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NK buriky a KIR receptory: jejich vyznam v transplantacich hematopoetickych

kmenovych bunék u leukemii

Abstrakt

Tato bakalafska prace pojednava o vyznamu NK (natural killer) bun€k u leukémii. Je zamétena na
strukturu a reaktivitu NK bunék, a ptfedevsSim pak na transmembranové KIR receptory (killer cell
immunoglobuline-like receptors) NK bunék, které hraji dalezitou roli v likvidaci leukemickych bunék
(reakcei Stépu proti leukemii, GvL) a tedy v celkové prognoze nemoci. Aktivacni a inhibi¢ni receptory
KIR svou kooperaci idi cytotoxickou aktivitu NK bunék. Typizaci genti pro KIR receptory u darcii
hematopoetickych kmenovych bunék tak lze predpoveédét uspésnost 1€cby. Vysetreni geni KIR se

vyuziva predevsim u pacientdi diagnostikovanych akutni myeloidni leukémii.

Kli€ova slova: KIR receptor, NK buiiky, transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, HSCT,
leukémie, donor, recipient



NK cells and KIR receptors: their importance in haematopoietic stem cell

transplantations in leukemia

Abstract

This bachelor thesis discusses the importance of NK (natural-killer) cells in leukemias. It focuses on
the structure and reactivity of NK cells, and especially on transmembrane KIR receptors (killer cell
immunoglobulin-like receptors) of NK cells, that play an important role in the elimination of leukemic
cells (graft-versus leukemia reaction, GvL) and thus in the overall prognosis of the disease. Activation
and inhibitory receptors of KIR, by their cooperation, control the cytotoxic activity of NK cells. Thus,
the typing of KIR receptor genes in hematopoietic stem cell donors can predict treatment success. KIR

genes examination is mainly used in patients diagnosed with acute myeloid leukemia.

Keywords: KIR receptor, NK cells, haematopoietic stem cell transplantation, HSCT, leukemia,

donor, recipient
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Kapitola 1
Uvod

Ptirozen¢ zabijecské (natural killer, NK) bunky jsou jednou z populaci lymfocyti. Diky svym
cytotoxickym granulam jsou schopny nicit virem napadené a nadorové transformované burnky. Tato
jejich schopnost je dilezita pro 1écbu leukémii, nebot’ nékteré receptory NK bunék jsou schopné pfi
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék rozpoznat chybé&jici nebo snizené mnozstvi svych
ligandd, MHC (major histocompatibility complex) antigeni 1. tfidy, na leukemickych bunkach a
nasledn¢ je lyzovat. Receptory pritomné na darcovskych NK bunkach tedy ovliviiuji pribéh
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék ve smyslu reakce $tépu proti leukémii (graft versus
leukemia, GvL) a tim se podileji na celkovém prubéhu lécby a dlouhodobé prognéze nemoci. NK
bunky také mohou ovliviiovat ptihojeni transplantatu prostfednictvim reakce hostitele proti Stépu (host
versus graft, HvG) a §tépu proti hostiteli (graft versus host disease, GvHD).

NK buniky exprimuji mnoho typi receptorti podilejicich se na obrané organismu. Podle typu
reakce, ktera je vyvolana po setkani daného receptoru s odpovidajicim ligandem, rozeznavame
skupinu aktiva¢nich a skupinu inhibi¢nich receptord. Predevsim pro 1écbu akutni myeloidni leukémie
jsou zésadni receptory imunoglobulinové povahy, tzv. killer immunoglobulin-like receptory (KIR).

KIR receptory jsou transmembranové proteinové struktury, které¢ se podle poctu imunoglobulinu
podobnych domén déli na 2D a 3D skupinu. Dale je rozliSovana délka jejich cytoplasmatickych
ocaskli ovliviiyjicich aktivitu receptorti ve smyslu aktivace nebo inhibice cytotoxické aktivity NK
bunek. Do soucasnosti bylo objeveno 17 riiznych KIR receptora.

Geny KIR receptort jsou lokalizovany na chromozomu 19 a vykazuji stejn€¢ jako geny MHC
glykoproteinti, resp. HLA, vysoky polymorfismus, ktery mé za nasledek rozdilné frekvence alel napfti¢
populacemi a rozdilnou afinitu KIR receptort k jejich ligandiim. Haplotypy A a B KIR genl maji
specifické centromerické a telomerické genové motivy. Nékteré z t€chto motivi u darcti maji pozitivni
pfinos pro pribéh transplantace hematopoetickych kmenovych bunék. NejlepSich vysledktu je
dosahovano pfi transplantacich s inkompatibilitou KIR a MHC tt. I ligandi darce a pfijemce a od B/B

homozygotnich darca.



1.1 Cile a struktura prace

Hlavnim cilem této prace je popsat KIR receptory NK buné€k, které¢ hraji dalezitou roli v
aloreaktivité téchto bun€k. Tyto imunoglobulinu podobné receptory, tzv. KIR, jsou kdédovany KIR
geny. Poslanim prace je popsat NK buiiky jako takové, receptory NK buné¢k, edukaci NK bunék, a
predevsim pak funkci NK bunék v obrané¢ pied nadorovym bujenim lymfocyti za pomoci KIR
receptortl.

Prace popisuje jednotlivé haplotypy KIR genu a jejich vliv na prognédzu 1é¢by leukemii. Dale prace
pojednava o reakcich KIR receptort s leukemickymi bunkami hostitele v piipad¢ alogenni
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék. Cast prace dava do kontextu vyvoj transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék s objasnénim vyznamu reaktivity NK bun¢k proti leukemickym
blastim. Samostatna kapitola se zaobira vybranymi KIR geny a jejich alelami a také vySetienim KIR
genll a jeho pfinosem u riznych hematoonkologickych diagnéz, predevsim akutni myeloidni

leukemie.



Kapitola 2
NK bunky

2.1 Vlastnosti NK bunék

NK buiiky jsou velké granuldrni lymfocyty. Vyvijeji se z lymfoidnich progenitorovych bunék a
maji ptivod v kostni dfeni. Hlavnim mistem vyskytu zralych NK bunék je periferni krevni obéh, kde
tvofi asi 10-15 % vSech lymfocytd (Middleton a Gonzelez, 2009). Progenitory NK bunék byly
nalezeny i v dalSich tkanich jako je brzlik, lymfatické uzliny, tonsily, déloha ¢i jatra. Jejich dysfunkce
vede k rozvoji mnohych nemoci od infek¢énich onemocnéni po maligni nddory (Cichocki, 2014).

NK buiiky jsou typem bilych krvinek zajistujicich svou cytotoxickou aktivitou podobné jako
cytotoxické T lymfocyty imunitni dohled piedev§im nad viry napadenymi a nadorove
transformovanymi buiikami. Pfispivaji také vyznamn¢ k vaskularizaci placenty a remodelaci tkani
(Hanna et al., 2006). Obvykle jsou povazovany za slozku bunééné vrozené imunity, protoze nesou na
svém povrchu antigenné nespecifické receptory. Na druhou stranu mohou byt fazeny i mezi slozky
adaptivni imunity diky schopnosti paméti a zvySené reaktivité pii op&tovném setkani s patogenem
stejné jako to dokazou cytotoxické T lymfocyty a B lymfocyty (Sun et al., 2009). Jsou schopné
rozpoznat snizenou nebo chybéjici expresi antigent MHC 1. tfidy na povrchu abnormalnich bunék (viz
kapitola 2.4). V tomto ohledu se funkéné dopliiuji NK bunky s T lymfocyty v pfipadé, ze ty nejsou
schopné takto transformované buiky rozpoznat.

Typicky fenotyp bunécného povrchu odlisujici lidské NK buiiky od jinych lymfocyti na
pritokovém cytometrickém analyzatoru ukazuje nepfitomnost CD3', ¢imZ se odliSuje od T bunék a
expresi CD56, 140 kDa izoformu molekul adheze nervovych bunék (the neural cell adhesion
molecule, NCAM) nalezenych na vét§iné NK bunck a mensiné T bunék (Ritz et al., 1988).

V periferni krvi mohou byt identifikovany dvé riizné podmnoziny zralych NK buné€k na zakladé
density CD56 exprimovanych na jejich povrchu. Je to molekula patfici do imunoglobulinové rodiny a

je archetypalnim fenotypovym markerem pfirozené¢ zabijecskych bunck (van Acker et al., 2017).

