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ABSTRAKT

NK buriky (z anglického Natural Killer = pfirozeni zabijeci) hraji dulezitou roli v boji
proti virovym infekcim ¢€i nadorovym onemocnénim. Tyto imunitni bunky jsou
schopné rozeznavat i bufiky bez pfitomnych HLA (human leukocyte antigen)
proteint a na rozdil od T lymfocytd tak dokazi eliminovat buriky, které se snazi
uniknout imunitnimu dohledu internalizaci téchto molekul. Toho jsou schopné
napfiklad leukemické kmenové bunky, které jsou povazovany za buriky zodpovédné
za relaps leukemie.

Aktivita NK bunék je fizena pomoci inhibi¢nich a aktivacnich receptort. Mezi nejlépe
prostudované patfi KIR (killer-cell immunoglobulin-like receptor) receptory, které
mohou byt jak inhibiCni, tak aktivacni a jejichz ligandy jsou primarné HLA molekuly.
NejvyznamnéjSim aktivacnim receptorem je NKG2D (natural killer group 2-D), jehoz
ligandy jsou stresem indukované proteiny MICA a MICB (MHC class I-related chain-
A nebo -B) a ULBP (human cytomegalovirus Unique Long 16-binding protein).

V prvni Casti této prace jsme si dali za cil popsat, jestli Ceska populace odpovida
frekvenci alel a polymorfism0 receptorl KIR a NKG2D a ligandd MICA a MICB
dalSim populacim kavkazského plvodu. V obou pfipadech jsme pozorovali stejné
vysledky jako v jinych pracich.

V druhé casti jsme se zaméfili na studium pFitomnosti specifického polymorfismu
MICA, MICB ¢&i NKG2D, respektive HLA-KIR shodu a vliv téchto zmén/interakci na
vysledek transplantace. Pozorovali jsme, Ze $tép od darce s alespon jednou alelou
MICA-14 Gly je statisticky signifikantné spojen se zhorSenym celkovym pfezitim
pacienta. Sledovali jsme také negativni efekt alely MICB-58 Glu na preziti bez
relapsu. Vysledek s MICB-58 nebyl statisticky signifikantni v multivariantni analyze.
Na druhou stranu jsme nepozorovali zadny vliv jiz znamych polymorfismi MICA-
129, MICB-98 a HNK/LNK (high NK/low NK) u NKG2D na vysledek transplantace.

V ramci analyzy shody a neshody receptoru KIR s ligandem HLA jsme pozorovali,
ze Cim vyS8i shoda mezi KIR a HLA v inhibi¢nich receptorech (2-3 vs. 5), tim vysSi
je riziko relapsu a horsi celkové preziti pacientd. Po porovnani vSech jednotlivych
KIR, které méli dostatecné mnozstvi HLA pro statistickou analyzu jsme sledovali, Ze
shoda KIR2DL1-HLA vede k vy8Simu riziku relapsu. Efekt se nicméné nepromitl do
celkového preziti, byt byl pozorovan stejny trend jako v pfipadé preZziti bez relapsu.

Nase prace prokazala vliv polymorfismd MICA a MICB a miru shody mezi KIR a
HLA na vysledek transplantace hematopoetickych bunék. Znalosti polymorfismu
receptor0 NK bunék mohou slouzit jako dalSi kritérium pro vybér darce a
v budoucnu pfispét k lepsSim vysledkim transplantace.



ABSTRACT

NK cells (from Natural Killer) play an important role in the fight against viral infections
or cancer. These immune cells are also able to recognize cells without HLA (human
leukocyte antigen) proteins and, unlike T cells, can eliminate cells that try to escape
immune surveillance by internalizing these molecules. For example, leukaemia
stem cells, which are thought to be responsible for leukaemia relapse, are able to
do this.

The activity of NK cells is controlled by inhibitory and activating receptors. Among
the best studied are the KIR (killer-cell immunoglobulin-like receptor) receptors,
which can be both inhibitory and activating and whose ligands are primarily HLA
molecules. The most prominent activating receptor is NKG2D (natural killer group
2-D), whose ligands are the stress-induced proteins MICA and MICB (MHC class I-
related chain-A or -B) and ULBP (human cytomegalovirus Unique Long 16-binding
protein).

In the first part of this study, we aimed to describe whether the Czech population
corresponds in allele frequency and polymorphisms of KIR and NKG2D receptors
and MICA and MICB ligands to other populations of Caucasian origin. In both cases
we observed the same results as in other studies.

In the second part, we focused on studying the presence of specific MICA, MICB or
NKG2D polymorphisms or HLA-KIR matching and the effect of these
changes/interactions on transplant outcome. We observed that a graft from a donor
with at least one MICA-14 Gly allele was statistically significantly associated with
worse overall patient survival. We also observed a negative effect of the MICB-58
Glu allele on relapse-free survival. The result with MICB-58 was not statistically
significant in multivariate analysis. On the other hand, we observed no effect of the
already known MICA-129, MICB-98 and HNK/LNK (high NK/low NK) polymorphisms
in NKG2D on transplantation outcome.

In the analysis of KIR receptor matching and mismatch with HLA ligand, we
observed that the higher the match between KIR and HLA in inhibitory receptors (2-
3 vs. 5), the higher the risk of relapse and the worse the overall survival of patients.
After comparing all individual KIRs that had sufficient HLA for statistical analysis, we
observed that KIR2DL1-HLA matching led to a higher risk of relapse. However, the
effect did not translate into overall survival, although the same trend as for relapse-
free survival was observed.

Our study demonstrated the effect of MICA and MICB polymorphisms and the
degree of matching between KIR and HLA on the outcome of hematopoietic cell
transplantation. Knowledge of NK cell receptor polymorphisms may serve as an



additional criterion for donor selection and contribute to better transplantation
outcomes in the future.
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je k dispozici v pfilohové Casti prace. Teoreticky uvod slouzi k pfehledu soucasné
klasifikace, diagnézy a typl IéCby akutni myeloidni leukémie s dirazem na NK
buriky a transplantaci kostni dfené. V experimentalni ¢asti jsou vedle populaéni
analyzy KIR, NKG2D, MICA a MICB popsany polymorfismy ligand pro NK buriky,
které v nasem souboru mély vliv na prognézu pacienta po transplantaci kostni difené
a role shody KIR a HLA na vysledek transplantace.

