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@ #NK: rappels/généralités
@ # Interactions KIR/HLA en greffe rénale?
@ #NK : 1¢re ligne de défense?

CMV / BKv

Cancers

@ #NK et rejets médiés par anticorps?
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5 a 20% des lymphocytes du sang periphérique
Grands lymphocytes, granules cytoplasmiques
Turnover de 2 semaines

Localisation : sang, moelle, foie, rate
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Rappels/généralités
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CD3- CD56bright CD164dim CD3- CD564im CD1 6Pbright
~ 10% ~ 90%

« Longtemps considérées comme cellules de I'immunité « innée »
Pas de stimulation antigénique par CPA
Pas de nécessité de coopération LT CD4

« Production de cytokines/interactions avec Ig/interactions avec DC
- Grand répertoire de récepteurs activateurs/inhibiteurs
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Equilibre dynamique inhibition/activation
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Alloréactivité NK en transplantation?

Rajalingam R, Front. Immunol., 2016
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ROle des KIR en greffe renale?
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RoOle des KIR/HLA ?
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Ligands on Target
HLA-C2 (Cw2, Cwd, Cw5, Cw6, Cw156,Cw17, Cw18)

HLA-C1 (Cw1, Cw7,Cw8, Cw9, Cw10,Cw12, Cw14, Cw16

HLA-Bwd4 (B13, B27, B37, B44, B47, B38, B49, B51, B52,
B53, B57, B58, B59, B63, B77,A23, A24, A32)

HLA-A3/A1 & some HLA-C

. HLA & ABO antigens

Rajalingam R, Front. Immunol., 2016
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........................ Mismatchs KIR/KIR |igands (:HLA classe |)

KIR-ligand mismatch?

Recipient
Donar
KIR HLA HLA
KIR2DL1 KIRZDL1+ C2+ C2-
KIR2DL2/3 KIRZDLZ2+ or Cl1+ C1-
KIRZDL3+
KIR3DL1 KIR3DL1+ Bwd+ Bw4-
KIR3DL2 KIR3DLZ2+ A3+ or A1+ A3-and A11-
KIR2DS1 KIRZDS1+ C2- C2+

Ruggeri L et al, Science 2002
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Mismatchs KIR/HLA et rejets aigus

« 105 patients avec rejets cellulaires versus 119 stables
« geénotypage HLA A, B et C chez donneur et receveurs
« geénotypage KIR chez receveurs

« pour chaque KIR = comparaison avec HLA

Acute rejection (n=105) Controls (n=119)

KIR HLA ligand Mismatch Match KIR-/HLAx  Mismatch Match KIR-/HLAx P values
KIR2DL1 HLA-C/2 48 (45.7%) 53 (50.5%) 4 (3.8%) 46 (38.7%) 73 (61.3%) 0 (0%) 0.038
KIR2DL2/KIR2DS2  HLA-C/1 3(2.9%)  33(31.4%) 69 (65.7%) 9(7.6%)  52(43.7%) 58 (48.7%) 0.004
KIR2DL3 HLA-C/1 7(6.7%) 89 (84.8%) 9 (8.6%) 25 (21.0%) 86 (72.3%) 8 (6.7%) 0.014
KIR3DL1 Bw4 38 (36.2%) 62 (59.0%) 5 (4.8%) 40 (33.6%) 76 (63.9%) 3 (2.5%) NS
KIR3DL2 HLA-A3, A1l 69 (65.7%) 34 (32.4%) 2 (1.9%) 72 (60.5%) 39 (32.8%) 8 (6.7%) NS
KIR2DS1 HLA-C/2 24 (22.9%) 21(20.0%) 60 (57.1%)  21(17.6%) 27 (22.7%) 71 (59.7%) NS
KIR2DS3 HLA-C/1 1(1.0%)  28(26.7%) 76 (72.4%) 5(4.2%) 37 (31.1%) 77 (64.7%) NS

Kunert K et al, Transplantation, 2007



graft survival (%)