I CD, zkr. pro cluster of differentiation — diferenciatni skupina molekul na povrchu bun&k majici stejnou
antigenni determinantu



Zatimco CD56%™ v krvi vysoce pievazuji, mensina (5-15 %) je reprezentovana CD56°1&!,
CD56%m NK butiky jsou CD16P* KIRP®™23 CD94P (parované bud’ s NKG2A nebo NKG2C, viz
podkapitola 2.3.2), zprostfedkovavaji cytotoxické odpovédi a uvoliuji cytokiny. CD56°" NK buiky
jsou CD16™# KIR"® CD94/NKG2AP* jsou necytolytické a produkuji vysoké hladiny prozanétlivych
cytokint (Romagnani et al., 2007; Moretta, 2010). Existuje nékolik diikazli pro to, ze CD56"¢" dava
vzniknout bufikim CD56%™ NK buiikam (Freud et al., 2017).

2.2 Aktivita NK bunék

NK-buiiky jsou schopné cytolytické aktivity diky specifickym aktivaénim membranovym
receptorim. Po stimulaci NK buiky sekretuji mnozstvi cytokinl zahrnujici interferon y (IFN-y), tumor
nekrotizujici faktor (TNFa) ¢i granulocytomakrofagovy kolonie-stimulujici faktor (GM-CSF).
Sekretuji také chemokiny jako je chemokinovy ligand 3 (CCL3), CCL4 and CCLS5. (Fauriat et al.,
2010; Walzer et al., 2005). Ty jsou schopné aktivovat buniky prezentujici antigen (APC), tj. makrofagy
a dendritické buiiky. NK builkky exprimuji granula obsahuji perforin a granzymy, které je
predpokladem k masivni lyze cilovych bunék (Chiang et al., 2013).

Aktivita NK bunék je regulovana interakcemi s ostatnimi butikami imunitniho systému jako jsou T
lymfocyty, dendritické buiiky a makrofagy. IFN typu I, IL-12, IL-18 a IL-15 jsou moznymi aktivatory
NK bunécné efektorové funkce (Walzer et al., 2005). Cytotoxicka aktivita NK bunék je znacné
regulovana také inhibi¢nimi receptory, které se vazou na MHC 1. tfidy molekuly na cilovych bunkach.

NK bunky skrze své receptory rozpozndvaji jednak cizi antigeny — jedna se o tzv. ,nonself
recognition*, dale zvySena mnozstvi proteinti pochézejicich z vlastnich nadorové transformovanych ¢i
infikovanych bun¢k, tzv. stresem indukovanych — ,self recognition, a také rozpoznavaji vlastni
bunky produkujici proteinové molekuly ve snizeném mnozstvi (tzv. downregulace) v dusledku
transformace ¢i infekce - tzv. ,,missing self recognition (Walzer et al., 2005). Tento model a moznosti
jeho vlivu na reaktivitu NK buné¢k popisuje obrazek 1.

Missing self recognition je hlavnim mechanismem rozpoznavani leukemickych bunék KIR
receptory. Bylo zjisténo, Zze downregulace nebo chybéni MHC 1. tfidy nesta¢i NK bunkam k aktivaci
jejich cytotoxicity. Ke stimulaci reakce jsou potieba aktivacni receptory a jejich ligandy, které se

nachazeji nejen na T a B lymfoblastech, ale i na dal$ich (zralych) bunkach kostni diené (Raulet, 2006).

2 dim znamena v prekladu Sery, bright zn. jasny
3 pos zn. pozitivni, neg zn. negativni



Obr. 1:  Rozpozndvdni antigenii NK buiikami a jejich reaktivita
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Poznamky:
(A) Tolerance NK bunék zavisi na inhibi¢nich signadlech MHC 1. tfidy exprimovanych zdravymi bunikami, které
se vazou s KIR nebo NKG2A, a na minimalnim mnozstvi aktivacnich signald, které spolecné vedou k toleranci.
Maligni transformace nebo virova infekce podporuje usmrcovani cilovych bunék downregulaci exprese MHC
ttidy I a upregulaci signalt aktivacnich receptor NK bunék. (B) Ackoli v neékterych pfipadech nedochazi k
MHC downregulaci, mize NK burika stale zabijet cilové buiiky diky zméné rovnovahy upregulaci aktivacnich
ligandti zuptisobené stresem. (C) Rovnovaha mezi inhibici a aktivaci mize byt ovlivnéna pfi transplantacich
vybérem darct, ktefi budou reagovat na chybéjici vlastni HLA tfidu I u HLA neshodnych pfijemci.
(upraveno dle Cooley, Parham a Miller, 2018)

2.3 Receptory NK bunék

Efektorové funkce NK bunck jsou zprostiedkovavany a regulovany limitovanym mnoZzstvim
povrchovych receptort, které jsou kdédovany v zarodecné linii té€chto bunék (Vivier et al., 2011).
Aktivaéni receptory interakci s prislusnym ligandem indukuji vyliti cytotoxickych granul z NK bunky.
Tuto aktivaci NK bunék vyvazuji tzv. inhibi¢ni receptory, které se vazou na MHC antigeny 1. t¥idy
zdravych bunék; vyuzivanim spole¢né drahy pro efektorové funkce NK bun€k zabranuji jejich
cytotoxické aktivité (Long, 2008).

Souhrou funkci aktivacnich a inhibi¢nich receptorit jsou NK buiiky schopny imunitniho dozoru
nad bunkami s potlacenou expresi MHC 1. tfidy (missing self recognition, viz kapitola 2.2). Touto
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schopnosti pfirozené cytotoxicity (,,natural killer) NK bunky dopliiuji imunitni funkci T lymfocytl
(Ljunggren a Kirre, 1990). Kromé toho exprese nizkoafinitniho Fc receptoru CD16 na NK burkach
zprostiedkovava bunécnou cytotoxicitu zavislou na protilatkdch (antibody-dependent cellular
cytotoxicity, ADCC). V zéavislosti na reakcich B lymfocyti mtize ADCC téz pfispét k imunosupresi
infikovanych bunék (Cichocki et al., 2015).

Na lidskych NK bunkach bylo doposud nalezeno osm rtznych aktivacnich receptord, pét
imunoglobulinu podobnych a tfi lektinu podobné. Skupina inhibi¢nich receptori zahrnuje
imunoglobulinovou nadrodinu KIR receptori, imunoglobulinu podobné transkripty (immunoglobulin-

like transcripts, ILT) a lektinu podobné receptory NKG2A/NKG2B (tab. 1).

Tab. 1: Receptory exprimované na lidskych NK buijikdach

Receptor Ligand Funkce
Aktivacéni receptory  CD16 Fec (IgG) ADCC receptor
NKp46 Virovy HA, HSPG Receptory ptirozené

cytotoxicity (natural
cytotoxicity receptors,

NCR)

NKp44 Virovy HA

NKp30 BAT-3, HSPG, B7-H6

KIR-S HLA-C,B Receptory pro HLA I ¢i
pribuzné molekuly

CD94/NKG2C HLA-E

CD94/NKG2E HLA-E

NKG2D ULBPs, MICA, MICB

CD160 HLA-C

CD244(2B4) CD48 CD2 rodina

CD2 CD48, CD58

NTB-A NTB-A

CSl1 CSl1

DNAM-1 (CD226) CD112, CD155 Receptory pro nektiny ¢i
nektinu podobné
molekuly

CD96 CD155

CD95 C8, C9

Inhibicni receptory KIR-L HLA-C,BaA Tolerance vlastnich

bun¢k

ILT HLA L tfidy

CD94/NKG2A HLA-E

CD94/NKG2B HLA-E

SIGLEC7,9 Kyselina sialova

Poznamky:

BAT-3 — HLA-B asociovany transkript 3, HA — hemaglutinin, HSPG — heparansulféat proteoglykany, ULBPs —
UL16 vazebné proteiny, MIC — MHC tf. I polypeptidu piibuzna sekvence, NTB-A — NK-T-B antigen,
DNAM-1- DNAX priidatné molekuly, ILT — immunoglobulin-like transkripty

(upraveno podle Lee, Kang a Cho, 2017)



Intracelularni signalizace jak aktiva¢nimi, tak inhibi¢nimi receptory je zaloZena na jejich
nekovalentni asociaci s intracytoplazmatickymi motivy tyrosinu (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motifs, ITIMs) v ptipad¢ inhibi¢nich receptort, stejné¢ jako s transmembranovymi
adaptorovymi DAP-12 molekulami s ITAM motivem (immunoreceptor tyrosine-based inhibition

motifs) v ptipade¢ aktivacnich receptorti (Lee, Kang a Cho, 2017).