VPIZNIANG oo



Obsah

ABSTRAKT ...ceeeeeiiiiiiittennniiieiiitennsesisssiisssnsssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnssssssssssssnnssssssssssssnnnsssssssssssnnnssssssssaans 1
ABSTRACT ...ceieieiiiiiiiiteeneiiiieiitennsesissstitesnssssssssstsssnsssssssssssssnssssssssssssssnssssssssssssnssssssssssssssnnsssssssssssnnnssssssssanns 2
PREDMLUVA A PROHLASENI ......c.ccetreitieeueesentsesseessstsssssseessssssssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnssssns 4
1 SEZNAM ZKRATEK ...cevriiiiiiiirinneiiiiiiiieennesissisiisesssssssssssimsssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssssssnsssssssssssssnnanssssssssaes 7
2 TEORETICKY UVOD......ccueeeeeeeereeerseeessessssessesesessssessssssssssssssssenssssssssssssssssnssssssessssssssenssnsnssssssnsssensssensns 10
2. L LEUKEMIE c.ttitteeeeeeeeecittreeeeeeeeesiuabaaeeeeeeesaasbaaaeaaeeesaasssssesaaaesaasssasssaessasssssaaseasesesannssssaaaeeesanssssseeeaessannnrens 10
2.2 AL A JEJTVZNIK 1eeeeeeeeeeiiitieee e e e eecitteee e e e e e esebateeeeeeeseatbaaeeeaaaesassssasseaassaasssasseaseseasansssaaeeasesaansssseeeaessannsnrens 11
2.3 LECBAAML ...ttt e e e e e et —— e e e e e e e e e e———eeeeeeaaaata—ataaeeearanbaaaaaaeeeaanraraeaeaaeeaanrnraes 13
B T I [ 1o [V (o USSR 13
BC T (o] (Yo ) o [o Lo =2 USSR 14
DG G I o R Y O U UUUUPRE 15
BB N N =Tol Yo (=] o] YV USSR 15
2.4 ALOGENNI TRANSPLANTACE HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK ....veeeeirireeriieeesieeeeenieeessnreeessireeessareeessnee 15
W B VY] o =] gt [o T ol PO PO PP UPPRUPPOPPURPON
241 1HLA e,
2.4.1.2 Dalsi parametry
2.8.2 PFIDIGVNY FEZIM ..ottt ettt e e st e et e st e e st e s e e ebeesseesneenas
2.4.3 IMUNOSUPIESE......eesss sttt sn s ansnanans
2.4.4 ReKONSEIUCE DUNEK PO HSCT .....ooeeeeeeeeeeee et e ettt e ettt e e e e et a e ettt e e e e taaaeetsaaeessssaaeaasseann 19
2.4.4.1 Rekonstituce NK bunék
2.4.5 KOMPIKACE PO HSCT ...ttt ettt ettt e st e s e eseesaeesneenas
28,51 REIAPS ettt ettt et h et sa bt e bt e a bt e b e e et e e bt e e b e e nhbe s b e e e ab e e beeeabeenane e reenanes
Y A GV o 1 D L OO TP PP OPPPPPPPTTRION
2.8.5.3 INFEKCE .ttt e e et e e e ba e e e e ba e e e aae e e e ba e e e e baeeeaabeeeabaeeeateeeeaabeeeeraeaeanraeas
2.5 NK BURIKY etteeiiteeeeitee e ettt e ettt e s ettt e s et e e s e e e s mre e e s ese e e e smse e e e aasa e e s easne e e smsaeeesaseeeseasreeesnnneeesaneeeesanranesannne
2.5.1 VYVO) G €AUKACE NK DUNCK ........ooeeeeeeeeeeeeee ettt stta e ettt e e et e e sttt aeesstaassansaaessnseeens 23
2.5.2 POPUIACE NK DUNEK ..ottt e ettt e e et e e sttt e e e s tte e e s steaesasseaessstaaesansnaesanseneas 23
2.5.3 RECEPLOIY NK DUNEK ...ttt e e e ettt a e e et e e et e e e ttaaaeatsaseessssasessenann 24
2.5.3.1 NCR (natural CytOtOXIiCItY FECEPTOIS)...cuuiiieiiieeeiieecetee et e et et e e et e e e e be e e e e beeeebteeeeasaeeeeabeeeenseneennnaeas 26
2.5.3.2 CDO4/NKG2.....eevieteeureiteereeteeee st eteeteeaesteesesteessesseeasasseesaesseessesseessesseesseseesseaseessesseesseseensesseessenresnsersenns 28
2.5, NKG2D FECEPTON ...ttt e e s nans 29
2.5.4.1 Ligandy NKG2D rECEPLOIU ..eeruriirieieteerieritteeieesite st esiteeseesiresbeesabeesseesabeesseeenseessbesabeesaseesseesaseesaseeseessnes 29
2.5.4.1.1 Regulace NKG2D lZANAU .....ccvevuereeriieieieseesteeteie st e ste et e e steeste s e e eaaesbessaesteesaenbeessasseesaenseensessenns 30
RN W 2 Ue Yo 11 o - 11V [ U PPPPOPPPRRNt 30
2.5.4. 1.3 ROAING ULBP.....coiiiiitiee ettt ee e ettt e e et e e e e ata e e e eabe e e e abeeeeabaseeasseeesabaseessaeeansseeeansesesnssneeansns 32
2.5.4.1.4 Polymorfismy NKG2D ligandu a jejich vliv na stav pacienta po transplantaci..........ccceevveeevvereeennn. 32
2.5, 5 KIR FECOPTONY ...ttt e s e s s nanaas 33
2.5.5.1 Role haplotypu a polymorfismU KIR receptorl pri HSCT .....ueeiuiiecieeiieeieeeiee et svee e 36
2.5.5.2 KIR — HLA shoda a neshoda (match @ mismatch)........cocccuiiiiiiii i e 37
3 CILE, HYPOTEZY A OTAZKY DIZERTACNI PRACE .....cceveueererereeneseesissssssesessssssssssesessssssssssesesssssssssssssssssssns 40
B L HYPOTEZY, OTAZKY c.teeeeeieeeeeieeee ettt e s ettt e e sttt e e s ittt e s e br e e e snee e e s sasa e e s aanneeesnsaeeesaraeesenreeesennneeesanseeessnranesannne 40
4 MATERIAL A IVIETODY ...eveuiiuiieieeeesesessessessessssssessessssssessessessssssessessessssssessessssssassessessssssessessessssssssessnns 41
AL MICA, IMICB ANKG2D ... ...t ceccttt e e ettt e e e e e sttt e e e e e e e s e bbta e e e e e e seaaaataeeeaaeeenssstaeseaassessnssaaneaassannes 41
4.2 STUDOVANA POPULACE, POPIS KLINICKYCH PARAMETRU PRO KIR ..coeiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eneeeees 42
FC N 1o 1Yol ] | PPNt 43

4.4 ANALYZA NKG2D, MICA A MICB — SANGEROVO SEKVENOVANT .....cceivieiiiiiiiiieieieieieeeeeieeeeeee et e eeeeeeeeeeeeseeeees 44



4.5 ANALYZA KIR = NGS SEKVENOVANI «..uuuutueutninii e saaaanansnsannsnnnnannsnsnnnnnsnsnsnnnssnnnnsnsnnnnnnnnnnnnnnnnn 46

4.6 ANALYZA ZiSKANYCH SEKVENCI — MICA, MICB ANKG2D ....uuuuiiiiiiiicicc s s 53
4.7 ANALYZA ZISKANYCH SEKVENCT = KIR ...ttt sssssnnnnnnnnn 54
4.8 PRIPRAVA DAT K ANALYZE VLIVU KIR-HLA SHODY NA HSCT ..eeetii s 56
4.9 STATISTICKE ANALYZY SOUBORU .. uuuuuuuuentnenentninennsinsnisssesssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssssssnsssssssssssnnnnnnnnn 56

