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KIR (Killer	
  Ig-­‐like	
  Receptor)	
  

D0	
  

D1	
  

D2	
  

ITIM	
  



Variabilità	
  	
  
dei	
  geni	
  KIR	
  

✪ non	
  tuD	
  gli	
  aplo6pi	
  KIR	
  sono	
  compos6	
  dagli	
  
	
  stessi	
  geni	
  

✪ il	
  numero	
  di	
  geni	
  KIR	
  presente	
  su	
  un	
  	
  aplo6po	
  è	
  
	
  variabile	
  
	
  	
  

Variabilità	
  aploJpica	
  

Variabilità	
  allelica	
  

	
  ✪ i	
  geni	
  KIR	
  sono	
  polimorfici	
  



Variabilità	
  aploJpica	
  

KIR2DL2	
  e	
  KIR2DL3	
  
sono	
  alleli	
  dello	
  stesso	
  locus	
  

KIR3DL1	
  e	
  KIR3DS1	
  
sono	
  alleli	
  dello	
  stesso	
  locus	
  

regione	
  centromerica	
   regione	
  telomerica	
  

W.	
  Jiang	
  et	
  al.	
  Genome	
  Res.	
  2012	
  
modificato	
  



Cen-­‐A	
  2DL3	
  

Variabilità	
  delle	
  regioni	
  centromeriche	
  

Cen-­‐B2	
  
Cen-­‐B1	
  

2DL2	
  

2DL2	
  

L.D.	
  

L.D.	
  L.D.	
  L.D.	
  

W.	
  Jiang	
  et	
  al.	
  Genome	
  Res.	
  2012	
  
modificato	
  



Variabilità	
  delle	
  regioni	
  telomeriche	
  

Tel-­‐B	
  3DS1	
  

3DS1	
  
2DS5	
  
2DS3	
  

W.	
  Jiang	
  et	
  al.	
  Genome	
  Res.	
  2012	
  
modificato	
  

Tel-­‐A	
  3DL1	
  
3DL1	
   ORF	
  

delta	
  

L.D.	
  



Cen-­‐A	
  +	
  Tel-­‐A
	
  	
  

Analisi	
  degli	
  aploJpi	
  KIR	
  

AploJpo	
  A	
  

Cen-­‐A	
  +	
  Tel-­‐B	
  

Cen-­‐B	
  +	
  Tel-­‐A	
  

Cen-­‐B	
  +	
  Tel-­‐B	
  

AploJpo	
  B	
  

W.	
  Jiang	
  et	
  al.	
  Genome	
  Res.	
  2012	
  
modificato	
  



Cen-­‐A/Cen-­‐A	
   Tel-­‐A/Tel-­‐A	
   A/A	
  

Analisi	
  dei	
  genoJpi	
  

Cen-­‐A/Cen-­‐B	
   Tel-­‐A/Tel-­‐A	
   A/B	
  

Cen-­‐A/Cen-­‐A	
   Tel-­‐A/Tel-­‐B	
   A/B	
  

0	
  

1	
  

1	
  

2	
  

2	
  

2	
  

3	
  

4	
  

3	
  

B	
  content	
  value	
  

Cen-­‐A/Cen-­‐B	
   Tel-­‐A/Tel-­‐B	
   A/B	
  o	
  B/B	
  

Cen-­‐B/Cen-­‐B	
   Tel-­‐A/Tel-­‐A	
  

Cen-­‐A/Cen-­‐A	
   Tel-­‐B/Tel-­‐B	
   B/B	
  

B/B	
  

Cen-­‐B/Cen-­‐B	
   Tel-­‐A/Tel-­‐B	
   B/B	
  

Cen-­‐B/Cen-­‐B	
   Tel-­‐B/Tel-­‐B	
   B/B	
  

Cen-­‐A/Cen-­‐B	
   Tel-­‐B/Tel-­‐B	
  

B/B	
  
B/X	
  



Copy	
  Number	
  VariaJon	
  	
  

W.	
  Jiang	
  et	
  al.	
  	
  
Genome	
  Res.	
  2012	
  

Protocollo	
  semplice	
  e	
  veloce	
  
Rela6vamente	
  economico	
  

Estrazione	
  DNA	
  
(sangue,	
  cellule,	
  saliva	
  …)	
  