2.3.1 HLA specifické inhibi€éni receptory

Receptory interagujici s MHC 1. tfidy, resp. HLA 1. tfidy ligandy jsou tzv. inhibi¢ni. Tento typ
inhibi¢nich receptorti brani NK buitkdm zattocit proti vlastnim buiikdm s normalnimi antigeny MHC
I. tfidy, zatimco buiky s pozménénymi ¢i chybé&jicimi MHC 1. tfidy antigeny jsou diky témto
receptoriim rozpoznany jako Skodlivé a urcené k cytolyze NK bunkami (Thielens, Vivier, Romagné,
2012).

U cloveka lze nalézt dva hlavni typy inhibi¢nich receptorti vazicich se s HLA 1. tf¥idy. Jsou to
inhibi¢ni KIR receptory imunoglobulinové povahy specifické pro epitopy sdilené skupinami HLA-A,
HLA-B a HLA-C antigent klasické skupiny MHC ti. I. Dale se jedna o CD94/NKG2A receptory,
heterodimerni struktury ptibuzné C-lektiniim. Ty rozeznavaji HLA-E pattici do MHC I ,,neklasické®
skupiny, jez prezentuji ve vedouci sekvenci peptidy klasickych molekul MHC I. tfidy (Sullivan et al.,
2008).

Oba typy receptorti vykazuji inhibi¢ni motivy imunoreceptort zaloZzenych na tyrosinu (ITIMs);
ITIMs jsou tyrosin-fosforylovany pii zesitovani a rekrutuji tyrosin-fosfatdzy, které defosforyluji
aktivacni adaptorové molekuly a ukoncuji aktivaci NK buné¢k (Thielens, Vivier a Romagné, 2012).

Bunky, které neexprimuji inhibicni receptory, zlstavaji anergni a nereaguji na zdravé autologni

buiiky (Falco et al., 2019).

2.3.2 HLA nespecifické aktivaéni receptory

Vedle HLA specifickych receptorti exprimuji NK buiky jinou dilezitou sadu receptord a
koreceptorti, které hraji centralni roli pfi aktivaci NK bunék po interakci se specifickymi ligandy na
cilovych burkach, které se na vlastnich zdravych buiikach vyskytuji zfidka. Hlavni NK-aktivacni
receptory, které se podileji na indukci rozpoznavani a usmrcovani rakovinovych bunék, jsou
reprezentovany receptory prirozené cytotoxicity NCR (zahrnujicimi NKp46, NKp44 a NKp30),
NKG2D (CD314), DNAM-1 (CD226), 2B4 (CD244) a CD16. Zatimco NKp46 a NKp30 jsou
pritomny i na neaktivovanych NK bunkach a udrzovany po aktivaci, exprese NKp44 je omezena na
aktivované NK bunky (Thielens, Vivier a Romagné, 2012; Falco et al., 2019).

Obecné jsou ligandy téchto receptori zmnozovany ¢i de novo exprimovany na stresovanych
bunkach. NKp30 receptor rozeznava B7-H6 ligandy, NKp44 interaguje s MLL5 ligandem. Pro
NKp46, jenz je hlavnim zabijeCem leukemickych blasti, nebyl zatim Zadny membranoveé vazany

lymfocytarni ligand objeven (Falco et al., 2019).



NKG2D receptor se specificky vaze na MICA/B a ULBP a DNAM-1 je specificky vazan s PVR
(polio virus receptorem) a nektinem-2, jez jsou slozkami bunéénych spojeni (Bauer et al., 1999; Pende
et al., 2005). CD16 zprostiedkovava protilatkove zavislou cytotoxicitu NK bunék.

Funkce téchto hlavnich aktivacnich receptort mize byt amplifikovana receptory rodiny SLAM
(receptory pro morbillivirus), silnou agonistickou roli hraji také interakce toll-like receptoriit (TLR) se
svymi ligandy (Sivori et al., 2010; Claus et al., 2018).

Kone¢na aktivace NK bunék je fizena kvantitativni rovnovahou mezi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi

signaly (Thielens, Vivier a Romagné, 2012).

2.4 Edukace a tolerance NK bunék

Mechanismem regulujicim reaktivitu NK bunék je exprese pouze malého mnozstvi ligandi
aktivacnich NK receptorti na zdravych bunkach tak, aby nedochazelo k autoreaktivité (Thielens et al.,
2012; Orr, Lanier, 2010). Dale je reaktivita, resp. tolerance, regulovana pomoci edukace NK bun¢k
(Thielens et al., 2012).

Edukaci NK bun¢k, tj. uceni se reagovat na bunky postradajici vlastni MHC I ligandy, zajist'uji
inhibi¢ni receptory béhem vyvoje v kostni dfeni. Vznik rizné miry tolerance vysvétluje nékolik
hypotéz. Prvni z nich pfedpoklada, ze vSechny NK buriky jsou zprvu necitlivé a teprve kontakt s MHC
I antigenem je aktivuje na kompetentni efektorové bunky (Kim et al., 2005). Dalsi hypotéza naopak
popisuje NK buitky jako primarné citlivé, které pokud nejsou osazeny inhibi¢nimi receptory,
chronickou stimulaci normalnimi buiikami se stavaji nereaktivnimi (Gasser a Raulet, 2006).

Nejnovejsi hypotézou mechanismu edukace bunc€k je tzv. reostat model (obr. 2). Inhibicni
(hlodav¢i Ly49 nebo lidské KIR) receptory zralé NK builky interaguji s MHC I antigeny vlastnich
bunck a ustanovuje se jejich reaktivita prostfednictvim regulace mnozstvi inhibi¢nich a aktiva¢nich
receptorti exprimovanych na NK bunce. Roli hraje také afinita inhibi¢nich receptord k vlastnim MHC
I. Bunky s vice inhibi¢nimi receptory, které se za vyvoje stfetly s vlastnim MHC tf. I antigenem,
budou reagovat citlivéji v pripadé missing self interakce nez bunky s jednim nebo zadnym inhibi¢nim

receptorem (Joncker et al., 2009).



Obr. 2:  Ladéni reakce NK bunék: Reostat model

Stietnuti s normalni burikou Rovnovaha signali Mira citlivosti
béhem vyvoje in vivo pfi stfetnuti
Normalni burika NK burika

<= Aktivacni ligand <+ Aktivagni

receptor

Bl Viastni MHCt. 1 D) Inhibiéni

receptor

Poznamky:

Béhem vyvoje jsou NK buiiky vystaveny inhibi¢nim a stimula¢nim interakcim s normalnimi bunikami (levy
sloupec). Rovnovaha signali pii setkavani s normalnimi buiikami (stfedni sloupec) ustavuje stav citlivosti NK
bunék (pravy sloupec). A — Stimulac¢ni signaly z normalnich buné€k jsou potlaceny signaly inhibi¢nimi, kdyz je
na vyvijejici se NK bunice koexprimovano nékolik inhibi¢nich receptori, coz ji umoziiuje dosdhnout stavu
vysoké citlivosti. B — Exprese jednoho receptoru pouze ¢aste¢né odvraci stimulacni signaly, takze rezidualni
perzistentni stimulace indukuje ¢astecnou hyporeaktivitu. C — Pokud nejsou exprimovany zadné inhibic¢ni
receptory, silna trvala stimulace vyvolava vétsi hyporeaktivitu. Reakce NK bunék je tedy ladény na kvantitativné
odlisné hladiny citlivosti mnoZzstvim inhibi¢nich a stimulaénich interakci, kterym jsou buiiky vystaveny béhem
vyvoje. (upraveno podle Joncker et al., 2009)



Kapitola 3
KIR receptory

3.1 KIR geny

Genovy komplex kodujici KIR receptory se nachdzi na chromozomu 19q13.4 v komplexu
leukocytového receptoru (leukocyte receptor complex, LRC, obr. 3). Na populacni urovni je tento
komplex velmi riiznorody, se zna¢nou variabilitou v genetickém obsahu KIR haplotypt, stejné jako se
vyznacuje vyznamnym polymorfismem v ramci jednotlivych KIR genti (Wende et al., 1999;
Trowsdale, 2001).

