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Cellules natural killer: tuer ou ne pas tuer

Les cellules NK (natural Killer) sont des lymphocytes
dont les fonctions effectrices reposent a la fois sur des
propriétés de cytotoxicité et sur la production de cytokines
et de chimiokines. Aprés I'engagement de récepteurs
appelés NKR (natural killer receptors) et NCR
(natural cytotoxicity receptors), des signaux
d’activation et/ou d’inhibition contrélent I'état

de grands lymphocytes granu-

leux qui se différencient a partir
d’un progéniteur bipotentiel com-
mun avec les lymphocytes T. Les
étapes de leur développement et
I’existence d’un éventuel processus
de sélection restent encore a éluci-
der. Néanmoins, a la différence des
lymphocytes T, il n’y a pas de matu-
ration thymique pour les cellules NK.
Chez I’lhomme adulte, les cellules NK
représentent 5 a 20 % des lympho-
cytes du sang circulant. Elles ne pré-
sentent pas de réarrangement des
genes du récepteur T pour I'antigene
(TCR) et des immunoglobulines
(1g). Leur caractérisation phénoty-
pique repose sur I'absence d’expres-
sion du complexe TCR/CD3, ce qui
les différencie des lymphocytes T, sur
I’expression d’une isoforme de la
molécule d’adhérence neuronale
NCAM (neural cell adhesion molecule)
(CD56) et d’un récepteur de faible
affinité pour le fragment Fc des IgG
(CD16) [1]. Les cellules NK sont
capables de tuer des cellules tumo-
rales ou des cellules infectées par des
virus, soit par une cytotoxicité dite
naturelle, c’est-a-dire sans immunisa-
tion préalable, soit par une cytotoxi-
cité médiée par les anticorps
(ADCQ). Elles ont aussi une fonction
de coopération cellulaire par la
sécrétion de cytokines (IFNy, TNFa,
TGFB, IL-1B, IL-10, IL-3, IL-5, et IL-
13) et de chimiokines (IL-8, MIP-1q,
MIP-1p et RANTES). Bien que leurs
fonctions in vivo restent mal définies,
les travaux actuels, qui reposent sur
I’étude des propriétés fonctionnelles

L es cellules NK (natural killer) sont

des NK in vitro, sur I’analyse de
modeéles animaux et sur des observa-
tions cliniques, suggerent leur impli-
cation dans I'immunité anti-infec-
tieuse et anti-tumorale ainsi que dans
les pathologies auto-immunes.

Contrdle de qualité de I'expression
des molécules du CMH de classe |

La propriété de cytotoxicité naturelle
des cellules NK en fait des cellules
potentiellement auto-réactives dont
I’activation doit donc étre étroite-
ment contrdlée. Les travaux précur-
seurs de Klas Kérre avaient établi le
concept du « soi manquant». Ce
concept repose sur le fait que la lyse
d’une cellule hématopoiétique cible,
par exemple une lignée tumorale, est
inversement proportionnelle a
I’expression par celle-ci des antigénes
du complexe majeur d’histocompati-
bilité (CMH) de classe | [2]. Les
bases moléculaires de ces méca-
nismes ont été élucidées a la fois chez
I’lhomme et chez la souris par la
découverte de récepteurs aux molé-
cules du CMH de classe | capables
d’inhiber a la fois les programmes de
cytotoxicité et de production de cyto-
kines des cellules NK. En effet, une
cellule cible qui exprime des molé-
cules du CMH de classe | capables
d’étre reconnues par un de ces
récepteurs exprimés sur la cellule NK
sera protégée de la lyse (figure 1). En
contrepartie, une cellule cible recon-
nue par les cellules NK, mais dépour-
vue de molécules du CMH de classe |
capables d’étre reconnue par ces
récepteurs sera lysée. Ces récepteurs

d’activation des cellules NK. Bien que ces cellules soient
impliquées in vitro dans I'élimination de cellules
infectées par des virus ou de cellules tumorales, leur role
in vivo n’est pas clairement défini. Des études récentes
chez la souris suggérent I'implication des cellules NK
dans I’édlimination de pathogénes intracellulaires et dans
le contrble de processus auto-immuns.

permettent ainsi aux cellules NK de
distinguer les cellules normales, des
cellules tumorales ou infectées par
des virus pour lesquelles I’'absence ou
I'altération de I’expression d’un ou
de plusieurs alleles de classe | sont
fréguentes. Néanmoins certaines cel-
lules comme les globules rouges
n’expriment pas les molécules du
CMH de classe | et ne sont pourtant
pas détruits. Ceci suggére que la cyto-
toxicité NK nécessite non seulement
I’absence de signal inhibiteur mais
également la présence d’un signal
activateur.