	
  
SSP-­‐PCR	
  

	
  
Risoluzione	
  bande	
  PCR	
  	
  

su	
  gel	
  di	
  agarosio	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

Interpretazione	
  dei	
  risulta6	
  

Analisi	
  dei	
  genoJpi	
  

Protocollo	
  più	
  costoso,	
  più	
  lungo	
  

Ci	
  permeUe	
  d’iden6ficare	
  aplo6pi	
  poco	
  frequen6	
  

KIR	
  specific	
  band	
  

control	
  band	
  



Variabilità	
  allelica	
  



Non	
  potendo	
  determinare	
  l’allele	
  di	
  tuD	
  i	
  geni	
  
KIR	
  presen6	
  nei	
  genomi	
  in	
  esame	
  cosa	
  possiamo	
  
analizzare	
  per	
  meglio	
  caraUerizzare	
  il	
  campione	
  

che	
  s6amo	
  studiando?	
  

✪ Polimorfismi	
  rilevan6	
  per	
  l’espressione	
  del	
  receUore	
  in	
  membrana	
  
	
   	
   	
   	
  -­‐	
  receUori	
  traUenu6	
  nel	
  citoplasma	
  
	
   	
   	
   	
  -­‐	
  receUori	
  “secre6”	
  
	
   	
   	
   	
  -­‐	
  alleli	
  Null	
  

	
  
✪ Polimorfismi	
  rilevan6	
  per	
  il	
  riconoscimento	
  del	
  ligando	
  

✪ Polimorfismi	
  rilevan6	
  per	
  la	
  trasduzione	
  del	
  segnale	
  



Variabilità	
  allelica	
  e	
  riconoscimento	
  del	
  ligando	
  

I	
  geni	
  KIR2DL1	
  e	
  KIR2DL2/L3	
  sono	
  presen6	
  nelle	
  regioni	
  centromeriche.	
  
	
  

	
  ✪ KIR2DL1	
  nei	
  Cen-­‐A	
  e	
  nei	
  Cen-­‐B1	
  
	
  ✪ KIR2DL3	
  nei	
  Cen-­‐A	
  
	
  ✪ KIR2DL2	
  nei	
  Cen-­‐B	
  (sia	
  Cen-­‐B1	
  che	
  Cen-­‐B2)	
  

✪ KIR2DL1 	
   	
   	
  HLA-­‐CLys80	
  C2	
  high	
  

	
  

	
   	
   	
   	
   	
  HLA-­‐CAsn80	
  C1	
  high	
  

✪ KIR2DL2/L3	
   	
   	
   	
  HLA-­‐B*46:01,	
  -­‐B*73:01	
  (C1pos)	
  	
  

	
   	
   	
   	
   	
  HLA-­‐CLys80	
  C2	
  low	
  

KIR2DL1	
  e	
  KIR2DL2/L3	
  codificano	
  per	
  receUori	
  con	
  struUura	
  simile.	
  
KIR2DL1	
  e	
  KIR2DL2/L3	
  codificano	
  per	
  receUori	
  inibitori	
  che	
  riconoscono	
  molecole	
  HLA-­‐C.	
  
	
  
	
  



Rilevanza	
  della	
  variabilità	
  allelica	
  KIR2DL1	
  

Gli	
  alleli	
  KIR2DL1	
  codificano	
  per	
  receUori	
  che	
  che	
  riconoscono	
  HLA-­‐C	
  Lys	
  80	
  (C2)	
   	
  [aa	
  44	
  Me6onina	
  (M)]	
  
	
  

Gli	
  alleli	
  KIR2DL1	
  che	
  caraUerizzano	
  le	
  regioni	
  Cen-­‐A	
  codificano	
  per	
  receUori	
   	
  	
  
	
   	
   	
   	
   	
  	
  
	
   	
  ✪ hanno	
  maggior	
  affinità	
  per	
  il	
  loro	
  ligando	
  	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  (H.	
  Hilton	
  et	
  al.	
  J.Immunol.	
  2015)	
  

	
  

	
   	
  ✪ trasducono	
  meglio	
  il	
  segnale	
  inibitorio 	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  (R.	
  Bari	
  et	
  al.	
  Blood	
  2009)	
  
	
  

	
   	
  ✪ hanno	
  una	
  più	
  alta	
  espressione	
  in	
  membrana 	
   	
   	
   	
  	
  (S.E.	
  Dunphy	
  et	
  al.	
  Genes	
  and	
  Immunity	
  2015)	
  

.	
  

