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Streszczenie wyktadu

"KOMORKI NK (NATURAL KILLERS) — STRAZNICY ORGANIZMU PRZECIWKO WIRUSOM
| NOWOTWOROM".

Komorki NK nalezg do limfocytow — czyli komoérek uktadu odpornosciowego. W gronie
limfocytéw rozrézniamy limfocyty T, limfocyty B i komorki NK. Limfocyty T i B odpowiedzialne
sg za specyficzng odpowiedz komorkowa, majg one unikalne receptory — tzn. kazdy klon ma
inne receptory do rozpoznania antygenow. Olbrzymia réznorodnosc receptorow limfocytow T i B
wynika z ich powstawania w wyniku rekombinacji genetycznej, unikalnej dla kazdej komorki.
Komorki NK nie majg tego rodzaju antygendw powstajgcych w wyniku rekombinaciji
genetycznej. Pod tym wzgledem komorki NK sg bardziej zblizone do prymitywnej gatezi uktadu
odpornosciowego — granulocytéw i monocytéw. Do niedawna uwazano, ze komoérki NK nie majg
zdolnosci do pamieci immunologicznej — czyli zjawiska spotegowanej reakcji na antygeny, ktére
napotkaty wczesniej. Ten poglad zostat zweryfikowany w ciggu ostatnich 10 lat (Hendricks, Min-
Oo et al. 2016). Najpierw odkryto spotegowang odpowiedz na pewne antygeny, proste zwigzKi
chemiczne, u myszy ktére nie miaty limfocytow T czy B i okazato sie, ze odpowiedzialne sg
komérki NK (O'Leary, Goodarzi et al. 2006). Nieco pozniej okazato sie, ze po przejsciu
pierwotnej infekcji cytomegalowirusem (CMV) zachodzg zmiany w repertuarze ludzkich
komérek NK, ktére przypominajg pamie¢ immunologiczng (Lopez-Verges, Milush et al. 2011).
Komorki NK oséb, ktore przeszly infekcje CMV miaty wiekszy potencjat cytotoksyczny. Tak wiec
komoérki NK majg zdolnos¢ pamieci immunologicznej, ktéra jednak nie jest az tak spotegowana
jak to ma miejsce w przypadku limfocytéw TiB .
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Jak komorki NK odrézniajg przyjaciét od wrogow ?

Dziatanie uktadu odporno$ciowego opiera sie na odroznianiu antygenéw obcych od
wiasnych. Obce antygeny wzbudzajg produkcje przeciwciat przez limfocyty B i aktywacje
limfocytéw T. Komorki NK dziatajg inaczej — one rozpoznajg brak witasnych antygenéw HLA
(Ljunggren and Karre 1990). Wydaje sie, ze w ten sposob uzupetniajg one odpowiedz
limfocytéw T wobec komorek, ktére tracg ekspresje antygendw HLA. Okazuje sie, ze komorki
nowotworowe czesto tracg ekspresje HLA i w ten sposéb stajg sie ,niewidoczne” dla limfocytow
T (Lopez-Nevot, Esteban et al. 1989). Podobnie infekcje (Lee, Llano et al. 1998) wirusowe, np.
CMV obnizajg ekspresje HLA w zakazonych komorkach, zeby unikngC rozpoznania przez
limfocyty T (Beersma, Bijlmakers et al. 1993). Wtedy do akcji wkraczajg komoérki NK, uczulone
na brak wtasnego HLA. Komdrki NK majg receptory KIR (Killer Immunoglobuline — like
receptors) odkryte przez s.p. Alessandro Moretta (Moretta, Vitale et al. 1993). Moretta
pierwotnie nazywat je Killer Inhibitory receptors, bo ich rola polega na hamowaniu komérek NK,
gdy rozpoznajg obecnos¢ wlasnego HLA na powierzchni innej komoérki. Mozna to poréwnac do
kontroli policyjnej, gdzie limfocyty T potrafig rozpozna¢ sfatszowane dokumenty, natomiast
komérki NK wkraczajg do akcji, gdy podejrzany nie ma zadnych dokumentow.