Doposud bylo objeveno 17 KIR genti — devét inhibi¢nich gend (2DL1/L2/L3/L4/L5A/LSB,
3DL1/L2/L3), Sest aktivacnich gent (2DS1/S2/S3/S4/S5, 3DS1) a dva pseudogeny (2DP1, 3DP1) —
rozdélenych dle haplotypu do skupiny A (KIR A) a skupiny B (KIR B). AvSak pocet téchto gend v
ramci populace je variabilni a stejn¢ tak alely téchto genti jsou vysoce polymorfni (Trowsdale, 2001).
Alelicka diverzita je generovana bodovou mutaci a/nebo homologni rekombinaci, ale relativni
prispévek téchto dvou mechanismu se li§i mezi jednotlivymi KIR geny. Alelicky polymorfismus byl
popsan pro vsechny KIR geny kodujici aktivacni receptory i inhibicni specifické receptory pro HLA
tf. I a nejrozsahlejsi je pro KIR3DL1, KIR3DL2 a KIR3DL3 (Kwon et al., 2000; Gardiner et al., 2001;
EBI, 2019a%). K listopadu 2018 bylo otypizovnano 977 alel vSech KIR genii celkem na 1224 buiikach
(EBI, 2019¢°).

4 Dostupné z https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html

5 Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html
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Obr. 3:  RozSifeny komplex leukocytového receptoru (19q13.4) a KIR haplotyp

Chromosome 19

19p13.3

19p13.2

19p13.13

19p13.12
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19p12
19p11
19911
19912
19913.11
19913.12
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19q13.2
19913.31

19913.32

19q13.4

1913.43

Poznamky:

KIR geny jsou kodovany v rozsahu 150 Kb 1M v oblasti dlouhého LRC na chromozomu 19. Rozsifeny LRC
také obsahuje geny kodujici DAP adaptérové proteiny, CD66 antigeny, stejné jako SIGLEC, FcGRT, LILR,
LAIR, FcAlphaR a NCRI1 receptory. Prototypova skupina KIR je zobrazena v pravé ¢asti obrazku — modré

—

— \

Extended LRC

-
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NCR1
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ramecky oznacuji ramcové (framework) geny, fialové jsou pseudogeny, ¢ervené ramecky oznacuji inhibi¢ni KIR
a zelené ramecky predstavuji geny aktivaénich KIR. (pfevzato z EBI, 2019b°)

3.1.1 KIR A a B haplotypy

Lidské KIR geny jsou distribuovany do centromerické a telomerické oblasti KIR lokusu na
chromozomu 19. Ob¢ oblasti jsou tvofeny odliSnymi geny (Parham a Moffett, 2013; obr. 4). Podle
toho, které geny se vyskytuji v kazdé z oblasti, je mozné KIR genotypy rozdélit do dvou Sirokych
haplotyp A a B. Oba haplotypy sice vykazuji variabilitu v poctu i typu KIR gentl, ale obsahuji ¢tyfi
ramcové geny, které jsou, az na vyjime¢né piipady, pfitomné u kazdého ¢lovéka. KIR genovy shluk
(cluster) je ohrani¢en KIR3DL3 na centromerickém konci, KIR3DL2 na konci telomerické oblasti a
KIR3DP1 a KIR2DL4 uprostied (Martin et al., 2000; Vilches a Parham, 2002) (viz obr. 4). Tyto ¢tyii

ramcové geny vymezuji dvé variabilni oblasti, kde jsou umistény zbyvajici KIR geny (Hsu et al.,

2002).

® Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/images/figure_01.png
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Obr. 4:  Poiadi KIR genii v KIR lokusu

Human KIR gene family
KIR JOL3 IDSE ZDLYS IDLSE DG5S IDPL IDLL 3DPL IDL4 3DLLSSL IDLSA  IDS3SS  IDS1 IDSd 3DLR

madih 3 ey p e m o mkimCigly- -
c1 Cc2 Bwd

HLA L] C1 CLCI A1l
specificity c2 All

Poznamky:

Horni linearni diagram ukazuje potadi lidskych KIR gend v lokusu KIR na lidském chromozomu 19 a
fylogenetické linie, ke kterym patii (linie KIR I, II, IIT nebo V). Pod genovymi poli jsou zobrazeny epitopové
specificity HLA tfidy I koédovanych receptorti. Netu¢ny typ oznacuje receptor, ktery rozpoznava pouze nekteré
alotypy HLA nesouci tento epitop. Radmecky pro geny kddujici inhibi¢ni receptory jsou vybarveny oranzove,
ramecky pro geny kodujici aktivaéni receptory jsou vybarveny bézové a ramecky odpovidajici pseudogentim
jsou vybarveny Sed¢. Spodni linearni diagram ukazuje ramcové geny a centromerické a telomerni oblasti
variability genového obsahu, které lemuji a definuji. (prrevzato z Parham a Moffett, 2013)

Framework I:I-G—Centrnmerit region

Haplotypy skupiny A jsou ve své genové organizaci obecné malo variabilni, zahrnuji vSechny Ctyfi
ramcové geny a dale také KIR2DL 1, KIR2DL3, KIR3DL 1, KIR2DS4 a KIR2DP1. Haplotypy skupiny
B vykazuji mnohem vétsi variabilitu v kombinacich genti KIR a jsou charakterizovany piitomnosti
jednoho nebo vice geni KIR2DL2, KIR2DLS5SA/B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3/KIR2DSS a
KIR3DS1 (Marsh et al., 2003; Martin et al., 2004; obr. 5).

Obr. 5:  P#iklad poradi genii plné osekvenovanovaného KIR haplotypu A a B

Haplotype A
30L3 Z0OL3 :L:f” 20L1 3pM™M 2004 301 2054 o |
Haplotype B

ADLs 2082 2DL2 3DPt 2004 DBl ZDLS  2D85 2DS1 3DL2

Poznamky:

Geny jsou uspofadany v poradi od centromerické oblasti smérem k telomerické. Kazdy gen je 10-16 kb dlouhy a
oddéleny od dalsiho sekvenci o délce okolo 2 kb, krom unikatni sekvence sousedici s 2DL4 smérem

k centromete chromozomu, ktera je 14 kb dlouhy. (prevzato z Carrington a Norman, 2003)

Haplotypy skupiny B jsou mnohem vice variabilni i v poCtu pfitomnych genti. Jsou tvofeny jednim
az péti aktivacnimi KIR (tj. KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 a KIR3DS1) a mohou
inkorporovat inhibi¢ni KIR geny, o kterych je znamo, ze chybi v haplotypech skupiny A (tj. KIR2DL2
a KIR2DLS), (Uhrberg, Parham a Wernet, 2002). Pomoci techniky genotypizace KIR pouZivané v
analyze segregace genll v ramci rodin bylo definovano vice nez 40 odlisnych haplotypd skupiny B
(Gémez — Lozano et al., 2002; Uhrberg, Parham a Wernet, 2002; Hsu et al., 2002; Khakoo a
Carrington, 2006). Seznam vSech dosud osekvenovanych KIR haplotypii 1ze nalézt na webové strance

Evropského institutu bioinformatiky, ktery je soucasti Evropské laboratofe molekuldrni biologie (EBI,

2019f7).

" Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/sequenced_haplotypes.html
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3.1.2 Organizace KIR gent a struktura jejich proteinovych produktt

Celkova délka KIR genti se pohybuje mezi 4 a 16 Kb a obsahuje 4 az 9 exoni. KIR geny jsou
déleny do tfi skupin podle jimi kodované struktury proteinovych molekul. Jsou to KIR2D geny typu I,
které koduji dvé extracelularni imunoglobulinové domény s konformacemi D1 a D2. Dale jsou to
strukturné odlisné KIR2D geny typu Il kodujici extracelularni proteinové domény s konformacemi D0
a D2 a treti skupinou jsou KIR3D geny s tfemi doménami DO, D1 a D2 (Vilches a Parham, 2002;
obrazek 6).