5 VYSLEDKY A DISKUZE.......cceeueereeereeereesseeeseesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 57
5.1 VYSLEDKY — POPULACNI ANALYZA ...vvvvvvvvrrerereresesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnne 57

L B A ¢ SOt 57
5.1.2 MICA G MICB = QiSEIIDUCE QIO .........eeeeveeeeeeeeeeeeieeeeeeeseeiiee ettt eeestaveaa e e e eessaseveseeeesssases 59
5.1.3 MICA a MICB — distribuce polymOr fiSMU ...........cccuueeeeeueieeeiieaeesiieeeeceeeeectea e esteeeeesteaeesteaaesiseeeeas 59
5.1.4 NKG2D — distribuce pOIYMOIfiSINU. ..........oveeeeeeeeeiieeeeiieeecee e este e e et aee e e e staeaessteaeessaaaesseeaeas 60

5.2 DISKUZE — POPULACNT ANALYZA . ..evvvvvereueeereressssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 61
5.2, 0 DiSEIIDUCE QIEI KIR .....eeeeeeeeeeeeaaaaaaasaaasasasasasasssasssasssasssssssssssssssssssssssssnssssanssssnns 61
5.2.2 DiStribucCe Qlel MICA Q@ MICB.........uuuueeeeeeieeeieeeeeieeiasaiassssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnans 62
5.2.3 Distribuce zndmych polymorfismi MICA @ MICB @ NKG2D ...........ccccueoeevoeeseesiesieesieeieeiesiesieenene 63

5.3 VYSLEDKY — FUNKCNT ANALYZA ..vvvvvvererererereressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 63
5.3.1 Vliv shody KIR @ HLA NQ VYSIEAEK HSCT ..........oeeeeeeieeeeiee e eseeeeetteeetaa e tteaaessaaaeesaaaaesasnaaas 63
5.3.2 Vliv polymorfism( NKG2D, MICA @ MICB NQ HSCT ........oveeeeeeeeciieeeeeeeeeeeeesteeeescveaeeeaaa e s iaena e 69

5.4 DISKUZE — FUNKCNI ANALYZA ....vvvvvverererereresesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 76
5.4.1 Vliv (ne)shody KIR a HLA NQ VYSIEAEK HSCT ......cc..uveeeeeieieeeeeeeeeeteeeeeeeeeetteaeesteeaessivaaassaaaaesasaaans 76
5.4.2 Vliv polymorfismi NKG2D, MICA G MICB NQ HSCT .....ccuveeuieiieieesieesie ettt 77

6 ZAVERY PRACE .....ceveveereeeererseesseessseesesessssssessssssssesssssssssssensssenssssssessssnssssnsssssensesensssenssssssnsesesssensensnsnns 79
7 SEZNAM LITERATURY ...cuuiiiiiiiteeennniieeeeeeeeenssseesseesennssssssssssssssssssssssssssnnssssssssssssnnnsssssssssssnnnnssssssssssnnnnnnsnnns 80
8 PODEKOVANI ....coveerreeeeeeeeereessesesssseesssesessessesssssssesssssessssensssenssssssessssssssnssssssssesensssenssssssesesensssensesensnns 93
9 SEZNAM PRILOH ....ccctrirrerteetrrereesessssessessessessssesssssessessesssssssessesssssssessesssssssessensesssssesessensssssssssessessssessesen 94
10 PRILOHY ...veeveveerersessestsessessessessssessessessesessesssssessesssssssessessesssssssessesssssssessensssssssssessenssssssessensenssssssensenes 95
TO. L DATA = PRILOHA L .ooeeeiiiiieiiieeeeeeeeeteeeee ettt ee et e e et et et eeeeeeeeeeee s e e e s e e e s e s e s e s e s s s e s s assesssssessssssasssssseserersressssrsrnrnns 95

10.2 PREHLEDOVE A PUVODNI PRACE ..vvvvieiiiiiiuurireeeseeeiiiutttreeeeeesesssseeeseeesesssssesssesssesssssssssesssemsssssssseseessmssssssesseeesns 96



1 SEZNAM ZKRATEK

ADAM
aGVHD
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AML
APC
ATG
BM
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BZLF1
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DLI
DNA
DRI
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ECOG
EDTA
ELN
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FLT3
FLU

G-CSF
Glu
Gly
GPI
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a disintegrin and metalloproteinase
akutni reakce Stépu proti hostiteli

akutni lymfoidni leukémie

akutni myeloidni leukémie

antigen prezentujici bunky

protilatka proti thymocytarnimu globulinu
kostni dien

busulfan

BamHI Z fragment leftward open reading frame 1
cytosin

pomocné T lymfocyty

cytotoxické T lymfocyty

chronicka reakce stépu proti hostiteli
konfidencni interval

chronicka lymfoidni leukémie

chronicka myeloidni leukémie
cytomegalovirus

copy number variation

kompletni remise

cyklosporin A

cyklofosfamid

aspartat

preziti bez nemoci

infuze darcovskych lymfocytl
deoxyribonukleova kyselina

Disease Risk Index

European Society for Blood and Marrow Transplantation
Eastern Cooperative Oncology Group
ethylenediaminetetraacetic acid
European Leukemia Net
francouzsko-americko-britska klasifikace AML
fms like tyrosine kinase 3

fludarabin

guanin

granulocytarni kolonie stimulujici faktor
kyselina glutamova nebo glutamat
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glycosylphosphatidylinositol



GVHD
GVL
HCT-CI
HLA
HNK
HR
HSCT
g

IL-
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ITAM
ITIM

KIR
KIR-L
KIR-S
KLRK1
LNK
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Met
MHC
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MMF
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MRD
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PCR
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RFS
RNA

reakce Stépu proti hostiteli

reakce Stépu proti leukémii
Hematopoietic Cell Transplantation — Comorbidity Index
human leukocyte antigens

high NK

hazard ratio, pomér rizik

alogenni transplantace kmenovych bunék
imunoglobulin

interleukin-

isoleucin

immunoreceptor tyrosine-based activating motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
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killer-cell immunoglobulin-like receptors
KIR s dlouhou intracelularni ¢asti proteinu
KIR s kratkou intracelularni ¢asti proteinu
killer cell lectin like receptor K1

low NK

long range PCR

myelodysplasticky syndrom

melfalan

methionin

major histocompatibility complex

MHC class I-related chain

mykofenolat mofetil

matrix metalloproteinase

minimalni rezidualni nemoc

natural cytotoxicity receptors

next generation sequencing

natural killer

natural killer group 2

nerelapsova mortalita

celkové preziti

poly-ADP-ribéza polymeraza 1

periferni kmenové krevni bunky
polymerazova fetézova reakce
phosphoinositide phospholipase C
post-transplanta¢ni cyklofosfamid

arginin

retinoic acid early transcript

preziti bez relapsu
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Tacro takrolimus

TBI celotéloveé ozareni

TGF-B  transforming growth factor 3

Th-17 prozanétlivé pomocné T lymfocyty

™ transmembranovy

Trp tryptofan

ULBP human cytomegalovirus Unique Long 16-binding protein
Val valin

VzZVvV varicella-zoster virus zpUsobuijici plané nestovice
WHO svétova zdravotnicka organizace

WT wild type (nemutovany)



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Leukémie

Leukémie jsou nadorova onemocnéni krvetvorby, ktera se vyskytuji primarné
v kostni dfeni. Z hlediska vyvojové linie, ze které pochazeji, je Ize délit na leukémie
myeloidni a lymfoidni (obrazek 1).