Les récepteurs de la régulation
négative de I'activation NK

Chez I’lhomme, les récepteurs inhibi-
teurs exprimés par les cellules NK
appartiennent soit a la superfamille
des lg, soit a la superfamille des lec-
tines dimériques de type C (figure 2)
[3]. Le premier groupe est composé
des KIR (killer-cell Ig-like receptor) inhibi-
teurs, d’ILT2/LIR1 (lg-like transcript 2
ou leukocyte Ig-like receptor 1) et des récep-
teurs orphelins LAIR1 (leukocyte associa-
ted Ig-like receptor 1) et p75/AIRM1. Les
KIR inhibiteurs possédent deux ou
trois domaines de type Ig dans leur par-
tie extracellulaire (2D ou 3D) et un
long domaine intra-cytoplasmique
(KIR-L, L pour long). Ces caractéris-
tiques ont permis de classer ces KIR
inhibiteurs en 7 groupes: les récep-
teurs monomériques KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DLA4,
KIR3DL1 et KIR3DL3, et I’homodi-
mere KIR3DL2. Il existe une recon-
naissance dite « dégénérée » par ces
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Figure 1. La cytototoxicité des cellules NK est inhibée par la reconnaissance
sur la cible de I'expression des molécules du CMH de classe I. Cette recon-
naissance se fait par les natural killer réceptors (NKR) inhibiteurs. L’interac-
tion entre les NKR inhibiteurs et les molécules de classe | aboutit a la trans-
mission d’un signal off qui bloque I'activation de la cytotoxicité induite par
un récepteur activateur (NCR, récepteur activateur de la cytotoxicité NK).

récepteurs, car ils reconnaissent indi-
viduellement plusieurs molécules ou
alleles du CMH de classe I. En effet,
KIR2DL1 reconnait les molécules
HLA-Cw4 et apparentées, tandis que
KIR2DL2 et 2DL3 reconnaissent les
molécules HLA-Cw3 et apparentées.
Le ligand de KIR2DL4 est HLA-G,
une molécule trés peu polymor-
phigue du CMH de classe | non clas-
sique, celui de KIR2DL5 n’est pas
connu. KIR3DL1 interagit avec de
nombreuses molécules HLA-B
(Bw*04), et KIR3DL2 pourrait recon-
naitre certains alléles HLA-A (e.g.
A*03 et A*011). KIR3DL3 est un
récepteur orphelin dont la fonction
inhibitrice n’est pas démontrée a ce
jour. De par son interaction directe
avec les domaines a3 du CMH de
classe I, ILT2/LIR1 est un récepteur
dont la spécificité est élargie a de
nombreuses molécules HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-G et a la protéine
virale UL18 produite par le cytoméga-
lovirus [4]. LAIR1 est exprimé sur les
populations leucocytaires mononu-
cléées et son ligand reste inconnu [5].
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Les récepteurs inhibiteurs apparte-
nant a la superfamille des lectines
dimériques de type C sont représen-
tés par les hétérodiméres CD94/
NKG2A qui ont pour ligand une
molécule non polymorphique du
CMH de classe | non classique : HLA-
E. Chez la souris, les récepteurs inhi-
biteurs exprimés par les cellules NK
appartiennent tous a la superfamille
des lectines dimériques de type C.
Les molécules Ly49 reconnaissent les
molécules H-2K, D et L du CMH de
classe | classique et représenteraient
les équivalents fonctionnels murins
des KIR, tandis que I’hétérodimere
CD94/NKG2A murin a pour ligand
Qa-1, équivalent de HLA-E chez la
souris.