Obr. 6:  Struktura domén KIR receptorii

KIR2DL KIR2DS KIR20L KIRZDL KIR3DL KIR3DS
type 1 type 1 type 2 type 2

o) o) =) m) W)

) =) =) w) o) o

cytosol
D2 j (]
K LR K
Ly sl KIRZDS1 Lol Ly Lyl KIR3DS1
KIRZDS2
ECM Yol wiRr2Ds3 -l FYod
KIRZDS4
KIR2DSS
KIRZDL1 KIR2DL4 KIR2DLSA KIR3DL1
KIR2DL2/3 KIR2DLSE KIR20L2
KIR30L3

Poznamky:

KIR geny jsou ¢leny Ig-nadrodiny a exprimuji molekuly bud’ se dvéma nebo tiemi extracelularnimi doménami
podobnymi Ig. Cytoplazmatické domény inhibi¢nich receptorti obsahuji sekvence ITIM (I/ VxYxxL/ V). ECM —
extracelularni matrix, (upraveno podle Carrington a Norman, 2003)

Geny KIR2D typu I, které zahrnuji pseudogen KIR2DP1 stejné jako geny KIR2DLI-3 a
KIR2DS1-5, maji osm exonl a taktéz obsahuji sekvenci pseudoexonu 3. Tento pseudoexon je v typu I
KIR2D inaktivovan (Colonna a Samaridis, 1995; Wagtmann et al., 1995; EBI, 2019a).

Geny KIR2D typu II zahrnuji KIR2DL4 a KIR2DLS a je pro né charakteristicka delece oblasti
odpovidajici exonu 4 ve vSech KIR. Kromé toho se geny KIR2D typu II lisi od geni KIR2D typu I
tim, Ze maji translatovany exon 3, zatimco geny KIR2D typu I maji na stejném misté netranslatovanou
sekvenci pseudoexonu 3 (viz vySe), (Selvakumar, Steffens a Dupont, 1996; Vilches et al., 2000).

Geny KIR3D maji devét exonl a zahrnuji strukturné ptibuzné geny KIR3DL1, KIR3DSI,
KIR3DL2 a KIR3DL3. Nukleotidové sekvence KIR3DL2 jsou nejdelsi ze vSech gent KIR. Ve
skupiné KIR3D se vSechny ¢tyfi KIR geny lisi v délce exonu 9, oblasti kddujici cytoplazmaticky
ocasek (Colonna a Samaridis, 1995; Torkar et al., 1998; Dohring, Samaridis a Collona, 1996).
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Nezavisle na poctu extracelularnich domén se struktura KIR receptorti lisi také délkou
intracytoplasmatickych domén. Domény jsou bud’ kratké (oznacované jako ,,S*-short) nebo dlouhé
(oznacované jako ,,.L*“- long). KIRy s dlouhymi doménami maji inhibi¢ni funkci, protoze obsahuji 2
ITIM motivy tvofené sekvenci aminokyselin /'VxYxxL/V (obr. 6).

Vyjimkou je KIR2DL4, ktery obsahuje pouze jeden N-terminalni ITIM. Kromé toho KIR2DL4
také obsahuje nabity zbytek (arginin, R) ve své transmembranové doméné€, coz je znak, ktery
umoziuje, aby tento receptor vyvolaval jak inhibi¢ni, tak aktivacni signaly (Maxwell et al., 2002).
Kratké domény KIRU zajistuji aktivacni funkce interakci s adaptorovou molekulou DAP-12, kterd

obsahuje ITAM aktiva¢ni motivy (Olcese et al., 1997; Lanier et al., 1998).

3.2 Inhibiéni KIR receptory a jejich ligandy

Inhibi¢ni receptory NK bunék jsou hlavnimi zprostfedkovateli a regulatory funkce NK bungk.
Uloha inhibi¢nich KIR® (iKIR) v aloreaktivité pfirozené zabije¢skych bundk byla rozsahle popsana a
klinicky dokazana (Ruggeri et al., 2007). Obecné, prostifednictvim iKIR jsou NK bunky edukovany a
interaguji s MHC L. tf. ligandy (Anfossi et al., 2006). Nasledna nepfitomnost téchto ligandd, jako i
chybné parovani s MHC 1. tfidy, zpiisobuje disinhibici NK buiiky a umoznuje tak aktivaci a ptipadnou
cytotoxicitu (Shah, 2015).

Inhibi¢ni clenové Ig rodiny receptort NK bun€k zahrnuji KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 a KIR3DL3. Tyto receptory selektivné rozpoznavaji alelické varianty
HLA tt. I. KIR3DL2 rozpoznava HLA-A3 a HLA-A11, KIR3DL1 rozpoznava ur¢it¢ HLA-B alotypy
(Bw4+) a molekuly KIR2DL 1-3 rozpoznavaji alotypy HLA-C (Parham, 2005). KIR2DL4 receptor se
vaze na HLA-G z neklasické MHC L. tf. skupiny antigenti. Ligandy receptord KIR2DLS5 a KIR3DL3
jsou prozatim neznamé (Carrillo-Bustamante, Kesmir a De Boer, 2016).

HLA-C specificita pro ¢leny KIR2DL je do znacné miry urcena aminokyselinou v poloze 80
daného genu. HLA-C alotypy skupiny 1 (HLA-C1) maji v poloze 80 asparaginovy zbytek, coz
umoznuje rozpoznani KIR2DL2 a KIR2DL3 receptory, zatimco alotypy skupiny 2 HLA-C (HLA-C2),
s pozici lysinu v témzZe misté, jsou rozpoznavany pomoci KIR2DL1 (Boyington a Sun, 2002, EBI
2019d®). Riznorodd exprese téchto receptorti v populaci NK bun&k vede pravdépodobné ke
specifickému repertoaru HLA antigent kazdého ¢lovéka (Raulet, Vance a McMahon, 2001).

U lidi jsou epitopy A3/11 a Bw4 neseny mensSinovou podskupinou alotypt HLA-A a HLA-B.
Naopak, vSechny alotypy HLA-C maji bud’ epitop C1 nebo C2 (Parham a Moffett, 2013). Vysledkem
je, ze pouze okolo 50% lidské populace m& Bw4 a/nebo A3/11, zatimco 100 % lidi m4 vzdy C1 a/nebo
C2. Diky tomuto poméru jsou HLA-C antigeny povaZovany za dominantni zdroj ligandd pro lidské

inhibi¢ni KIR. Mnoh¢ studie se shoduji v tom, ze MHC-C vznikly pfi pfirozeném vyberu u vyssich

8 Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html
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v

primatd jakozto specializovangj$i ligandy pro KIR nez HLA-A nebo HLA-B (Aguilar Older et al.
2010).

3.3 Aktivaéni KIR receptory a jejich ligandy

Aktivaéni KIR receptory obecné maji kratké cytoplasmatické domény, postradaji ITIM motivy a
v transmembranové oblasti nesou pozitivné nabity kyselinovy zbytek lysinu ¢i argininu, ktery
umoziuje interakci s DAP-12, coz jsou molekuly zodpovédné za aktivacni signalizaci. Jedna se o
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5, a KIR3DSI1 receptory, jejichz ligandy jsou
intenzivné zkoumany zejména v poslednim desetileti (Falco et al., 2019).

Z evoluéniho hlediska vznikly pravdépodobné aktivacni KIR receptory z homolognich gend pro
inhibi¢ni KIR (Abi-Rached a Parham, 2005). Velka variabilita frekvence aktivacnich KIR genti byla
objevena napfi¢ riznymi populacemi (Single et al., 2007), navic alelicky polymorfismus aktiva¢nich
KIR je mnohem c¢astéjs$i nez polymorfismus inhibi¢nich gend, ktery je pomérné limitovan (Hou et al.,
2008).

Co se tyka imunitni funkce a kontroly nemocnych bunék, aktivaéni KIR geny na rozdil od téch
inhibicnich stale nejsou dostate¢né prozkoumany. Prestoze jsou strukturnimi a vyvojovymi homology
inhibi¢nich KIR, signalizuji skrze vnitrobunécné adaptorové proteiny (Stewart et al., 2005). Velmi
malo studii prokdzalo vazbu aktivacnich KIR s HLA tf. I, jak je to typické pro inhibi¢ni KIR. Jedinou
doposud ovéienou interakci je vazba KIR2DS1 a HLA-C2 ligandu (s jeho N77/K80 motivem)
vzhledem k tomu, Ze se jedna o blizky homolog inhibi¢niho KIR2DL1 (Moretta et al., 1995). Tato
vazba KIR2DSI je v8ak ve srovnani s vazbou KIR2DL1 velmi slab4, a tak je jeji klinicky vyznam
sporny (Stewart et al., 2005).