KIR2DL1*022	
  riconosce	
  (molto	
  probabilmente)	
  HLA-­‐C	
  Asn	
  80	
  (C1)	
   	
   	
   	
   	
  [aa	
  44	
  Lisina	
  (K)]	
  
KIR2DL1*013N	
  
KIR2DL1*026	
  receUore	
  espresso	
  in	
  membrana	
  ma	
  che	
  manca	
  della	
  regione	
  citoplasma6ca	
  (non	
  trasduce	
  

	
   	
   	
   	
  segnale	
  inibitorio)	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  	
  	
  	
  (H.	
  Hilton	
  et	
  al.	
  PloS	
  Genet.	
  2015)	
  

✪ Gli	
  alleli	
  KIR2DL1	
  che	
  caraUerizzano	
  
le	
  regioni	
  Cen-­‐A	
  sono	
  differen6	
  da	
  
quelli	
  presen6	
  nelle	
  regioni	
  Cen-­‐B.	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  (H.	
  Hilton	
  et	
  al.	
  J.Immunol.	
  2015)	
  
(S.E.	
  Dunphy	
  et	
  al.	
  Genes	
  and	
  Immunity	
  2015)	
  

2DL1	
  

2DS1	
  



Rilevanza	
  della	
  variabilità	
  allelica	
  KIR2DL2/L3	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  	
  

Gli	
  alleli	
  KIR2DL2/L3	
  codificano	
  per	
  receUori	
  che	
  riconoscono	
  HLA-­‐C	
  Asn80	
  (C1)	
   	
  [aa	
  44	
  Lisina	
  (K)]	
  
	
  
I	
  receUori	
  KIR2DL2	
  hanno	
  una	
  migliore	
  affinità	
  per	
  il	
  ligando	
  dei	
  receUori	
  KIR2DL3.	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  (A.K.	
  Moesta	
  et	
  al.	
  J.Immunol.	
  2008)	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  (H.	
  Hilton	
  et	
  al.	
  J.Immunol.	
  2015)	
  

KIR2DL2*004	
  codifica	
  per	
  un	
  receUore	
  che	
  viene	
  traUenuto	
  nel	
  citoplasma.	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  (C.J.VandenBussche	
  et	
  al.	
  J.	
  immuonl..	
  2006)	
  

	
  

	
  
KIR2DL3*005	
  codifica	
  per	
  un	
  receUore	
  “forte”.	
  

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  (W.R.	
  Frazier	
  et	
  al.	
  J.	
  Immuonol.	
  2013)	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  (R.Bari	
  et	
  al.	
  www.	
  Nature.com/scienSficreports	
  2016)	
  

2DL2	
  

2DL3	
  
(H.	
  Hilton	
  et	
  al.	
  J.Immunol.	
  2012)	
  

Cen-­‐B1	
  
Cen-­‐B2	
  
Cen-­‐B3	
  

Cen-­‐A	
  



Rilevanza	
  della	
  variabilità	
  allelica	
  KIR3DL1	
  
✪ gene	
  KIR	
  con	
  elevato	
  grado	
  di	
  polimorfismo	
  
	
  
✪ unico	
  gene	
  KIR	
  caraUerizzato	
  da	
  alleli	
  che	
  codificano	
  sia	
  per	
  receUori	
  inibitori	
  che	
  aDvatori	
  	
  
	
  

	
   	
   	
  KIR3DL1	
  telomeri	
  di	
  6po	
  A 	
   	
  KIR3DS1	
  telomeri	
  di	
  6po	
  B	
  

Polimorfismo	
  alle	
  
posizioni:	
  	
  

2,	
  47,	
  54,	
  182	
  e	
  283	
  	
  
D0,	
  D1	
  e	
  D2	
  

differente	
  
livello	
  d’espressione	
  

ALTO	
   BASSO	
  

NO	
  

NON	
  espressi	
  
in	
  membrana	
  

	
  
