analyse immunologique
décrits ici, et nous a appris que la technologie, aussi précise soit-
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elle, n’a toujours pas remplacé I’analyse fonctionnelle

unicellulaire, parce que peut-étre il n’existe pas deux

cellules phénotypiquement identiques... [18]. ¢
IKDC: a new suit for active NK cells
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