Lektynowe receptory hamujgce komorki NK

Oprocz receptorow KIR jest jeszcze jeden rodzaj receptoréw hamujgcych komoérki NK —
CD94/NKG2A. Ten receptor ma strukture lektynowag, nie immunoglobulino—podobna.
CD94/NKG2A rozpoznaje antygen nieklasyczny HLA-E (Lee, Llano et al. 1998). HLA-E jest
nietypowym antygenem HLA. Klasyczne antygeny HLA — A, B, C, DR, DQ sg bardzo
polimorficzne, tzn. rézni ludzie majg bardzo rézne antygeny HLA. Prawdopodobienstwo, ze
dwie niespokrewnione osoby majg takie same antygeny klasyczne HLA jest prawie zerowe,
dlatego tak trudno jest czasami znalez¢ zgodnego w HLA dawce szpiku | potrzebne sg
miedzynarodowe rejestry w liczbie milionéw ludzi by to prawdopodobienstwo zwigkszy¢. HLA-E
natomiast jest takie samo u wszystkich. Przez dtugi czas nie byto wiadomo dlaczego tak jest, az
odkrylismy, ze HLA-E jest rozpoznawane przez CD94/NKG2A. Wydaje sie, ze HLA-E zostato
“zakonserwowane” w toku ewolucji zeby sie nie zmieniaC. Ekspresja HLA-E zalezy od
dostepnosci fragmentow liderowych z klasycznych antygenéw HLA (Lee, Goodlett et al. 1998),
tak wiec jezeli komodrka zakazona wirusem lub pod wptywem transformacji nowotworowej utraci
ekspresje HLA klasy |, moze tez utraci¢ ekspresje HLA-E i stanie sie podatna na atak komaérek
NK. Oczywiscie, wirusy szukajg innych sposobéw na oszukanie uktadu odpornosciowego i majg
w swoich genach receptory podobne do HLA-E, sg to swoiste “podrébki” HLA-E zdolne do
symulowania tego receptora | hamowania komoérek NK. CD94 /NKG2A jest receptorem
hamujgcym, ztozonym z dwoéch podjednostek — CD94 i NKG2A. Ale CD94 moze takze tworzyé
kompleks z innym partnerem - NKG2C, ktory jest aktywujgcy a nie hamujacy. Jak sie okazuje,
komorki NK u osob, ktore przeszty infekcje CMV majg wysokg ekspresje NKG2C, tak wiec
pamie¢ komorek NK zwigzana jest z przejSciem z hamujgcego kompleksu CD94/NKG2A do
aktywujgcego CD94/NKG2C.



Tolerancja komoérek NK wobec wiasnych komoérek

opiera sie na ekspresji hamujgcych receptoréw KIR, ktdére po rozpoznaniu wilasnego HLA
zapobiega niszczeniu wtasnych komoérek. Jednak HLA jest bardzo polimorficzne, bardzo
zréznicowane. Receptory KIR tez sg polimorficzne, a dziedziczone sg niezaleznie od HLA, bo
sg one kodowane przez geny na innym chromosomie (HLA jest na chromosomie 6-tym a KIRy
na 19-tym). Jak to sie dzieje, ze komoérki NK uczg sie wtasnego HLA ?
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Dojrzewanie komérek NK z ich prekursorow

Dojrzewanie komoérek NK moze by¢ badane w hodowli. My badaliSmy réznicowanie
komérek NK z komérek macierzystych w hodowli in vitro i opisaliSmy po raz pierwszy etapy
dojrzewania komérek NK (Grzywacz, Kataria et al. 2006). Te same stopnie dojrzewania zostaty
opisane przez A. Freud (Freud, Yokohama et al. 2006) na bazie studiéw komoérek obecnych
w weztach chtonnych i migdatach gardiowych. Obydwa modele wskazujg na to, ze nabycie
zdolnosci cytotoksycznych jest zwigzane czasowo z nabyciem receptorow hamujgcych
CD94/NKG2A. Jak wspomniatem wczesniej, HLA-E jest obecne u kazdego i ma takg samg
budowe, zapewniajgc ,bezpieczenstwo” komoérek NK i zabezpieczajgc przed ich auto-
reaktywnoscia.