Multipotential hematopoietic
stem cell
(Hemacytoblast)
¥ ¥
Common myeloid progenitor Commen lymphoid progenitor
y o b .ll , Small lymphocyte
. Enjhrocyte Mast cell Natural killer cell il
Myeloblast (Large granular lymphocyte) / \
oy I l l l T lymphocyte B lymphocyte
: |
Megakaryocyte . ‘3 @ w @
Basophil i
1 phi Neirophil Easinophil Monacyte e

- Flasma cel
Thrombocytes

Macrophage
Obrazek 1 — Hematopoéza a rozdéleni linii bunék na myeloidni a lymfoidni’

Oba typy pak Ize dale délit na akutni (tj. akutni myeloidni — AML — nebo akutni
lymfoidni leukémii — ALL) a chronické (chronicka myeloidni— CML — a chronicka
lymfoidni leukémie — CLL). Obecné se da fici, Ze akutni leukémie maji velmi rychly
pribéh a v pfipadé, ze nejsou léeny, konéi rychlym umrtim pacienta v ramci
nékolika dnli, maximalné mésicu od diagndzy. S chronickou leukémii Ize bez IéCby
teoreticky prezit i nékolik let.?

Tyto dva typy leukémii se neliSi jen z hlediska prognoézy, ale také vyskytem
v populaci a zpusobem lé¢by. Zatimco chronické leukémie se objevuji prakticky
pouze u dospélych, ALL ma vrcholy vyskytu dva, a to u pacientt starSich 50 let a u
déti.?2 AML je pak nejcetné&jsi akutni leukémii dospélych (az 80 %), jejiz vyskyt se
zvySuje s vékem.! Soucasné s tim ma AML z leukémii nejkrat$i celkové preziti.?
Jedna se o nejCastéjsi diagndzu, ktera je indikovana k alogenni transplantaci kostni
dfené (viz kapitola 2.4 Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych

bunék).4
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2.2 AML a jeji vznik

AML se vyznaCuje klonalni proliferaci myeloidnich bunék v rizném stadiu
diferenciace, coz vede nejen ke kumulaci nadorovych bunék, ale také k neefektivni
hematopoéze.' Od toho se pak odviji pfiznaky AML, jakymi jsou utladovani zdravé
krvetvorby a s tim souvisejici pancytopénie nebo naopak méné Casta leukocytéza,
anémie vedouci k unavé, Casté infekce, zvétSeni miznich uzlin, nevysvétliteiné
horecky, ztrata hmotnosti, no¢ni poceni a dal$i.> AML vznikaji primarné de-novo,
ale mohou vznikat i sekundarné, kdy se mohou vyvinout z pfedchoziho
myelodysplastického syndromu nebo jako odpovéd na pfedchozi radioterapii Ci
chemoterapii pro jiné nadorové onemocnéni.’

Zakladni diagnostika probiha na zakladé morfologie, imunofenotypizace a nasledné
i molekularné genetickych vySetfeni. Pfi podezfeni na hematoonkologické
onemocnéni je pacientovi provedena sternalni punkce (odbér kostni dfené ze
sterna). Vyhodou tohoto vySetfeni oproti trepanobiopsii je jeho mensi bolestivost a
mensi naro¢nost, nevyhodou je, Ze neposkytuje informaci o struktufe kostni diené
a je tak mozné urcit pouze procentualni zastoupeni bunék v kostni dfeni. Proto se
odebira také trepanobiopsie z lopaty kosti kyCelni, pfi které je ziskan valeCek kostni
dfené a je tedy mozné provést hlubSi histologické vySetfeni.

Morfologicka diagnéza AML odpovida pfitomnosti 20 % blastl v kostni dfeni (a to
blastd jakéhokoliv typu). Podtyp AML je pak ur€en imunofenotypizaci pfitomnych
blastl, kdy zakladnimi markery pro AML jsou HLA-DR, CD33, CD13 a CD34 a
jednotlivé podtypy se li§i procentualnim zastoupenim téchto markerd a také
pfitomnosti nebo absenci dal§ich marker(, jako je napfiklad slaba exprese CD45.5
Imunofenotypizace také dokaze detekovat velmi vzacné leukemické kmenové
bunky, které jsou povazovany za zodpovédné za relaps. Tyto bunky jsou totiz
rezistentni k chemoterapii i k imunitnimu dohledu.” Dle bunécné diferenciace se pak
AML déli na zakladé francouzsko-americko-britské (FAB) klasifikace na subtypy
MO-M?7 (tabulka 1).8

::I;typ dle Nazev

MO Akutni myeloblasticka leukémie (AML) s minimalni
diferenciaci

M1 AML bez vyzravani

M2 AML s vyzravanim

M3 Akutni promyelocytarni leukémie

M4 Akutni myelomonocytarni leukémie

M4eo Akutni eozinofilni leukémie

M5 Akutni monocytarni leukémie

M6 Akutni erytroidni leukémie

M7 Akutni megakaryoblasticka leukémie
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Tabulka 1 — FAB klasifikace AML?

Vedle morfologického a imunofenotypizaéniho vySetreni je také dulezité provedeni
cytologického vySetfeni, protoze jsou u AML velmi bézné chromozomalni
abnormality, a to az u 50 % pacientld. Tyto abnormality hraji roli v klasifikaci
onemocnéni, ale i jakozto prognostické kritérium. V tabulce 2 jsou uvedené
jednotlivé abnormality s jejich rizikovosti dle skupiny European Leukemia Net
(ELN).°

Rizikova

skupina Cytogenetické a molekularni nalezy

t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
mutovany NPM1 bez FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD"% (mut/wt < 0,5)
bialelicka mutace CEBPA

mutovany NPM1 s FLT3-ITD"e" (mut/wt = 0,5)

nemutovany NPM1 bez FLT3-ITD nebo s FLT3-ITD"*" (mut/wt <
0,5)

Stredni (bez negativnich cytogenetickych abnormalit)

t(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2A

cytogenetické abnormality neklasifikované jako pfiznivé nebo
nepfiznivé

inv(3)(g21926.2) nebo (3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); KMT2A pfestavba

1(9;22)(q34;q11), BCR-ABL1

-5 nebo del(5q); -7; -17/abn(17p)

komplexni karyotyp, monozomaini karyotyp

nemutovany NPM1 a FLT3-ITDM9" (mut/wt = 0,5)

mutace v RUNX1 (bez pfiznivych genetickych abnormalit)
mutace v ASXL1 (bez pfiznivych genetickych abnormalit)
mutace v TP53

Tabulka 2 — ELN prognosticka stratifikace de novo AML, 2017. Mut — mutovany, wt
— wild type®