L’engagement de ces différents
récepteurs sur la cellule NK conduit
a une inhibition de I’activation des
programmes de cytotoxicité cellu-
laire et de sécrétion de cytokines. Un
méme mécanisme est partagé par
tous ces différents récepteurs. Ils pos-
sédent tous dans leur partie intra-
cytoplasmique un ou deux motifs

ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif), définis par la
séquence consensus 1/V/L/SXYxxL/V
[6]. La phosphorylation des tyrosines
du ou des ITIM aprés engagement
du récepteur permet le recrutement
de protéines & domaine SH2 ayant
une activité tyrosine phosphatase:
SHP-1 et/ou SHP-2. Celles-ci vont
pouvoir, par leur activité phospha-
tase, inhiber la cascade de signalisa-
tion induite par des récepteurs acti-
vateurs couplés a une activité tyrosine
kinase. SHP-1 et SHP-2 ont potentiel-
lement pour cibles directes ou indi-
rectes des protéines adaptatrices
telles que LAT, mais aussi des pro-
téines effectrices comme la phospho-
lipase-Cy et/ou les protéines tyrosine
kinase ZAP-70 et p72%k,

Récepteurs-activateurs
des cellules NK

La cytotoxicité de type ADCC est
déclenchée a la suite de I’activation
de CD16 a la surface des cellules NK.
En effet, CD16 est capable de recon-
naitre le fragment Fc des Ig fixées a
la surface des cellules, ce qui conduit
a la lyse de ces derniéres. De nom-
breuses molécules exprimées par les
cellules NK sont impliquées in vitro
dans I’activation de la cytotoxicité
naturelle. Beaucoup d’entre elles ne
sont pas spécifiques des cellules NK
[3]. Il peut s’agir de molécules
d’adhérence telles que CD2, NKR-P1
qui est une lectine dimérique de type
C, DNAM-1 qui est une glycoprotéine
dont le ligand n’est pas identifié,
Lag3 qui est une molécule homo-
logue de CD4, CD44, CD69 et CD38
ou de molécules de co-stimulation
comme CDA40L.

La production d’anticorps monoclo-
naux anti-KIR2DL, donc dirigés
contre des KIR & fonction inhibitrice,
a permis de découvrir I’existence de
KIR-S activateurs. En effet, des clones
NK exprimant KIR2DL en surface
furent incubés en présence d’un anti-
corps monoclonal anti-KIR2DL. Alors
gu’une inhibition de la cytotoxicité de
ces clones était attendue, une aug-
mentation fut notée. Le clonage de
ces récepteurs activateurs a révélé
I’existence d’une homologie de
séquence protéique trés importante
avec les récepteurs inhibiteurs dans la 0—
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Figure 2. Les récepteurs inhibiteurs des cellules NK. Ces récepteurs possedent tous dans leur portion intracytoplas-
mique des motifs ITIM qui permettent aprés phosphorylation sur tyrosine le recrutement de protéines tyrosine phos-
phatases (SHP-1 et/ou SHP-2). Les protéines KIR-L, ILT-2/LIR1, LAIR-1 et AIRM-1 appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines avec un nombre de domaines extracytoplasmiques Ig variable. Les protéines NKG2A/B sont des
lectines de type C associées a la membrane a la molécule invariante CD94.

portion extracellulaire, expliquant
ainsi leur reconnaissance par les
mémes anticorps. Les KIR activateurs
posseédent une partie intracytoplas-
mique tres courte (KIR-S, S pour
short), et sont appelés KIR2DS ou
KIR3DS en fonction du nombre de
domaines de type lg. Des «isoformes»
activatrices CD94/NKG2C ont égale-
ment été identifiées pour les récep-
teurs de type lectine. Bien que des
études suggeérent que les KIR2DS puis-
sent reconnaitre des molécules HLA-
C avec une affinité moindre que celles
des KIR2DL, les ligands de ces KIR-S
ne sont pas clairement déterminés. La

s POSSiDIlité d’un ligand commun entre
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les récepteurs activateurs et inhibi-
teurs tient au fait que les KIR-S et
NKG2C présentent une homologie de
plus de 90 % dans leur portion extra-
cellulaire avec leurs contreparties
inhibitrices. On peut supposer que
dans certaines situations, I'affinité du
récepteur activateur vis-a-vis d’une
molécule du CMH de classe | soit plus
importante que celle de I'inhibiteur et
gue dans ce cas, le signal activateur
puisse déclencher la cytotoxicité. Ces
variations d’affinité entre les récep-
teurs activateurs et inhibiteurs pour-
raient étre dues au peptide antigé-
nique porté par la molécule du CMH
de classe I. Cependant, la fonction

biologique des récepteurs activateurs
KIR-S et CD94/NKG2-C reste encore
inconnue.