Roznicowanie komorek NK
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Naturalne komorki limfoidalne (Innate Lymphoid Cells)

Naturalne komorki limfoidalne — czyli nowa populacja komérek opisana w ostatnich
latach. W naszych eksperymentach z dojrzewaniem komoérek NK w hodowli z komodrek
macierzystych opisaliSmy etap posredni tuz przed uzyskaniem zdolnosci cytotoksycznych
(CD117 bright CD94(-)). We wszystkich eksperymentach ta populacja komérek zachowywata
sie z jednej strony jak niedojrzaty etap posredni, ale z drugiej strony czes¢ z nich nigdy nie
dojrzewata do kompletnych komérek NK a nawet obserwowalismy odrobine zmiany w kierunku
przeciwnym, Jak sie okazato pdzniej, w populacji tej znajdujg sie naturalne komorki limfoidalne
(Innate Lymphoid Cells). Komorki te zostaty w pewnym sensie odkryte na przestrzeni ostatnich
10 lat (Vivier, Artis et al. 2018). Jak do tego doszto ? Otéz polega to na tym, ze komérki tego
typu znajdujg sie przede wszystkim w tkankach organizmu. Wiekszo$¢ badan opierata sie na
komodrkach obecnych we krwi, a tych komoérek tam nie znajdziemy.

NK cell licensing — czyli licencja na ,,zabijanie”

NK cell licensing — czyli licencja na ,zabijanie” innych komorek jest zalezna od ekspresji
receptoréw hamujgcych (Kim, Poursine-Laurent et al. 2005). Komorki NK, ktére majg receptory
hamujgce, dla ktérych sg obecne ligandy HLA posiadajg zdolnos¢ do zabijania komorek, ktére
nie majg tego wiasnie ,wlasnego” HLA. W mysl tej reguty komérki NK, ktére nie majg
receptorbw hamujgcych dla witasnego HLA nie posiadajg ,licencji na zabijanie” i w
eksperymentach nie sg zdolne do zabijania innych komorek.

Komérki NK po przeszczepieniu szpiku kostnego — czyli jak brak wtasnego HLA na
komoérkach biataczki pomaga w efekcie leczniczym.

W przeszczepach komérek macierzystych szpiku w celu leczenia biataczki wykorzystuje sie
réznego rodzaju dawcow. Specjalisci z osrodka w Perugia (Wiochy) specjalizowali sie



w przeszczepach od dawcéw tylko w potowie zgodnych w HLA (haploidentycznych). To moze
by¢ matka lub ojciec, czasem rodzenstwo chorego. W leczeniu biataczki limfoblastycznej
najwiekszym zagrozeniem jest wznowa biataczki. Okazato sie, ze pacjenci ktorzy mieli ,brak
wilasnego HLA” z perspektywy komorek NK dawcy mieli mniejsze ryzyko wznowy biataczki
(Ruggeri, Capanni et al. 2002). Byt to bardzo przekonujgcy dowdd na to, ze komérki NK sg
w stanie efektywnie zapobiec wznowie agresywnych nowotworow hematologicznych, jakimi sg
biataczki.

Jak komorki NK pomagaja po
haploidentycznym przeszczepie szpiku
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Komérki NK majg zdolnos¢ do ADCC - w tym przypadku dziatajg jakby ,na polecenie”
specyficznego uktadu odpornosciowego. Jezeli limfocyty B wytworzg przeciwciata, ktore wigzg
sie z komorkg docelowg, komorki NK majg receptor CD16 | poprzez to przeciwciato bedag
aktywowane do ataku na oznaczong przeciwciatem komorke. Czy komorki NK odgrywajg role w
efekcie leczenia przeciwciatami takimi jak rituximab (przeciwciato przeciw CD20), ktére stanowi
podstawe w leczeniu chtoniakéw ? Wyniki naszych badan wskazujg, ze moze tak byc.

Zastosowanie komoérek NK w leczeniu biataczek.