100

80+

60

40

20+

0

Initiative d'excellence

Mismatchs KIR/HLA et pronostic

- 397 transplantés a Leiden et Rotterdam, 19902004
« 137 compatibles en HLA A et B et 260 incompatibles
- Génotypage KIR chez receveurs

HLA-A-B incompatible

—KIR ligand matched (n=126)
——KIR ligand mismatched (n=134)

0

20 40 60 80 100 120
time after transplantation (months)

- Idem en analyse multivariée

HLA-A,-B compatible

100

&= o) 0o
< bt rad

graft survival (%)

ha
=

1 =KIR ligand matched (n=95)

p =0.043

S

==KIR ligand mismatched (n=42)
u T T T T T
0 20 40 60 80 100

time after transplantation (months)

van Bergen J et al, AJT, 2011
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Mismatchs KIR/HLA et pronostic

« Etude du CTS: 608 greffés HLA A-B-DR compatibles, 1988=>2009
« Typages Cw (donneurs/receveurs) et KIR chez les receveurs

KIR-Ligand Mismatch

TN
e
R emah

Aucun effet, en multivariée, de:
« mismatchs KIR
« nombre de KIRi/KIRa

| [P=0z38]  haplotype KIR

2 4 6 8 10
Years

Tran TH et al, AJT, 2013
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KIR mismatchs et alloimmunité:

* RoOle a priori assez limité
* Impact du mismatch KIR en cas de greffe bien
matchée en HLA?

* ROle dans certains rejets aigus vasculaires ?
iInflammation de la microcirculation
sans DSA
éequipe d’O. Thaunat
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NK, virus/cancers et greffe renale?
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Roéole des KIR dans l'infection a CMV?

- Haplotype A: 1 seul KIRa exprimé (AA, n=40)
- Haplotype B: 5 KIRa exprimés (AB ou BB, n=82)

Cytomegalovirus

— A/A Genotype (36 + 8%) Risk factor RR 95% CI p
~ = B/X Genoctype (20 £ 5%) Serology
p=0.04 Don pos/Rec pos 1.00 - -
Don neg/Rec neg 0.12 0.02-0.97 0.04
Don neg/Hec pos 0.51 0.13-1.89 0.31
Don pos/fRec neg .19 1.87-14.4 0.002
Valgancyclowvir
During treatment 0.1 0.03-0.43 0.002
Imrmunosuppression
Rapamycin versus prednisone 0.45 0.20-1.04 0.06
Induction
Prednisone containing n.s
KIR Genotype
ASA 1.0 — -
B/X 0.34 0.15-0.76 0.009
I T T T 1 Rejection
Tx 3 mo 6 mo 9 mo 12 mo —Requiring therapy n.s.

Stern M et al, AJT, 2008
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Role des KIR dans l'infection a CMV?
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Adaya K et al, AJT, 2008
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- Génotype complet KIRa et KIRi chez 90 receveurs D+/R-
« Redboud (Hollande) 2002=>2011

Prophylaxis
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KIR Genotype

----- Genotype AA (n=27)
——— Genotype BX (n=63)
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« Pas d’influence des mismatchs KIR/HLA

Michelo CM et al, Transplantation, 2015



(Al)ﬁ nl\./\l/aerrs sel{lée e ©
Role des KIR dans l'infection a BKv?

eeeeeeeeeeeeeeeee

« 48 patients avec néphropathie a BKv vs 110 non-infectés
« Charité, Berlin

a 100

a 100 p=0.04
o BKVAN group
< = Control group = 80 =BKVAN group
g 804 8 o1 Control group
R 2 &0
2 g
%5 601 5
o =0.02 2
T2 P $ 40
g3 4o 5
53 @
o 20
: B ﬂ
0
0 1-3 46
2Ds2 2Ds3 2Ds4 2Dss aDs1 Mumber of activating receptors

Trydzenskaya H et al, Kidney Int, 2013
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"""""""""""" Role des KIR dans 'infection a BKv?