Prizniva

Nepfizniva

Soucasti vysetreni jsou také vySetfeni molekularné geneticka, ktera zkoumaji
pritomnost znamych mutaci ¢i fuznich genl. VySetfeni Ize provadét jak pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR), tak sekvenaci dle Sangerovy metody Ci
pomoci next generation sequencing (NGS). Vysledna znalost pak pomaha spolu
s chromozomalnimi abnormalitami ke klasifikaci onemocnéni, jak je uvedeno
v tabulce 2. O genetické zmény se opira i klasifikace AML dle WHO, délici AML na
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AML s rekurentnimi genetickymi abnormalitami, AML s dysplastickymi zménami,
s |é¢bou souvisejici AML a dale nespecifikovana AML.°

| po provedené terapii je mozné uvedené metody pouzivat pro monitoring
samotného onemocnéni. Kontrola absence minimalni rezidualni nemoci (MRD)
nebo relapsu (Ci zachyt incipientniho relapsu) probiha klasickou mikroskopickou
analyzou odebraného vzorku kostni diené, ale také pomoci pratokové cytometrie
(pfitomnost/absence povrchovych znakl typickych pro dany subtyp AML).
V pfipadé, ze byly vstupné u pacienta zjiStény nékteré z mutaci, je mozné provadét
monitoring stavu onemocnéni sledovanim pfitomnosti/absence téchto mutaci ve
vzorku pomoci polymerazove fetézove reakce (PCR) i sekvenace.

2.3 Lécba AML

AML je v souCasné dobé vylécitelna u 30-45 % pacientl ve véku do 60 let, ale se
stoupajicim vékem vylécitelnost klesa az na 15-5 %. Niz8i vyléCitelnost starSich
pacientl souvisi jak s parametry daného pacienta (performance status dle ECOG —
Eastern Cooperative Oncology Group, ¢i komorbidity), tak také s parametry nemoci,
terapie pro jiné nadorové onemocnéni apod. U takovych pacientl je pak potfeba
zvazit pomér rizika a pfinosu pouziti intenzivni terapie.’

Cilem |écby je dosazeni kompletni remise (CR) a to vC€etné eradikace tzv.
leukemickych kmenovych bunék, kdy CR je definovana jako < 5 % blastu v kostni
dfeni, nepfitomnost blastu v periferni krvi a nepfitomnost blasti s Auerovymi ty&emi,
nepfitomnost extramedularni choroby, absolutni pocet neutrofild = 1,0x10%1 a
trombocytt 2 100x10%/1, idealné bez MRD.°

Lécba AML se sklada z nékolika krokd. V pfipadé, ze pacient neni vhodny pro
intenzivni ¢i aktivni IeéCbu, voli se terapie s cilem optimalizovat kvalitu zZivota a snizit
vyskyt komplikaci souvisejicich s cytopénii, at uz transfuzi, podpurnou péci &i
véasnou volbou paliativni terapie.’> Nicméné u pacient(, jejichz stav to umoziiuje,
se voli indukéni chemoterapie nasledovana konsolidaci a pfipadné udrzovaci
lé€bou a u vhodnych pacienti se pfistupuje také k alogenni transplantaci
kmenovych bunék (HSCT)."> Az 70 % pacientd je schopnych dosahnout CR po
indukéni terapii a 50 % pak zlGstava v dlouhodobé CR po konsolidaci. Vhodny
pacient je tak definovan jednak rizikem €asného relapsu (dle tabulky 2), tak ale i
stavem onemocnéni — dosaZeni CR ¢i pfitomnost aktivniho onemocnéni.’3

2.3.1 Indukce

Zakladnimi prvky indukéni terapie jsou antracykliny (daunorubicin, doxorubicin i
idarubicin) s cytarabinem. Pfipadné Ize pouzit fludarabin spolu s cytarabinem,
granulocytarni kolonie stimulujicim faktorem (G-CSF) s idarubicinem nebo vyuZzit
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rezimy zaloZené na mitoxantronu.' U pacientt s mutaci v genu FLT3 je pak uz dnes
standardem pouziti midostaurinu.'? V brzké dobé nicméné& muzeme predpokladat i
dalSi rozSifeni indukcni lé€by o dalSi FLT3 inhibitory, gemtuzumab ozogamycin
(humanizovana protilatka anti-CD33 kovalentné navazana na cytotoxickou latku N-
acetyl-gamakalicheamicin), IDH1/2, CPX-351 (lipozomalni kombinace cytarabinu
s daunorubicinem) a také o venetoklax.' P¥i terapii rozliSujeme CR1, kompletni
remisi dosazenou béhem dvou po sobé nasledujicich indukénich chemoterapiich a
CR2(3), kompletni remisi dosazenou zachrannou chemoterapii po prvnim (i
druhém) relapsu.'

2.3.2 Konsolidace

Po dosaZeni CR je pfistoupeno ke konsolidaéni lécbé, ktera zpravidla spociva
v dalSi chemoterapii zalozené na cytarabinu a jejimz cilem je udrZeni a prodlouzeni
remise. DalSi postup je pak u pacienta volen dle miry rizika ¢asné progrese. U
pacientl se stfednim a vysokym rizikem relapsu (vice nez 35% riziko), v pfipadé
dovolujiciho zdravotniho stavu pacienta, je vzdy k chemoterapii jeSté zvazovana
HSCT.

Miru rizikovosti onemocnéni Ize posoudit na zakladé stavu onemocnéni (aktivni
nebo CR) a na zakladé cytogenetiky. Se samotnym posouzenim rizika pomaha
Disease Risk Index (DRI) Assignment nastroj
(https://www.cibmtir.org/ReferenceCenter/Statistical/Tools/Pages/DRl.aspx), ktery
fadi rizikovost onemocnéni do 4 kategorii (low-intermediate-high-very high risk).'®

Pro posouzeni toho, zda je vibec pacient schopen podstoupit HSCT se pouziva
kalkulator HCT-CI, ktery bere v potaz kardiovaskularni, cerebrovaskularni,
psychické, jaterni, gastroenterologické a dalSi komorbidity pacienta,
http://www.hctci.org/Home/Calculator.'”

Zasadni je ale také to, zda je mozné najit vhodného darce a v jakém Case. Pacienti,
ktefi jsou transplantovani v remisi totiz dosahuji vyrazné lepSich vysledkd nez
pacienti transplantovani v dobé aktivniho onemocnéni.!”

Pro predikci samotného vysledku transplantace se pouzivda EBMT (European
Society for Blood and Marrow Transplantation) skérovaci nastroj, ktery sleduje riziko
umrti souvisejici s HSCT dle véku pacienta, stadia nemoci (Casné, pokrocilé,
pozdni), ¢as mezi diagndézou a transplantaci, typem darce (HLA shodny pfibuzny,
nepfibuzny darce), pohlavim darce (Zena darkyné pro muzského pacienta vs ostatni
kombinace). Vysledek neni specificky pro AML a skoring Ize pouzit i pro jiné
diagnozy vedouci k HSCT.®
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2.3.3 HSCT

HSCT je volena primarné z ddvodu sniZeni rizika relapsu, ukazuje se totiz, Ze
samotna chemoterapie neni schopna eradikovat vSechny leukemické subpopulace
a zZe zakladajici kmenova leukemicka bunka je schopna pfezit a nasledné se
vyvinout do relapsového (sub)klonu.'® Leukemické kmenové buriky navic vykazuji
schopnost na svém povrchu nevystavovat receptory potiebné k odpovédi
imunitniho systému a unikat tak nejen chemoterapii, ale i imunitnimu dohledu.?®
Samotné transplantaci se vénuje kapitola 2.4 Alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék.