Puisque les cellules NK lysent les cel-
lules ayant perdu I’expression des
molécules du CMH de classe I, il existe
obligatoirement un mécanisme d’acti-
vation ne faisant pas intervenir des
récepteurs pour HLA classe I. De nou-
veaux récepteurs, appelés NCR (natu-
ral cytotoxicity receptor), jouent un role
majeur dans le déclenchement du
processus de cytotoxicité naturelle
(figure 3) [7]. Trois NCR appartenant a
la superfamille des Ig, ont été décrits:
NKp46, NKp44 et NKp30. Leurs
ligands ne sont pas encore connus.
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Toutefois, il a été récemment proposé
que la neuraminidase de certains virus
puisse servir de ligand a NKp46 [7].

Les récepteurs activateurs des cel-
lules NK (KIR-S, CD94/NKG2C et
NCR) possédent une partie intracyto-
plasmique courte dépourvue de
motif connu impliqué dans la trans-
duction du signal. La présence d’un
acide aminé chargé dans leur région
transmembranaire permet leur asso-
ciation a des polypeptides spécialisés
dans la transduction de signaux acti-
vateurs. Ces polypeptides possedent
un ou plusieurs motifs ITAM (immu-
noreceptor tyrosine-hased activation motif)

dans leur partie intracytoplasmique.
Ce motif est défini par un enchaine-
ment YXXL/Z1 (X)ss/YXXL/Z1 qui est
phosphorylé sur les résidus tyrosine
apres engagement de ces récepteurs.
Les tyrosines phosphorylées permet-
tent le recrutement de ZAP-70 ou
p72%%, L’activation de ces protéines
tyrosine kinases va entrainer la cas-
cade d’activation en aval de ces
récepteurs qui aboutit a la libération
des granules cytotoxiques contenant
les molécules de la phase précoce de
la cytolyse: perforine et granzyme B,
ainsi qu’a I’'expression de Fas-L a la

surface des cellules NK.

Trois polypeptides & ITAM différents
sont associés a ces récepteurs: CD3(,
FcRy et KARAP/DAP-12. CD3C et
FcRy sont associés a CD16, NKp46 et
NKp30 [7]. KARAP/DAP-12, est asso-
cié aux KIR-S, CD94/NKG2C et
NKp44 chez I’homme, et aux récep-
teurs activateurs Ly49D et Ly49H
chez la souris [8-12].

Il vient récemment d’étre démontré
que la molécule activatrice NKG2D
est un récepteur pour une protéine
inductible par le stress, la transforma-
tion tumorale et I'infection virale
appelée MICA (MHC class I chain-rela-
ted A) chez I’lhomme, ainsi que pour
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Figure 3. Structure des récepteurs activateurs des cellules NK. Ces récepteurs ont une courte portion intracytoplas-
mique mais présentent un acide aminé chargé dans leur portion transmembranaire qui permet I’'association a un
polypeptide impliqué dans la transduction du signal. Ainsi les molécules KIR-S, NKG2C/CD94 et NKp44 s’associent
au polypeptide KARAP/DAP12 (sous forme d’homodimére) qui présente un motif ITAM intracytoplasmique. Les
récepteurs NKp30 et NKp46 s’associent aux polypeptides CD3( et/ou FcRy qui possédent des motifs ITAM. Le récep-
teur lectine-like NKG2D n’est pas associé a la molécule invariante CD94 contrairement aux autres molécules NKG2.
Il s’associe au polypeptide DAP10, dépourvu de motif ITAM, qui présente dans sa portion intracytoplasmique un site
d’ancrage pour la sous-unité p85 de la PI3 kinase. Les récepteurs KIR2DS5 et KIR2DS6 ne sont pas représentés. Leur
association a KARAP/DAP12 et leur fonction activatrice ne sont pas démontrées.
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une protéine inductible par I'acide
rétinoique, RAE-1 (retinoic acid early
inducible) et pour un antigéne d’his-
tocompatibilité mineur, H60 chez la
souris [13, 14]. Ces molécules preé-
sentent une faible, mais réelle homo-
logie avec les molécules du CMH de
classe |. Tout récemment, de nou-
veaux ligands de NKG2D ont été rap-
portés: les ULBP (UL16 binding pro-
tein). Leur fonction activatrice de la
cytotoxicité des cellules NK via
I'interaction avec NKG2D peut étre
inhibée par la protéine virale UL16
du cytomégalovirus [15]. NKG2D qui
n’'est pas associé a CD94 s’associe a
un polypeptide homodimérique
transmembranaire appelé DAP10
[16]. Ce dernier ne possede pas de
motif ITAM mais un site de recrute-
ment pour la sous-unité p85 de la
phosphatidylinositol 3-kinase.