Patients Total U~P~ U*P~ uUtp*
Number 60 21 22
Donor HLA-C*07 negative 65 (63%) 41 (68%) 12 (57%) 12 (54%)
KIR haplotype AA 28 (27%) 18 (30%) 5 (24%) 5 (23%)
KIR haplotypes AB+BB 75 (73%) 42 (70%) 16 (76%) 17 (77 %)
Number of recipient KIR activators
=3 2 (609%) 7 (62%) 11 (529%) 4 (64%)
>3 1 (40%) 3 (38%) 10 (48%) 8 (36%)
R: KIR2DS17C1* D: C27° 0(19.5%) 7 (12%) 7 (33%) 6*** (27 %)
R: KIR2DS27C2" 3(32%) 4 (23%) 12 (57%) TE** (3204)
D:C1*
R:KIR3DS1"Bwe" 2 (100%) 0 (45%) 5 (23%) 7 (32 %)
D: Bwd™
Missing (C1/C2/Bw4)
0 62 (60%) 36 (60%) 13 (629%) 13 (59%)
1 34 (33%) 20(33%) 5 (24%) 9 (419%)
2 7 (79%) 4 (7%) 3 (14%) 0

Brochot E et al, Transplant Int, 2016



(Alx Marseille

Incidence rate

Initiativ

0-10+

0-08

0-06

0-04

d'excellence

NK et cancers: population genérale

« Etude de cohorte prospective au Japon entre 1986 et 1990

(n=3625; > 40 ans)

- Test de cytotoxicité a l'inclusion

« Suivide 11 ans en movenne

= = == High
— = Medium

— Low

Time after measurement (years)

Incidence rate

005+

0-04 +

0-03

0-02

0-01

Women

- - == High
— — Medium

— Low

0 2 4 6 8 10 12

Time after measurement (years)

« Apres ajustement sur I’'age, BMI, habitus, alimentation

Imai K et al, Lancet, 2000
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NK et cancers: population greffée rénale

- 42 greffés avec cancer (surtout peau) et 41 contrébles
- Pas de différence dans les nombres totaux de NK périphériques

100 -
60 -
90 1
80 - 0 -
] K
0 P=001 .é 2
é 60 - I e
o x 20 - o
x | =
Z 50 = §
* 40 § * 5 I
30 - o w 20 4
o 10 - * »*
20 - *
10 -
0 2 - 0
CD3-CD56+
‘\*'+ K562 ‘;++ II-12/IL-18

Peraldi MN et al, Transplantation, 2015
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RoOles des NK dans les AMR?
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wNK et rejets médiés par anticorps (AMR)

« 50-60% des AMR sont C4d négatifs

Aubert O et al, JASN, 2017

* antigens

“? NK cell ligands ADCC direct lysis IFNy release B cell activation
Q IFNy
A DSsA(1gG)
O IgM Q o
<,§ ﬁ I\_\K activation
release induction

O (TNFa / IFN-y/ of release
migrational capacity DSA C{>
<lr/0 o
lysis induction
(perforin / (perforin / o0 OO of MHC class |
Sfanlvmes) gfanzymes) I NK cell receptors expression

Qo<y A A
_— IC?IQ -

donor endothelial cells

Resch T et al, Transplantation, 2015
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Lefaucheur C et al, JASN, 2017
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NK et AMR: quid des biopsies?

A |ME Colls : 2705

2.7% NK cells|

Blood NK
cells
CD56

Y IHH Calls : 24,375
24 % NK cells

hrectomy (M76)

]
=
i

CD56

Kidney transplant
NK cells

CD3 CD16

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017
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Hidalgo LG et al, AJT, 2010
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Hidalgo LG et al, AJT, 2012
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8.0 7 @ ABMR Classifier Transcripts
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7.5 { O NKCellRelated
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Aubert O et al, JASN, 2017
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1
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NK et AMR: arguments transcriptomiques

Transcrits associés aux DSA

fixant le C1q
157 patents < 1 an de greffe

Lefaucheur C et al, JASN, 2017
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------------------------- NK et DSA: importance du FcR CD16