2.3.4 Lécba relapsu

V pfipadé Ze selhala primarni |éCba a dochazi krelapsu, je volena
nestandardizovana léCba. U pacientl bez pfedchozi transplantace muze byt
k transplantaci pfistoupeno, pfipadné je snaha pacienta zafadit do klinické studie.
Preziti pacientd po relapsu je nicméné bohuzel jiz velmi nepfiznivé a souvisi
s Casnosti relapsu (3leté preziti dosahuji 4 % pacientd, ktefi zrelabovali v prvnim
pulroce, 12 % u pacientq, ktefi zprogredovali od pul roku do dvou let po transplantaci
a 26 % u pacientu, ktefi zprogredovali mezi 2. a 3. rokem).?" 22

2.4 Alogenni transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je proces, pfi kterém jsou
pacientovi intraven6zné podany hematopoetické kmenové bunky za ucelem
obnoveni zdravé hematopoézy a scilem IéCit hematologické nebo
(hemato)onkologické onemocnéni, ale i onemocnéni metabolicka.’> 23
Transplantaci je mozné provadét odbérem ze spina iliaca posterior superior kosti
kyCelni (BM — bone marrow) nebo ziskem hematopoetickych bunék z periferni krve
(PBSC — peripheral blood stem cells) za pfedchoziho podavani granulocytarniho
rustového faktoru (granolocyte-stimulating factor, G-CSF, filgrastim) ¢&i Ize
transplantovat kmenové buriky z pupeénikové krve, tento pfistup se ale v CR pfili§
nepouziva.'” 24 Jednotlivé druhy $tépu se lidi i v bunééném sloZeni. PBSC $tép vede
k asnéjSimu pfihojeni Stépu a C¢asnéjSimu obnoveni krvetvorby. Obsahuje méné
erytrocytd oproti BM, ale vice lymfocytd a progenitort jednotlivych vyvojovych fad.
Transplantace PBSC je tak povaZzovana za méné nebezpelnou s ohledem na
infek&ni a krvacivé komplikace po HSCT. Vede ale Castéji k rozvoji reakce Stépu
proti hostiteli (GVHD).2% 26

Transplantovat Ize buriky ziskané pfimo od pacienta, tj. takzvané autologné, ale i
od darce, at uz pribuzného nebo nepfibuzného, tj. alogenné. Autologni
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transplantace se ale u AML témér nikdy neprovadi a proto se tato prace vénuje
transplantaci alogenni.?*

2.4.1 Vybér darce

Primarnim cilem pfi vybé&ru darce je pfihojeni Stépu a minimalizace rizika rozvoje
GVHD, a proto je snaha hledat darce co nejvhodnéjSiho. Vybér pacienta je tak
zalozen na vice parametrech, od véku pres pohlavi po pfitomnost cytomegaloviru
(CMV) a dal$i, nicméné tim prvnim kritériem je maximalni mozna shoda v MHC
(major histocompatibility complex) systému, u ¢lovéka nazyvaného HLA (human
leukocyte antigens).

2.4.1.1 HLA

HLA proteiny, které jsou kbdované geny na chromosomu 6, se nachazi na povrchu
bunék a ovliviuji interakci mezi cilovymi bufikami a burfikami imunitniho systému.
Tyto proteiny (a jejich geny) fadime do tfi skupin, HLA ftfidy I, tfidy Il a tfidy Il
V transplantologii je pozornost upfena pouze ke tfidam | a I1.2”

HLA tridy |

HLA tfidy | jsou proteiny pfitomné téméf na vSech jadernych burikach, které na
svem povrchu prezentuji peptidy, které se nachazely uvnitf buriky a dohromady tvofri
HLA-I komplex.?” HLA-I komplex je pak rozeznavan cytotoxickymi T lymfocyty, a
pokud neni prezentovany peptid vniman imunitnim systémem jako ohroZujici,
nedojde k zadné reakci. Ponékud matouci pak muze byt pouzita nomenklatura pro
HLA, kdy jsou ligandy oznacené jako HLA-Bw4. V tomto pfipadé se totiZz nejedna o
skupinu HLA-B, ale o epitop (ktery se liSi od epitopu HLA-Bw6). HLA-Bw4 se mUze
nachazet i na molekulach HLA-A, které maiji epitop HLA-Bw4. Na vSech HLA-B se
nachazi bud HLA-Bw4 nebo HLA-Bw6.28 Distribuci epitopl v ramci HLA proteint Ize
nalézt na htip://hla.alleles.org/antigens/bw46.html. V seznamu ligandu jsou také
HLA-C molekuly, hlavni ligandy pro KIR2D, rozdélené do dvou skupin. Skupina 1
ma na pozici 80 asparagin (HLA-CwO01, 03, 07, 08, 09, 10, 12, 14), skupina 2 pak
na stejné pozici lysin (HLA-Cw02, 04, 05, 06, 15).2° Oblast tfidy | obsahuje vedle
klasickych genti HLA-A, HLA-B a HLA-C také geny neklasické, jakymi jsou HLA-E,
-F, -G, -J, -X, ale i MICA, MICB, MICC, MICD a MICE.?"> 3 Rutinné se pro
transplantaci testuji geny klasicke.

HLA tridy Il

HLA-II proteiny se nachazeji na antigen-prezentujicich bunikach a jejich hlavni roli
je prezentovat extracelularni peptidy (k jejichz pohiceni doSlo napfiklad
fagocytozou). Takto vystavené cizi peptidy aktivuji pomocné T lymfocyty (v pfipadé,
Ze jsou vystaveny télu vlastni peptidy, je dalSi reakce naopak regulovana
regulacénimi T lymfocyty), ty pak nasledné aktivuji B-lymfocyty. HLA-Il fadime do tfi
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rodin, DR, DP a DQ, kde rodina DR obsahuje geny DRA a DRB (1-9), DP a DQ
rodiny pak obsahuji DQA1 a DQB1 geny a DPA1 a DPB1 geny.%°

HLA tridy 111

Oblast chromosomu nesouci genetickou informaci pro tfidu Il obsahuje
komponenty komplementu ¢&i geny pro tumor necrosis faktory a dalsi, ale
neobsahuje geny pro molekuly HLA.?7

Viybér darce na zakladé HLA

HLA systém se ukazuje jako velice polymorfni, v sou¢asné dobé (Cervenec 2023)
obsahuje databaze IPD-IMGT/HLA
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/about/statistics/) 25844 alel HLA tfidy | a 10970
alel HLA tfidy Il. Z HLA-I je nejpolymorfné&jSi gen HLA-B (9386 alel), z HLA-Il gen
DRB1 s 4465 alelami.?' V takovém pfipadé by se mohlo zdat, Ze najit shodného
darce je v podstaté nemozné. Cela MHC oblast je ale do dalSi generace pfenasena
jako tzv. haplotyp, jeden od matky, druhy od otce. Na zakladé pravidel dédicnosti
tak ma nemocny s jednim sourozencem 25% $anci, Ze bude jeho sourozenec mit
shodné oba haplotypy a 50% 8anci, Ze mu bude moci byt sourozenec
haploidentickym darcem (haploidenticky darce je shodny v5 z 10 HLA znakd,
pfipadné muze byt i 6/10 nebo 7/10 v pfipadé, Ze jsou nékteré HLA znaky shodné
na nesdileném haplotypu).2” Cim vét$i shoda mezi darcem a pacientem v HLA
znacich, tim je menSi riziko rozvoje reakce hostitele proti Stépu i riziko rejekce Stépu.