Dimorfismo	
  86	
  JE	
  Boudreau	
  et	
  al.	
  PlosOne	
  2014	
  	
  	
  



Rilevanza	
  della	
  variabilità	
  allelica	
  KIR3DL1	
  

high	
   low	
  

D0
	
  

D1
	
  

D2
	
  

D0
	
  

D1
	
  

D2
	
  

h	
  Fc	
  G1	
  

bead	
  

HLA	
  Class	
  I	
  

domini	
  	
  

extracellu
lari	
  

3DL1	
  

P.M.	
  Saunders	
  et	
  al.	
  JEM	
  2016	
  



Perché	
  studiare	
  il	
  polimorfismo	
  dei	
  
geni	
  KIR?	
  

✪ Ricerca	
  di	
  base	
  
	
  
✪ Analisi	
  del	
  donatore	
  di	
  cellule	
  staminali	
  ematopoie6che	
  per

	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  trapianto	
  aploiden6co	
  
	
  
✪ KIR	
  e	
  malaDe	
  (infezioni	
  virali,	
  malaDa	
  autoimmuni,	
  ...	
  )	
  
	
  
✪ KIR	
  e	
  gravidanza	
  
	
  
✪ ...	
  



Analisi	
  del	
  donatore	
  di	
  cellule	
  staminali	
  
ematopoieJche	
  per	
  trapianto	
  aploidenJco	
  

	
  
Criteri	
  di	
  selezione	
  del	
  donatore	
  

	
  

✪ Presenza	
  di	
  alloreaDvità	
  NK	
  
✪ Dimensione	
  della	
  popolazione	
  NK	
  alloreaDva	
  

✪ Valore	
  del	
  B	
  content	
  
✪ Presenza	
  di	
  KIR2DS1	
  “educato	
  e	
  u6le”	
  
✪ Numero	
  assoluto	
  di	
  cellule	
  NK	
  (e	
  linfoci6	
  T	
  gamma/delta)	
  

✪ Espressione	
  (sulle	
  cellule	
  NK)	
  di	
  receUori	
  aDvatori	
  	
  
	
   	
   	
  (es:	
  NKp46,	
  NKG2C)	
  

✪ ADvità	
  an6leucemica	
  delle	
  cellule	
  NK	
  



Analisi	
  molecolare	
  dei	
  geni	
  KIR	
  nel	
  donatore	
  aploidenJco	
  

	
  ✪ presenza/assenza	
  di	
  alloreaDvità	
  NK	
  (analisi	
  KIR/KIR-­‐L	
  MM	
  in	
  GvHD)	
  
	
   	
   	
  -­‐	
  	
  analisi	
  degli	
  alleli	
  HLA	
  di	
  classe	
  I	
  classico	
  nel	
  donatore	
  e	
  nel	
  ricevente	
  
	
   	
   	
  -­‐	
  	
  analisi	
  del	
  gene	
  KIR	
  “u6le”	
  per	
  la	
  presenza	
  di	
  una	
  pop.	
  NK	
  alloreaDva	
  

	
  	
  
	
  ✪ determinazione	
  del	
  valore	
  del	
  B	
  content	
  

-­‐	
  	
  analisi	
  di	
  tuD	
  i	
  geni	
  KIR	
  (SSP-­‐PCR)	
  	
  
-­‐	
  	
  analisi	
  dei	
  geni	
  presen6	
  nella	
  regione	
  Cen	
  e	
  Tel	
  dei	
  geno6pi	
  KIR	
  
	
  
	
  

✪ presenza/assenza	
  di	
  “KIR2DS1	
  educato	
  e	
  u6le”	
  
	
  -­‐	
  	
  analisi	
  della	
  presenza	
  del	
  gene	
  KIR2DS1	
  nel	
  donatore	
  
	
  -­‐	
  	
  analisi	
  degli	
  allei	
  HLA-­‐C	
  del	
  donatore	
  e	
  del	
  ricevente	
  



Repertorio	
  KIR	
  

	
  

per	
  ocenere	
  la	
  tolleranza:	
  
✪ ogni	
  cellula	
  NK	
  deve	
  esprimere	
  almeno	
  un	
  receUore	
  inibitorio	
  (KIR	
  o	
  	
  

	
  CD94/NKG2A)	
  in	
  grado	
  di	
  riconoscere	
  una	
  delle	
  molecole	
  HLA	
  “self”.	
  	