CD16 Fc

CD16VvV Exocytosis of
Allogratt CD107a/Lampl

Vasculopathy DSA cytotoxic granules

o I
® §AIIoAntigen

0 e, 0 | g, | 1

e, ¢ ~ e
GRAFT ALLOGENEIC ENDOTHELIUM

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017
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+protA  +Ritux +Rlfux 45 Abs +protA
n=

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017
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NK et DSA: importance du FcR CD16

CD16 DRI (MFI)

4 "

DSA* *

r= 0.932
p< 0.0001

CD107a/Lampl URI = dégranulation

CD16 DRI (MFI)
median, 25-75p range

60 ;
55.] p<0001 1 p<0001 .
1 r 1
50- — :  ———
* 1 *
45' 1
w0’ !
* 1 *
357 . ! .
30 1
* I *
25+ * 1
1
20- * 1
1
154 ;i 1
1
10 !
1
5 1
ol Al D : ........................... ®--.
DSA- DSA- DSA+ CTL HhS HhS HhS HhS
Bio before at +Ritux 0 1 35 6-11
Bio Bio

Detection of circulating DSA

HUmoral histological Scote
(g+ptc+v+cg+Cad)

n=40

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017
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CD16 et fonction du greffon

High
NK-ADDC

responders

Intermediafe
NK-ADDC

responders

Low
NK-ADDC

responders

-y

CD107a/Lamp1 URI< 3

CD107aLamp1 URI=3

I T

eGFR loss = 10%

P TREERBRRES
L

3 6 8 12 15 18 1 24 27 30

Time post evaluation (months)

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017
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CD16 et greffe cardiaque

5 = 0.0033
Y |Pearson r=0.2939

0 1 2 3
Rituximab-induced
NK cell degranulation (CD107 URI)

CD16DRI

45- p=0.0208
4{]_ || 1
o L 2
L
351
30- *a
251
204 *® ‘
151
et
CAV- CAV+
n=51 n=52

Paul P et al, Circulation, 2017
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Importance du polymorphisme de CD16

Log-rank (Mantel-Cox) Test

p=0,0491
100
100+ Enj
<, . Co] | 1 3 ol
' 70
‘ﬂ:g E 807 E o 60 By
0% - .g B
& > 61 - 50 [ ]
0.8 ok i ferk O Saq o B CD16FFNVF
g "& OV E Q n -
3 g o 20
23 CD16VV
85 2| 2% 39% 31% 10
“Q-‘ Q‘ u L |} L] LI 1 1
0 T T T 1 3 5 7 10 15 20
CAV+ CAV- CTL Time at First CAV diagnostic
(time post transplant, yrs)
Multivariate predictors of cardiac allograft vasculopathy Odds ratio p 95% CI
CD16VV 7.45 0.034 1.163- 47.784
CKD at time of enrollment (eGFR<60 ml/min/1.73 m2) 7.25 0.030 1.146- 15.729
Donor age at transplant 1.08 0.004 1.026- 1.144
Years since transplantation 1.34 0.009 1.077- 1.665
Post-transplant bacterial infection 3.2 0.037 1.070- 9.031
Recipient BMI at time of enroliment 1.13 0.049 1.000- 1.287
Post-transplant CMV infection 2.76 0.182 0.625- 12.262
Immunosuppressive regimen (ABC) 0.83 0.736 0.294- 2.373
Recipient age at time of enrollment 0.96 0.166 0.907- 1.017

Paul P et al, Circulation, 2017



- AMR tardifs

- CD16++
 Rejets vasculaires
DSA- (KIR)?