Nékterymi studiemi bylo prokazano, ze KIR2DS2 rozpoznava HLA-C1 a indukuje aktivaci NK
bun¢k zavislou na KIR-HLA interakci (David et al, 2013; Stewart et al., 2005). Nicméné, mnoho
jinych studii nedokazalo interakce KIR2DS2 s HLA-CI1 identifikovat (Moesta a Parham, 2012).
Nedavny vyzkum z roku 2014 skupiny J. Liu odhalil, ze KIR2DS2 rozpoznava HLA-A*11.

Ukazalo se také, ze KIR2DS4, ktery je produktem genové konverze KIR3DL2, interaguje s HLA-
A*11:02, HLA-C*05:01 a HLA-C*16:01 alelami (Graef et al., 2009).

Na rozdil od vySe uvedenych aktiva¢nich KIR, KIR2DS3 a KIR2DSS5 nemaji zadné inhibi¢ni
protéjsky a identifikace jejich prislusSnych ligandi zatim nebyla Uspé$na. Neni objasnén ani
mechanismus interakce aktiva¢nich KIR receptort s inhibi¢nimi v procesu edukace NK bunék (Shah,
2015). Tabulka 2 shrnuje vSechny aktivacni a inhibicni KIR receptory (viz nasledujici kapitola) a
jejich ligandy.
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Tab. 2: Ligandy aktivacnich a inhibi¢nich KIR receptorii

KIR receptor Ligand
Aktivaéni KIR receptory 2DS1 HLA-C2
2DS2 HLA-C1, HLA-A*11:01
2DS3 neznamy
2DS4
HLA-C*05:01, A*11:02, C*16:01
2DS5 neznamy
3DSI1 neznamy
Inhibi¢ni KIR receptory 2DL1 HLA-C2
2DL2/2DL3
HLA-C1, HLA-C2, HLA-B*46:01,
a HLA-B*73:01 (C1 epitop)
2DL4 HLA-G
2DL5 neznamy
3DLI HLA-A s Bw4 motivem, HLA-Bw4
3DL2 HLA-A3/A11
3DL3 neznamy

Poznamky:

Vlastni zpracovani, (upraveno dle Carrillo-Bustamante, Kesmir a De Boer, 2016)
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Kapitola 4
Uplatnéni KIR receptorti v HSCT u leukemii

4.1 Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Ac doklady prvnich pokusii o transplantaci kostni diené lze nalézt jiz v zdznamech z dob pted
nasim letopoc¢tem, prvni alogenni (tj. od geneticky odlisného jedince) transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék (hematopoietic stem cell stransplantation, HSCT) v moderni medicin€ je datovana
do 50. let 20. stoleti, kdy byla pouzita E. Donnallem Thomasem v 1957 pro obéti silné chemoterapie a
ozafeni (Thomas et al., 1957). V tomto obdobi byl objeven prvni HLA antigen (Dausset, 1958) a o
nékolik let pozdéji (1963) jiz byla provedena prvni uspé$nd transplantace s piezitim pacienta po dobu
delsi nez jeden rok (Mathe, 1967).

K nejvétsimu pokroku v transplantacich u akutnich leukémii doslo v 70. letech. V roce 1972 byl
zalozen Mezinarodni registr pro transplantace kostni diené, ktery dnes spada pod Vyzkumné centrum
pro transplantace krve a kostni diené a ¢ita okolo ptil miliont pacienti (CIBMTR?, 2009). Od té doby
se tento transplantologicky obor vyvinul a rozsifil po celém svéte. Nové indikace k HSCT vedle akutni
leukémie a aplastické anémie jsou neustale zkoumany a nyni zahrnuji i vrozené poruchy
hematopoetického systému, metabolické poruchy a riiznd autoimunitni onemocnéni. Alogenni
transplantace je nadéji také pro pacienty nakazené virem HIV (Gupta et al., 2019). Pouziti
odpovidajicich nepfibuznych darct, jednotek pupecnikové krve a casteéné piibuznych darch

dramaticky rozsitilo dostupnost alogenni transplantace (Henig a Zuckerman, 2014).

4.2 Uloha NK bunék v alogenni transplantaci u leukemii

4.2.1 Transplantace HSC u pacientl s leukémii
U pacientd s akutni vysoce rizikovou (tzv. high-risk) leukémii je HSCT mnohdy jedinou Zivot
zachranujici 1écbou. HLA identicti sourozenci nebo neptibuzni HLA 10/10 shodni darci jsou prvni

volbou pro transplantaci. Nicméné Sance, Ze sourozenec bude HLA identicky, je 25 % a pouze

° Dostupné z: https://www.cibmtr.org/Meetings/Materials/f CRPDMC/Pages/feb09barrett.aspx
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priblizné 2 ze 3 pacientl najdou HLA kompatibilniho nepfibuzného darce. Tento podil miZze byt jeste
nizsi u pacienti uréitych etnickych skupin (napt. romské &i vietnamska komunita v Cesku). Je-li HLA
shodny darce nedostupny nebo je pacient v naléhavé potiebé HSCT (napt. v pfipadé vysokého rizika
relapsu), vhodnou alternativou je neptibuzny HLA neshodny (9/10 znakt shodnych) ¢i haploidenticky
dérce (shodny s pacientem pouze v poloviné vysetfovanych HLA znak).

Haploidentickd HSCT (haplo-HSCT) se stala moznou alternativou 1écby leukémii v 90. letech 20.
stoleti pfedev$im diky zintenzivnéni léCebného rezimu pouzitim rozsihlé ex vivo deplece T-bunék,
aby se zabranilo odmitnuti §t€pu a piedeslo se GvHD, a také diky poddvani velkého mnozstvi
kmenovych CD34"* bunék ve $tépu (Aversa et al., 1994; Martelli a Aversa, 2016). Od roku 2010 se
vyuziva Stépa se selektivni depleci o/f T bunc¢k a B bun€k a s obsahem zralych darcovskych NK
bunék a y/6 T bunék spolu s kmenovymi bunikami, aby se co nejvice urychlila reakce NK bunék proti
nadorovym blastim (Locatelli et al., 2017; Bertaina et al., 2018). Pfihojeni $tépu po haploidentické
transplantaci pak zavisi predevsim na NK bunkach, které piedstavuji prvni populaci lymfocyti
rekonstituujicich pacientovu kostni dfen (Ruggeri et al., 2002; Ruggeri et al., 2007; Pende et al.,
2009). Ptiznivéjsi klinické vysledky jsou spojeny s NK aloreaktivitou (pfitomnosti neshody KIR-
ligand v GvH smyslu) (Ruggeri et al., 2002; Falco et al., 2019).

V soucasnosti je hojné vyuzivan také ex vivo nemanipulovany, tj. T-nedepletovany haploidenticky
$tép, coz je umoznéno posttransplantaénim podanim vysoce davkovaného cyclofosfamidu (CY). Toto
alkylacni cytostatikum je profylaxi proti GvHD a odhojeni transplantatu diky schopnosti in vivo
potlacit aloreativni darcovské i pfijemcovy T bunky (Martelli a Aversa, 2016). Nizsi GvHD po
haploidentické transplantaci s posttransplantacnim CY ve srovnani s HLA-neshodnym darcovskym
transplantatem a téz srovnatelné celkové preziti po haploidentické transplantaci jako po transplantaci
od shodnych URDs pro AML bylo dokazano vyzkumem S. Ciurey et al. v roce 2015.

Na druhou stranu, velkéd retrospektivni studie S. Piemontese et al. publikovana v roce 2017
srovnavala vysledky nemanipulovanych haploidentickych a neptibuzenskych (unrelated donor, URD)
transplantaci u vice nez 3500 pacientd s akutni lymfoblastickou ¢i myeloidni leukémii. Dlouhodobé
preziti a preziti bez zndmek nemoci bylo signifikantné vys$i u URD transplantaci s plnou shodou v
HLA znacich nez u haploidentickych a HLA-neshodnych neptibuzenskych transplantaci, kde se
vysledky témért neliSily (Piemontese et al., 2017). Tyto i dal$i vyzkumy naznacuji, Ze nejvhodné;si
volbou 1é¢by stale zlstava nepiibuzenska transplantace od HLA shodného darce, ale haploidentické

transplantace jsou v piipadé nutnosti nejvhodnéjsi a srovnatelnou variantou 1é¢by.