V pfipadé, ze neni dostupny HLA shodny pfibuzny, vybira se darce nepfibuzny,
idealné shodny v 10 HLA znacich, tj. v HLA-A, -B, -C, -DRB1 a -DQBH1, pfipadné
v 8 znacich, tj. HLA-A, -B, -C, -DRB1. Roli hraje ale i neshoda v DPB1, a to hlavné
nepermisivni. Ta vyvolava totiZ, ve srovnani s permisivni, silnou T buné¢nou reakci,
coz vede k vy$Simu riziku rozvoje akutni GVHD stupné II-1V.32 Typ neshody Ize
vyhodnotit napriklad za pouziti IPD-IMGT/HLA databaze:
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/matching/dpb _v1/. Permisivni neshody je mozné
najit i vramci HLA-DQB1 nebo HLA-C (C*03:03 vs C*03:04). Tim, Ze jsou
permisivni nevedou k nezadoucim efektim pfi transplantaci.3® V pfipadé, Ze neni
mozné najit plné shodného (10/10, 9/10, kdy se jedna o permisivni neshodu
v DQB1) HLA nepfibuzného darce, je pfed neshodnym nepfibuznym darcem
preferovana volba haploidentického pfibuzného darce, i kdyz je HLA neshoda
vetsi.34

2.4.1.2 Dalsi parametry

Pfi vybéru darce se mimo HLA shody vyhodnocuji také dalSi parametry na strané
darce nebo dle kombinace parametru jak na strané pacienta, tak darce. Takovou
kombinaci mize byt napfiklad CMV status. CMV reaktivace vede ke zvySené
nerelapsové mortalité¢ (NRM), a to nejen probihajici infekci, ale také rozvojem
GVHD.*® Pro pacienta, ktery je CMV negativni je tak logicky lep$i volbou darce
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rovnéz negativni. Pfekvapujici pak muze byt, Ze v pfipadé, ze je pacient CMV
pozitivni, je pro néj lepSim darcem osoba CMV pozitivni nez CMV negativni.
Ukazuje se, Ze takovy pacient ma pak nizsi riziko NRM.26-38 Dal§im kombina¢nim
faktorem je pohlavi pacienta, specialné v pfipadé, kdy darkyni je Zena a pacientem
muz.33 Faktorem na strané darce je pak vék s preferenci mlad$ich darc(.3?

Mimo tyto parametry jsou pak také dnes do typizace zarazovany i dalSi proteiny
vedle HLA-I a HLA-Il. Jedna se o receptory NK bunék KIR a vyjimec¢né také receptor
NKG2D a jeho ligandy MICA a MICB. Tém je prostor vénovan v kapitolach 2.5.4
NKG2D receptor a 2.5.5 KIR receptory.

Peclivy vybér darce na zakladé vSech téchto faktorl by mél vést k co nejvétsi reakci
Stépu proti leukémii a tim k minimalizaci rizika relapsu, a zaroven co nejmensimu
riziku nerelapsovych komplikaci, kam se na prvni misto fadi GVHD spolu s
infekcemi.

2.4.2 Pfipravny rezim

Aby mohla HSCT uspésné probéhnout, je volen pfipravny rezim tak, aby bylo
dosazeno optimalni imunosuprese, coz vede k lepSimu pfihojeni nového Stépu,
nizSimu riziku reakce $tépu proti hostiteli (GVHD), ale také aby byl pfipraven prostor
pro nové darcovské kmenové bunky v kostni dfeni pacienta.

Pfipravny reZzim ma dva primarni cile — myelodeplecni (eradikace hostitelskych
bunék) a lymfodeplecni (cilici na lymfaticky systém pacienta).?® Samotné Gc¢inné
latky melfalan (MEL) a busulfan (BU) jsou primarné myeloablativni, zatimco
fludarabin (FLU) a cyklofosfamid (PTCY, CY) jsou lymfoablativni.3® Vedle téchto
latek se pouzivaiji i fotemustin, etoposid, cytarabin Ci protilatka proti thymocytarnimu
globulinu (ATG) nebo také celotélové ozareni (TBI — total body irradiation), zvlast
v pfipadé haploidentické transplantace.®

Dle stavu pacienta je volen rezim bud myeloablativni nebo redukovany. Rozdil mezi
nimi spociva v trvani dosazené cytopénie. Pro myeloablativni rezim je cytopénie
nevratna a nasledujici HSCT je nevyhnutelna. Po redukovaném rezimu dojde
k obnové bunécné populace a proto je mozné se v pfipadé nutnosti HSCT
vyhnout.®® Dal8i rozdil spodiva v riizné kombinaci ucinnych latek a také jejich
davce.*?

2.4.3 Imunosuprese

Pro snizeni rizika reakce Stépu proti hostiteli je pak podavana imunosupresivni
|éCba, nékdy také oznaCovana jako profylakticka s ohledem na GVHD. Ta je jednak
necilena (steroidy nebo metotrexat), ale takeé cilena proti T lymfocytim (cyklosporin,
takrolimus, sirolimus, mykofenolat, ATG).' ATG nicméné necili pouze na T
lymfocyty, ale jeji podani vede i ke zméné povrchovych molekul leukocytl obecné
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a stimuluje apoptéozu B lymfocytd.#' Imunosupresivni rezim je volen dle typu
transplantace a liSi se u pacientd, ktefi jsou transplantovani darci HLA shodnymi
nebo shodnymi v 8-9 znacich z 10 a u pacientu, jejichz darce je haploidenticky.
Rezim pouzity u haploidentickych transplantaci se sklada zpravidla
z cyklofosfamidu (Cy) v kombinaci s mykofenolat mofetiem (MMF) a
s cyklosporinem A (CsA) nebo takrolimem (Tacro), a to bez ohledu na to, jestli byla
pouzita jako zdroj bunék kostni dfer nebo buriky z periferni krve. U pacientu, jejichz
darci byli bud plné shodni nebo méli neshodu v jednom HLA znaku, se pouziva
cyklosporin A's metotrexatem. V pfipadé, ze byly darcovské T lymfocyty pfi pfipravé
k transplantaci eliminovany nebo byl jejich pocet snizen, pfipadné nebyl jejich efekt
dostateCny a dochazi k relapsu, je mozné v pozdéjSi dobé pacientovi podat
darcovské lymfocyty (DLI) a tim aktivitu T lymfocytt obnovit/pfidat.*?