Enjeux:

« Impact pronostic du polymorphisme CD16 en greffe rénale?
« Mieux comprendre le role des IS sur le NK

« Immunothérapie ciblée des NK (CD16) dans les AMR?
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‘Effets des Immunosuppresseurs sur les NK
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Effets des immunosuppresseurs sur les NK
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PBMC NK cells
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" Immunosuppresseurs et ADCC lies aux DSA

A. Cyclosporine A
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C. Prednisone
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E. Mycophenolate Mofetil
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Immunosuppresseurs et ADCC liés aux DSA

A. Tacrolimus + Prednisone: IENy B. Tacrolimus + Prednisone: CD107a
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Alloréactivité NK en transplantation?
Self-tissue
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Cellule NK

Inhibitory
receptors

Activating receplors,

adhesion or costimulation

molecules
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Vivier E et al
Nature Immunol.
2008
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NK et modeles murins d’allogreffes

Initiative d'excellence

CD8 CD11b
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NK et modeles murins d’allogreffes
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Sous-population NK protectrice?
All Cases
CMV Viremia No CMV Viremia
(n = 39) (n = 83) P
% Total NK, mean *+ SD 137 = 7.1 13.8 * 8.6 0.62
NK c.fp,lf, mean = SD 174.0 = 1159 183.8 * 1624 (.60
1% NKG2C* mean + SD 15.1 + 12.3 237 + 19.7 0.017
NKG2C* c./pl, mean = SD 280 = 326 444 *+ 62.3 0.11
9% NKG2A", mean * SD 496 * 16.2 46.2 + 19.2 0.31
NKG2A* ¢./pl, mean = SD 85.0 = 65.3 73.4 = 58.8 0.32
% KIR*, mean = SD 565 172 56.3 * 16.3 (.89
KIR* c./pl, mean = 5D 99.1 = 81 110.0 = 105.0 (.98
o 'l:[l'l'l't‘flnl+1 mean *+ SD 527 * 246 50.2 *+ 23.5 0.57
CDhi61* ¢./pl, mean = SD 75.3 = 51.5 85.1 = 74.1 (.92
1.0 3

_'_2" —!—\_I_‘ NKG2C224% (N=37)

g : \

» 08 - -.I ..

g - cn1e

Sos]| T I CD94/NKG2C ’ 12G

-~an3 NKG2C<24% (N=85) \\g

é 0.4 4 A

g -HLA-E+peptide? cmv Ag

8§ 02 -CMV protei

E p=0.025 a%

© 00 og" Redondo-Pachon D et al, 3. Immunol., 2016

0 s 10 15 20 25 30 Lopez-Botet M et al, Front. Immunol., 2017
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BKv et transcrits NK dans les biopsies

BKVN vs.  Normal biopsy and  BKVN vs.

Pathogenesis- normal BK viremia vs. normal

based biopsy and normal biopsy and  biopsy and

transcripts no viremia no viremia BK viremia

KT 0.98 0.46 0.95

IRIT 0.04 0.96 0.001

GRIT 0.008 0.41 0.002 .
n=17 biopsies

QCAT 0.001 0.34 0.002

CMAT 0.001 0.24 0.001

AMA 0.001 0.79 0.001

BAT 0.002 0.72 0.001

NKAT 0.002 0.88 0.001

ENDAT 0.25 0.88 0.09

Lubetzky M et al, Transplantation, 2014

- ROle des miRNA du BKyv se liant a ULBP3, ligand de NKG2D,
dans I'évasion immune du virus

Bauman Y et al, Cell Host and Microbe, 2011
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NK et cancers: population greffee rénale
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Peraldi MN et al, Transplantation, 2015
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________________________ NK et DSA: CD16 in vivo

— —
2000
=
~ 1500
-
2
= 1000
o
;: 500
z
0
DSA

CD56/CD161 bright

Neudoerfl C et al, Frontiers Immunol., 2013
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Effectors PBMC CTL  KIR CTL  KIR CTL KTR 260 KTR <60
10% CTL Serum + + + + - + +
Antibody - - - - Ritux Ritux Ritux
Target K562 K562 Bcells Bcells B cells B cells B cells
Natural NK cell Rituximab-induced
cytotoxicity NK cell cytotoxicity

Legris T et al, Frontiers Immunol., 2017