Komorki NK sg skuteczne w zabijaniu komoérek biataczkowych, dlaczego by nie
zastosowac ich w leczeniu ? Specjalisci z Uniwersytetu stanu Minnesota zaczeli podawaé
komérki NK pacjentom z biataczkami (Miller, Soignier et al. 2005). Cala procedura jest
skomplikowana organizacyjnie — dobd6r dawcy (najczesciej haploidentyczny cztonek rodziny),
pobranie komoérek NK, oczyszczenie ich sposrod innych komorek, aktywacja przed podaniem -
to etapy tej procedury w duzym skrocie. W ostatecznym wyniku leczniczym wazne jest, czy
komorki NK przetrwajg w organizmie biorcy, czy dotrg do szpiku i czy bedg sie rozmnazac
w miejscu gdzie przebywajg komorki biataczki. My ostatnio przeanalizowaliSmy zagadnienie,
czy przetoczone komorki NK mozna wykryé w biopsji szpiku pacjentow pobranej w 2 tygodnie
po ich przetoczeniu. Zbadalismy, jaki to ma zwigzek z efektem leczniczym, czyli z remisjg lub



wznowg biataczki (Grzywacz, w druku). Z drugiej strony, na przestrzeni lat protokét leczniczy byt
modyfikowany poprzez zmiany, takie jak: podawanie interleukiny 2 lub interleukiny 15 po
transfuzji komérek NK, uprzednie napromieniowanie szpiku, podanie leku zeby wyeliminowac
limfocyty T regulatorowe dawcy i inne zmienne. Okazato sig, ze liczba komorek NK w szpiku
byta skorelowana z korzystnym wynikiem leczenia biataczki. Co wiecej, stwierdzilismy, ze
napromieniowanie niszy szpikowej przed ich podaniem (Total Body Irradiation) jak rowniez
eliminacja limfocytow T regulatorowych przy pomocy przeciwciata/toksyny przeciwko CD25
sprzyja przetrwaniu komoérek NK w szpiku biorcy.

Przyszte kierunki immunoterapii przy uzyciu komoérek NK.

Roznicowanie komoérek NK z komorek macierzystych jest mozliwe w hodowli
laboratoryjnej. Komorki NK, ktore sg w ten sposéb ,fabrykowane” z embrionalnych komorek
macierzystych maja dobre zdolnosci cytotoksyczne wobec biataczek i innych nowotworow
(Woll, Grzywacz et al. 2009). Co wiecej, laureat Nagrody Nobla S. Yamanaka pokazat jak przy
pomocy 4 czynnikébw mozna przeobrazi¢ komorke ciata takg jak np. fibroblast pobrany z tkanki
podskornej w komorke IPS (Induced Pluripotent Stem cell) — indukowang komérke podobng do
embrionalnych (Takahashi, Tanabe et al. 2007). W chwili obecnej z takich wyindukowanych
komorek macierzystych produkuje sie komorki NK (Saetersmoen, Hammer et al. 2018). Tak
uzyskane komorki NK dostepne sg w o wiele wigkszej liczbie niz konwencjonalne komorki NK.
Co wiecej, mozna je tatwo modyfikowac¢ poprzez dodawanie lub odejmowanie receptoréw i
innych czynnikow wptywajgcych na aktywnos$¢. Umozliwi to produkcje komorek NK w duzej
ilosci, a jak wykazaty nasze badania jest to jeden z kluczy do sukcesu terapeutycznego.

Podsumowanie

Przedstawie podstawowe zasady dziatania komoérek NK i etapy ich dojrzewania.
Omoéwione bedg przyktady zastosowania komérek NK w leczeniu choréb nowotworowych i jak
zrozumienie zasad ich dziatania pomaga w skutecznym zastosowaniu w terapii. Ponadto
przedstawie nowe kierunki, w ktoérych wykorzystujemy znajomos¢ zjawiska pamieci
immunologicznej komorek NK i inzynierii ich dojrzewania z komérek macierzystych do produkciji
nowej generacji komoérek NK z zamiarem ich wykorzystania w leczeniu nowotworow.
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