4.2.2 Aloreaktivita NK bunék pii HSCT

Kromé darcovskych T bunck jsou to tedy piirozené zabijeCské NK bunky, jejichz uloha je
nezastupitelna v prevenci relapsu (GvL efekt) a GVHD po alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych buné¢k diky schopnosti eradikovat leukemické blasty a eliminaci zbytkovych recipientnich

dendritickych bun¢k a T lymfocyta.
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Silna NK aloreaktivita byla popsana po haploidentické HSCT s depleci T-bunék (viz vyse) a tyto
ucinky byly pfipsany receptorim KIR. Mnohé studie a zpravy naznacuji vyznamnou roli KIR nejen ve
vysledku haploidentickych HSCT, ale také v ptipad¢ transplantaci od nepiibuznych darct
(Heidenreich a Krdger, 2017).

Mnohé znalosti o aloreaktivité zprostfedkované NK bunikami byly shroméazdény piredevSim v
disledku zavedeni haploidentické HSCT. Ruggeri et al. (1999) jako prvni prokazal aloreaktivitu
zprostiedkovanou NK buiikami v haploidentickém §tépu zbaveném T bunék. Usnadnéné ptihojeni
Stépu, stejn€ jako lyza nddorovych bunék NK buiikami, byly pozorovany u darcovskych $tépt, které
byly KIR-ligand inkompatibilni ve smyslu §té€p versus hostitel a bez vyskytu GVHD. Od té doby
mnoho dalSich védeckych skupin zkoumalo pfiznivy ucinek aloreaktivnich NK bun¢k v
haploidentické HSCT a zdokonalila se kritéria pro volbu potencialniho darce (Ruggeri et al., 2016).
Vysledky jsou slibné piedevs§im pro akutni myeloidni leukemii (AML) (Ruggeri et al., 2007;
Stringaris et al., 2010), zatimco u nekterych lymfoidnich malignit bylo prokazano, Zze jsou vici
ucinkim NK buné¢k zprosttedkovanym KIR rezistentni (Ruggeri et al., 2002; Stringaris et al., 2010), i
kdyz ne ve vSech piipadech (Leung et al., 2004; Pende et al., 2009).

Po objevu prospésnosti aloreaktivity NK bun¢k v haploidentické HSCT byla snaha o vyuziti téchto
poznatkt také v transplantacich od HLA shodnych nepifibuznych darcd. Protoze HLA a KIR se dédi
nezavisle na sobé, priblizné¢ 75 % HLA-identickych sourozeneckych darci a témeét vsSichni
odpovidajici neptibuzni darci budou vykazovat KIR disparitu a mohli by tedy byt zdrojem uzitecnych
aloreaktivnich NK bunék (Shilling et al., 2002; Heidenreich a Kroger, 2017).

Inkompatibilita KIR# a jejich ligandl v ptipadé transplantaci kmenovych bunék od neptibuznych
darct byla jiz mnohokrat zkoumana a pozorované vysledky byly odlisné, ne-li opacné nez v piipade
haploidentickych transplantaci a nemohou byt tedy uplatnény stejné poznatky v ptipadé URDs (Davies
et al., 2002). St&py pro haploidentickou HSCT zahrnuji ipravu $tépu, a to prevazné depleci T-bunék s
vysokym mnoZzstvim kmenovych bunék, stejné jako pouziti slabé nebo Zadné imunosuprese, coz ma za
nasledek rychlou rekonstituci NK bun€k, ale pomalou obnovu T-bun¢k a eradikaci antigen
prezentujicich bunék aloreaktivnimi NK klony (Aversa et al.; 1994, Aversa et al., 1998; Ruggeri et al.,
2002). Imunologické prostfedi v pribehu pfihojovani stépu v haploidentické HSCT se proto vyrazné
lisi od URD-HSCT a vyznam KIR-ligand neshody u URD transplantaci ziistava zatim neobjasnén.

4.3 Uloha KIR receptor(i v HSCT u akutni myeloidni leukemie

Mnohé transplantacni protokoly zalozené na nesouladu, tzv. mismatch, KIR receptori a jejich
ligandli dokazaly pozitivni korelaci vztahu KIRU ke snizené mife relapsu nemoci, mensi
pravdépodobnosti vzniku GvHD a celkové vyssi Sanci na pieziti u pacientll s akutni myeloidni

leukémii (Ruggeri et al., 1999).
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V roce 2002 Ruggeri et al. byli prvni skupinou, ktera prokazala vysoce ptiznivy ucinek neshody
KIR a ligandu darce a piijemce u akutni myeloidni leukémie. Pacienti s AML byli rozdéleni podle
parovani KIR s HLA do dvou skupin a 1é¢eni HLA-haploidentickou HSCT s depleci T-bunék. U téch,
u nichZ doslo k neshod€ v parovani KIR a ligandu, byla mira relapsu 0 % po 5 letech ve srovnani s
témi, ktefi byli transplantovani odpovidajicimi dérci a kteti méli pravdépodobnost relapsu 75 % za

stejné ¢asové obdobi (tab. 3).

Tab. 3: Vysledky transplantaci s a bez KIR-ligand inkompatibility ddarce a p¥ijemce

KIR ligand inkompatibilita Ne Ano
Pocet transplantovanych 58 34
Dareci s aloreativnimi NK klony 1/58 34/34%*
Onemocnéni

ALL 21 14
AML 37 20
Vysledky transplantace

Rejekcee Stépu 15,5 % 0 %*
Akutni GvHD 13,7 % 0 %*

Pravdépodobnost relapsu po 5 letech
ALL

0, 0,
AML 90 % 85 %

75 % 0 %**

Poznamky: * P <0,01, ** P <0,0008
(upraveno podle Ruggeri et al., 2002).

V roce 2010 pak Cooley et al. prokazali ptiznivy 1éCebny G¢inek u HSC darcd, ktefi maji motivy
centromerického B KIR ligandu, z hlediska prevence relapsu po nepiibuzenskych HSCT u pacientd s
AML. Vyzkum zahrnoval 1409 pacienti, kteti podstoupili myeloablativni, od T bun¢k depletovanou
transplantaci od neptibuzného darce. 1086 pacientli mélo diagnozu AML, zbylych 323 mélo ALL.

Ptiblizné polovina part donor-recipient (AML: 50 %, ALL: 46 %) byla shodna v 10 z 10 HLA alel
a jedna polovina méla ur¢ity HLA nesoulad. Darci byli typizovani na pfitomnost a nepfitomnost
jednotlivych KIR genii. Z genotypi bylo stanoveno, zda byl darce genotypu A/A nebo B/x. Pro donory
B /x bylo dale vySetfovano, zda jejich B haplotypové geny byly v centromerické nebo telomerni ¢asti
KIR lokusu, pfipadné v obou. Z téchto dat bylo vypocitano skore KIR B obsahu pro kazdého darce,
které udava celkovy pocet centromerickych a telomerickych motivii obsahujicich geny B haplotypu
(Cooley et al., 2010).

Na zéklad¢ vysledkt poté navrhla Cooleyho skupina algoritmus, ktery umoznuje vybér HSC darct
podle obsahu KIR genil. Skupina AML pacientl byla hodnocena z hlediska relapsu a bezptiznakového
preziti (disease free survival, DFS). Na zéaklad¢ této analyzy byly skupiny darct majicich KIR B

rozdéleny takto:
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(1) ,,nejlepsi®, kde skore KIR B obsahu je vétsi nez 2, KIR haplotyp je Cen'’-B/B, Tel''-x/x
(definovano 2DL3 nepfitomnosti, pfitomnosti 2DS2 a/nebo 2DL2);

(2) ,,lepsi se skore KIR B obsahu vétsi nez 2 a haplotypem KIR Cen-A/x, Tel-B/x (definovano
pritomnosti 2DL3, 2DS2 a/nebo 2DL2, 3DS1 a/nebo 2DS1 pritomnosti nebo ptitomnosti 2DL3, 2DS2
a/nebo 2DL2 nepritomnosti a pfitomnosti 3DS1 a/nebo 2DS1);

(3) ,,neutralni*“ s KIR B skore 0 nebo 1 (definovano piritomnosti 2DL3, nepiitomnosti 2DS2 a/nebo
2DL2, ptitomnosti 3DL1 a 2DS4).

U ALL pacientii na rozdil od AML protektivni u¢inek B/x genotypu nebyl prokdzan (Cooley et al.,
2010; obr. 7).