KIR et LIR:
des familles trés polymorphes

Dans la région q13.4 du chromosome
19, appelée LRC (leukocyte receptor clus-
ter), se trouvent les génes LIR et KIR,
ainsi que ceux de NKp46 et de
KARAP/DAP12 (figure 4). Les génes
codant pour les molécules NKG2 sont
localisés sur le chromosome 12.
L’analyse des séquences clonées a
partir de différents individus ainsi
gue I’étude du locus 19913.4 a permis
d’individualiser les différents niveaux
de variabilité de ces génes entre indi-
vidus. Chaque individu possede dans
son génome un «panel» de génes
KIR qui peut étre variable en nombre
de génes, ainsi que dans le rapport de
genes codant pour des récepteurs
activateurs ou inhibiteurs [17]. Ces
différents génes peuvent donc étre
absents ou présents, a I'état hétéro-
ou homozygote. L’étude par PCR des
genes KIR chez plusieurs individus a
montré la présence de déséquilibres
de liaison entre plusieurs de ces
génes faisant émerger la notion
d’haplotype. Un degré supplémen-
taire de polymorphisme tient aux
variations alléliques mises en évi-
dence par I’étude comparative des
sequences d’ADNc des KIR. Ces
découvertes, associées au fait que ces
récepteurs ont comme ligands recon-
nus les molécules du CMH de classe
_08 I, hautement polymorphiques, a fait
5

Geéne Autre nom Désignation (CD)
KARAP DAP12
KAP10 DAP10
ILTS LIR3 CD85a
ILT8 CD85b

LIRS CD85c¢
ILT4 LIR2 CD85d
ILT6 LIR4 CD85e Chromosome 19
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ILT2 LIR1 CD85j
ILT3 CD85k
ILT3 CD85l
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KIR2DL2  p58.2 CD158b1
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KIR2DL4 CD158c
KIR2DS6  KIRX CD158d
KIR2DL1  p70 CD158el
KIR3DS1 p70 CD158e2 LRC
KIR2DL5 CD158f (leukocyte
KIR2DS5 CD158g receptor
KIR2DS1  p50.1 CD158h cluster)
KIR2DS4  p50.3 CD158i
KIR2DS2  p50.2 CD158j
KIR3DL2  p140 CD158k
FcaR CD89
NKp46

Figure 4. Nomenclature des récepteurs NK localisés en 19q13.4. Le locus
19913.4 comprend les génes codant pour les KIR, les ILT/LIR ainsi que la pro-
téine KARAP/DAP12 et NKp46. Cette région a été appelée LRC (leukocyte
receptor cluster). Les genes sont présentés dans I’ordre de leur organisation
génomique sur le locus du centromére vers le télomére. A I’exception d’ ILT-
2/LIR1, et peut-étre d’'ILT4, les genes ILT/LIR codent pour des protéines expri-
mées par les cellules myéloides et qui ne sont pas retrouvées sur les cellules
NK et T. Les génes codant pour les protéines NKp30 et NKp44 sont localisés
sur le chromosome 6 alors que les génes codant pour les récepteurs NKG2

sont situés sur le chromosome 12.