  
✪ le	
  cellule	
  NK	
  che	
  non	
  esprimono	
  receUori	
  inibitori	
  per	
  l’HLA	
  “self”	
  	
  

	
  sono	
  iporesponsive.	
  	
  

✪ determinato	
  dal	
  geno6po	
  KIR	
  	
  

✪ distribuito	
  in	
  maniera	
  clonale	
  	
  (KIR	
  differen6	
  sono	
  espressi	
  da	
  una	
  %	
  
	
  diversa	
  di	
  cellule	
  NK	
  e	
  possono,	
  o	
  no,	
  essere	
  presen6	
  sulla	
  stessa	
  
	
  cellula	
  insieme	
  ad	
  altri	
  KIR	
  o	
  a	
  CD94/NKG2A)	
  

✪ nonostante	
  i	
  geni	
  KIR	
  e	
  HLA	
  siano	
  su	
  cromosomi	
  differen6	
  le	
  
	
  molecole	
  HLA	
  di	
  classe	
  I	
  classica	
  influenzano	
  l’espressione	
  dei	
  
	
  receUori	
  KIR	
  (educazione	
  delle	
  cellule	
  NK)	
  



NK	
  

donatore	
  

KIR	
  inibitorio	
  per	
  HLA-­‐C	
  o	
  HLA-­‐B	
  Bw4	
  	
  	
  

paziente	
  Lysis	
  

Target	
  

POPOLAZIONE 	
  NK 	
  ALLOREATTIVA	
  

La	
   popolazione	
   NK	
   alloreafva	
   è	
   cos6tuita	
   da	
   cellule	
   NK	
   che	
   esprimono,	
   sulla	
   loro	
  
superficie,	
  unicamente	
  receUori	
  KIR	
  inibitori	
  che	
  riconoscono	
  KIR-­‐L	
  presen6	
  nel	
  donatore	
  
(educazione	
  dei	
  KIR)	
  e	
  non	
  nel	
  ricevente.	
  



POPOLAZIONE	
  NK	
  ALLOREATTIVA	
  

NK	
  

donatore	
  

Minore	
  
incidenza	
  di	
  
ricaduta	
  

Blasto	
  
leucemico	
  

paziente	
  

Lysis	
  

Migliore	
  
acecchimento	
  T	
  	
  

Minore	
  
probabilità	
  di	
  

GvHD	
  
DC	
  



Alloreafvità	
  C2	
  
	
  
	
  

	
  

Alloreafvità	
  Bw4	
  
	
  
	
  
	
  

Alloreafvità	
  C1	
  
	
  
	
  
	
  

donatore	
   ricevente	
  

rececore	
   ligando	
  
2DL2/L3	
   HLA-­‐C	
  Asn	
  80	
  (C1)	
  alta	
  affinità	
  	
  

HLA-­‐C	
  Lys	
  80	
  (C2)	
  bassa	
  affinità	
  

rececore	
   ligando	
  

2DL1	
   HLA-­‐C	
  Lys	
  80	
  (C2)	
  alta	
  affinità	
  

rececore	
   ligando	
  
3DL1	
   HLA-­‐B	
  e	
  HLA–A	
  (Bw4)	
  



ALLO	
  Bw4	
  ALLO	
  C2	
  ALLO	
  C1	
  



Alloreafvità	
  “non	
  classica”:	
  KIR2DS1	
  educato	
  e	
  uJle	
  

NK	
  C1	
  

C2	
   KIR2DS1	
  

NK	
  C1	
  

KIR2DS1	
  C1	
  

NK	
  

C2	
  

KIR2DS1	
  
C2	
  

2DS1	
  EDUCATO	
  
EDUCATA	
  

iporesponsiva	
  
iKIR	
  e/o	
  NKG2A	
  

iKIR	
  e/o	
  NKG2A	
   iKIR	
  e/o	
  NKG2A	
  

D.	
  Pende	
  et	
  al.	
  Blood	
  2009	
  
C.	
  Fauriat	
  et	
  al.	
  Blood	
  2010	
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