Obr. 7:  Specifické snifeni relapsu a zlepSeni DFS u ddrcit s Cen-B/B po transplantaci pro AML, ale ne pro

ALL.
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Poznamky:
Donortim byly ptifazeny genotypy Cen-A/A, Cen-A/B a Cen-B/B. Nahofe incidence relapsu (A) a
pravdépodobnost DFS (B) pro AML pacienty. V dolni ¢asti je ukazana incidence relapsu (C) a pravdépodobnost
DEFS (D) pro ALL pacienty na zakladé genotypové skupiny darci Cen.
(prevzato z Cooley et al., 2010)

Algoritmus je volné vyuzitelny na webovych strankach Evropského institutu pro bioinformatiku a
je vyuzivan také pii vySetienich KIR genotypu darcii a predikci 1é¢by AML na Ustavu hematologie a
krevni transfuze v Praze (EBI, 2019¢'?). Databaze obsahuje okolo 180 predikovanych genotypt, se

kterymi jsou srovnavany genotypy darct (je mozno zadat az pét darci pro jednoho konkrétniho

10 Cen- zkratka pro centromerickou oblast KIR lokusu
1 Tel- zkratka pro telomerickou oblast KIR lokusu
12 Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html
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pacienta). Typ genotypu darce je vyhodnocen dle algoritmu jako nejlepsi, lepsi ¢i neutralni vzhledem
k prognoze tsp&snosti 16¢by. Typizace genotypu darce se na Ustavu hematologie a krevni transfuze
provadi pomoci PCR-SSP.

Je vSak tfeba brat v potaz, ze tento algoritmus ma také sva omezeni. Naptiklad nemtze spolehliveé
predpovédet aloreaktivitu NK bunék ve vSech piipadech, protoze geny KIR jsou na alelické urovni
polymorfni, coz algoritmus opomiji.

Dalsi rozsahly vyzkum KIR receptort, ktery miize pomoci v 1é€bé akutni myeloidni leukémie,
provedla skupina Jeanette E. Boudreau a publikovala ho vroce 2017. Védci zde vychazeli
z predpokladu, Ze alelicka variabilita KIR mezi darci ma vliv na to, jak intenzivné jsou darcovské NK
buitkky inhibovany HLA antigeny nadorovych buné€k, a tedy vede k rozdilim v leukemotoxicité.
Zkouman byl KIR3DLI, jakozto velmi polymorfni receptor (147 znamych alel KIR3DL1 genu
k listopadu 2018; EBI, 2019¢c), a jeho ligand HLA-Bw4, u jejichZ gend jednotlivé alelické varianty
ovlinuji expresi ligandu i receptoru, vazebnou afinitu, edukaci NK bunék i inhibici (Carr, Pando a
Parham, 2005; Yawata et al, 2016; Shaffer a Hsu, 2016). Navic nedostatek HLA-Bw4 ligandii ve
srovnani s jinymi ligandy vyznamné snizuje riziko relapsu leukemie a progresi solidnich tumort
(Boudreau et al., 2017).

Alely KIR3DL1 mohou byt podle hustoty exprese rozd€leny do ¢tyt hlavnich skupin:

(1) vysoce exprimované alely KIR3DL1 (KIR3DL1-high), jako jsou * 001 a * 002,

(2) slabé exprimované alely KIR3DL1-low, jako jsou alely * 005 a * 007,

(3) alely KIR3DL1-null, jako napi. * 004, které nejsou exprimovany na bunééném povrchu,
(4) KIR3DSI, které neinteraguji s HLA-Bw4 (Boudreau, Le Luduec a Hsu, 2014).

Zjistilo se, ze skupiny KIR3DL1-high a KIR3DL1-low poskytuji rizn¢ silny inhibi¢ni signal, kdyz
se setkavaji se specifickymi alelami HLA-Bw. Napftiklad alely KIR3DL1-high interagujici s HLA-
Bw4 s isoleucinem v poloze 80 (HLA-Bw4-180) poskytuji vysoce inhibicni signal, ale po interakci s
HLA-Bw4 s threoninem v poloze 80 (HLA-Bw4-T80) poskytuji slaby inhibi¢ni signal (Boureau et al.,
2016). KIR3DL1-low receptory se vazou na oba subtypy HLA-Bw4 se stejnou mérou vysilaného
inhibi¢niho signalu. Typizace KIR3DL1 a HLA-Bw pfijemce i darce mize tedy predpoveédét stupen
inhibice darcovskych NK bun¢k.

U 1 328 pacientt s AML, ktefi dostali HLA-kompatibilni alogenni $tépy, kombinace subtypu
darce-ptijemce KIR3DLI1/HLA-B vykazujici slabou nebo Zzadnou inhibici in vitro byly spojeny s
vyznamn¢€ niz$im relapsem a vyS$S$im preZzitim ve srovnani se siln€ inhibi¢nimi kombinacemi. Vznika
tak nové imunogenetické kritérium, podle kterého mohou byt vybirani darci kmenovych bun¢k pro

maximalni ispésnost 1écby AML a lepsi vysledek transplantace (Boudreau et al., 2017).

22



Kapitola 5

Zaver

Béhem nékolika poslednich dekad se vyznamné posunulo kupiedu chapani NK bunék a jejich
biologického vyznamu. Na pocatecni predstavy o NK bunkach jako prostych lymfocytech vrozené
imunity navazuji nové poznatky pies peclivé ladéni jejich funkce prostiedim napiiklad k ovlivnéni
jejich schopnosti variabilni expresi MHC antigenti. Nyni se zkoumaji také jejich pamét'ové a adaptivni
rysy. Stale probiha nespocet vyzkumu s ucelem zefektivnit prostfednictvim NK bunck 1é¢ebné procesy
nejen u leukémii, ale i dalich nadorovych i nenadorovych onemocnéni.

Pacienti s vysoce rizikovou leukemii pottebuji casto HSCT k preziti. Je mozno vyuzit nékolik typt
transplantace podle dostupnosti 1é¢by. NejlepSich vysledkd je dosahovano pii nepfibuzenskych
transplantacich od HLA shodnych dércd, i kdyz celkovy vyvoj v oblasti hematoonkologie naznacuje,
ze rozdily v UspéSnosti riznych typd transplantaci se s rozvojem léCebnych metod a pribéznou
upravou lécebnych protokolid postupné stiraji. Vyznam aloreaktivity NK bunek byl poprvé prokdzan u
haploidentické transplantace. NK buiiky jsou schopné komunikace s nddorovymi buitkami skrze své
aktivacni a inhibic¢ni receptory. K aloreaktivit¢ NK builky a lyze transformované bunky dochazi,
pokud nenalezne na naddorové buiice svij ligand. Timto mechanismem dochézi ke GvL reakci, kterd
zajistuje remisi onemocnéni. Nejvyznamnéjs$imi receptory v této reakci jsou aktivacni a inhibi¢ni KIR
receptory, jejichz kooperaci dochazi k rozpoznavani vlastnich, cizich, zménénych ¢i chybégjicich
antigentl a spusteéni piislusné reaktivity NK bunky.

Nejvyznamnéjsi cinek KIR receptord byl prokdzan u diagnozy akutni myeloidni leukémie, kde
byla jasné prokazana vyhoda neshody KIR piijemce a ligandt darce. Dale bylo prokazano, ze vysoky
obsah KIR haplotypu B darce vyznamné zlepSuje prognoézu 1éCby a Sanci na pieziti u pacienti s AML.
KIR typizace se stala béznou soucasti predtransplanta¢nich vysetfeni u darcdi HSC pro pacienty
s AML a je vyuzivana k odhadu GspéSnosti 1é¢by. Dalsim pfinosnym vySetfenim u AML je typizace
polymorfnich KIR3DL1 a HLA-B genti, nebot’ KIR3DL1 a jejich kombinace vykazuji riznou miru
inhibice NK bunék. Nizka ¢i Zadna inhibice pfitom vyrazné zlepsuje vysledky 1é¢by.

NK buriky a jejich KIR receptory tvofi velmi komplexni systém, ktery ma velky potencial v 1écbé
dalsich leukemickych onemocnéni, predpokladan je jejich mozny piinos také u ALL, i kdyz vysledky
pokusti jsou zatim velmi rozporuplné a vyzaduji dalsi vyzkum.
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