discuter une ségrégation commune
de ces genes. La localisation géno-
mique de ces récepteurs sur des chro-
mosomes différents du locus HLA,
chromosome 19q13.4 pour les KIR et
chromosome 6 pour les molécules du
CMH, exclut cette possibilité. Ceci est
sans doute compensé par la recon-
naissance «dégénérée» des molé-
cules du CMH de classe | par ces
récepteurs, qui ne reconnaissent pas
un seul allele HLA A, B ou C, mais un
groupe d’alleles. Par ailleurs, des tra-
vaux réalisés a partir de plusieurs
clones NK issus d’un méme individu
montrent qu’ils expriment toujours
au moins un récepteur inhibiteur
reconnaissant un allele du CMH de
classe | du soi [18].

Implication en clinique

Alors que les mécanismes intimes de
I'activation et de I'inhibition des cel-
lules NK in vitro sont de mieux en
mieux connus, leur fonction in vivo et
leur implication en pathologie
humaine restent imprécises. L’étude de
modeles animaux a mis en évidence
une implication dans les défenses
immunitaires vis-a-vis d’infections par
des micro-organismes a développement
intracellulaire. Les souris RAG défi-
cientes, donc sans lymphocytes T ou B,
contrélent I'infection & Listeria monocyto-
genes par le biais d’une production
d’IFNy par les cellules NK qui permet
I’activation des macrophages infestés
[19]. Cette capacité de produire rapi-
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dement de I'IFNy semble également
impliquée dans le contrdle de I'infec-
tion par Toxoplasma gondii, Leishmania
et Plasmodium. La description, bien que
rarissime, chez I’homme d’infections
séveres et récidivantes a virus du
groupe Herpes chez de rares individus
ayant un déficit complet et/ou fonc-
tionnel en cellules NK suggére leur
importance dans le contrdle de cer-
taines infections virales in vivo [20].
Plusieurs travaux semblent également
impliquer les cellules NK dans la phy-
siopathologie des affections auto-
immunes. Dans I’étude du modéele ani-
mal de I’encéphalite expérimentale
auto-immune, elles ont un réle protec-
teur en contrdlant négativement la
réponse cellulaire Thl responsable de
la survenue des lésions du systeme ner-
veux central [21]. On a par ailleurs
décrit chez I’'homme des tableaux cli-
niques d’affections granulomateuses
séveres impliquant les cellules NK chez
des individus présentant un défaut
d’expression des antigenes de classe |
par mutations a I’état homozygote des
génes TAP [22]. Finalement, de nom-
breux arguments plaident pour leur
implication dans la réponse immuni-
taire anti-tumorale. Les cellules NK
exercent in vitro une cytotoxicité vis-a-
vis de nombreuses lignées tumorales. In
vivo, I'effet LAK (lymphokine activated
killer cell) anti-tumoral induit par I’'admi-
nistration d’IL-2 est en partie lié aux
cellules NK et est a la base des proto-
coles d’administration d’IL-2 en onco-
logie. La fonction d’immunosur-
veillance des cellules NK est supposée
importante dans les mécanismes
d’immunité anti-tumorale lorsque qu’il
existe hotamment une perte d’expres-
sion des molécules du CMH de classe 1.
L’inhibition de leur cytotoxicité par les
molécules de classe | semble toutefois
pouvoir étre mise en défaut dans cer-
taines conditions. On a montré chez la
souris que l'interaction entre CD94/
NKG2A, récepteur inhibiteur, et Qa-1
était dépendante du peptide antigé-
nique présenté par ce dernier. Dans ces
conditions, I'inhibition de la cytotoxi-
cité pourrait étre levée par la présenta-
tion d’un peptide, viral ou tumoral,
diminuant I'affinité de CD94/NKG2A
pour son ligand. Des travaux récents
sur le récepteur activateur NKG2D
apportent des arguments supplémen-
taires. En effet, ce récepteur a pour
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ligand MICA, dont I’expression est
detectée sur certaines lignées tumorales
et est capable d’induire la cytotoxicité
NK. Ainsi une meilleure compréhen-
sion des mécanismes moléculaires
d’activation et d’inhibition des cellules
NK pourrait permettre leur utilisation a
des fins thérapeutiques dans une straté-
gie de thérapie cellulaire a visée anti-
tumorale m
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