2.4.4 Rekonstituce bunék po HSCT

Po pfipravném rezimu dochazi v kostni dfeni pacienta k zivot ohrozujici tzv.
anaplastické fazi, ktera je specifickd zavaznou neutropénii a absenci i dalSich
imunitnich bunék. | pfes okamzité podani darcovskych bunék ale nedochazi
k rekonstituci bunék hned. Jako prvni se objevuji neutrofily v zavislosti na tom,
z jakého typu Stépu bunky pochazeji. Pokud pochazi ze $tépu z PBSC, pak k
rekonstituci neutrofild dochazi zhruba po 14 dnech, z BM po 21 dnech a u §tépu
z pupecnikoveé krve dokonce az po 30 dnech od HSCT. Ostatni buriky se objevuji
pomaleji, jako prvni z lymfocytll se pak objevuji NK buriky po 30 — 100 dnech od
HSCT, T lymfocyty po vice nez 100 dnech a B lymfocyty dokonce az po 1 — 2
letech.*3

2.4.4.1 Rekonstituce NK bunék

VT

ziskavaji minimalné pul roku. Primarnim zdrojem NK bunék je dozravajici
progenitorova burika, ale dalSim zdrojem jsou i délici se maturované NK buriky ze
Stépu.

CD5619"t NK buriky, které jsou prekurzory CD569™ NK bunék se do tfi mésict po
HSCT objevuji ve vyrazné vysSim mnozstvi oproti situaci u zdravého Clovéka (40-
50 % NK bunék oproti 5-10 %).** Tyto buriky také na svém povrchu nesou vyrazné
vice inhibi¢nich receptord NKG2A (90 % oproti 50 % u zdravych osob). AZ poté se
dale vyvijeji a ziskavaji dalSi receptory, véetné aktivacnich, coz trva 3-6 mésicu,
nékdy i vice.*

Na rekonstituci NK bunék maji vlivi T lymfocyty, ale tento pfesny vliv je tézké urcit,
protoZe jejich rekonstituci ovliviiuje i volba imunosupresivni terapie.** CsA totiz
nesnizuje proliferaci méné maturovanych NK bunék (CD56P9M), ale snizuje
proliferaci CD569™ NK bunék a zarover ovliviiuje vyskyt receptord pfitomnych na
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NK burikach (zvySuje mnozstvi NKp30 a snizuje mnozstvi NKp44 a NKG2D) a
ovliviiuje tak jejich interakci s dal$imi burikami a tim i rozvoj GVHD.*

Roli ve funkcionalit¢ NK bunék hraje i jejich edukace. Neni ale jisté, zda roli
v edukaci NK bunék hraji i buniky pfijemce. Nicméné ukazuje se, Ze i v pfipadég, ze
nejsou NK bunky edukovany pro chybéjici buriky darce, mohou byt aktivovany i tak,
a to diky stimulaci prozanétlivymi cytokiny nebo reaktivaci CMV.44

2.4.5 Komplikace po HSCT

2.4.5.1 Relaps

S ohledem na pfitomnost leukemickych kmenovych bunék, které diky tomu, Ze
nasly zpasob, jak obejit imunitni systém, a navic nereaguji na chemoterapii, patfi
(az 90 %), ktefi zrelabuji, do dvou let od transplantace. U pacientl v relapsu je
mozné volit terapii spocCivajici v podani chemoterapie, aplikaci DLI nebo Ize zvazit
druhou HSCT."? Jako dal$i mozZna terapie se jevi aplikace NK bunék. Role NK
bunék pfi samotném relapsu neni pfesné znama, nicméné bylo popsano, Ze Stép,
ktery obsahoval vétsi mnozZstvi NK bunék poukazoval na trend smérem k lepSimu
OS a niz8imu riziku relapsu.*® Vedle toho se vyzkum vénoval také podani
samotnych NK jakoZzZto prevence relapsu. Tento vyzkum pfinesl slibné vysledky a
bylo by vhodné ho v rezimu 1éCby zvazit jakozto prevenci relapsu.*6

2.4.5.2 GVHD

GVHD Ize popsat jako pfilis prudkou reakci lymfocytd na pro né cizi antigeny na
povrchu bunék, kterd maze vést az k umrti 15 % pacientd.*” GVHD délime na dva
typy, akutni (aGVHD) a chronickou (cGVHD), které se liSi nejen Casem vyskytu, ale
také patofyziologicky.

Akutni GVHD se rozviji jako reakce na posSkozeni tkani pfipravnym rezimem pro
transplantaci. Po transplantaci se aktivuji APC (darcovské i pacientské), které
zpUsobi aktivaci T lymfocytl darce, které dale posSkozuji cilovou tkan a stimuluji
dalSi buriky k produkci cytokinu, které tim aktivuji dal$i T lymfocyty, ale i NK buriky.4®
S tim pak souviseji i projevy aGVHD, jakymi jsou dermatitidy, puchyfe, prajmy,
nechutenstvi, krev ve stolici, Zloutenka, Ci zvySené hladiny bilirubinu. Rozsah
poskozeni popisuji stadia typicka pro dany organ (0-4 jednotlivé pro kizi, jatra a
stfeva) a kombinace stadii pak definuje stupefi aGVHD od stupné | do stupné IV.4°
Zpravidla se aGVHD projevi béhem prvnich 100 dni po transplantaci, ale muze to
byt i pozdéji a zalezi na symptomech, jestli se jedna o aGVHD nebo cGVHD.
V pripadé, Ze k rozvoji aGVHD i pfes profylaktickou imunosupresi dojde, je primarné
voleno zvySeni imunosuprese pouzitim kortikosteroid(1.>° Pacienti s GVHD
rezistentnim ke Kortikoterapii maji bohuzel velmi omezené IéCebné moznosti a
GVHD tak byva u téchto pacientd ¢asto fatalni.>' Zvy$enim imunosuprese pak ale
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dochazi jesté ke zvySeni rizika infekce, ktera v oslabeném organismu ¢asto probiha
velmi turbulentné a nemusi byt mozné infekci zvladnout.

Chronicka GVHD je oproti aGVHD vice heterogenni a plsobi na vice organt (kuze,
Usta, odi, gastrointestinalni trakt, jatra, plice, genital a kloubni systém).52 A¢koliv se
zpravidla vyskytuje vice nez sto dni po transplantaci, pro klasifikaci cGVHD tato
informace nestaci. Patofyziologicky je rozvoj cGVHD spojen se tfemi stadii. Stejné
jako u aGVHD zacina poSkozenim tkané, diky cemuz dojde k aktivaci imunitnich
efektorovych bunék, a to jak T, tak B lymfocytu, u kterych pak dochazi k produkci
protilatek. Ty mohou dale podporovat imunitni odpoved a vést k dalSimu
posSkozovani tkané. Postupné pfi cGVHD dochazi také k poskozeni bunék v thymu.
Tamni dendritické a epitelialni bufiky jsou napadany aloreaktivnimi T lymfocyty a
s jejich ubytkem dochazi ke ztraté centralni tolerance. Tim dochazi k produkci
autoreaktivnich CD4+ T lymfocytd. Ackoliv regulacni lymfocyty T reg a B reg, které
produkuji interleukin 10 (IL-10) a transforming growth factor B (TGF-), limituji rozvoj
cGVHD a podileji se na hojeni tkané, tak také stimuluji fibroblasty a tim dochazi k
tvorbé tkané fibrotické, ktera tak ztraci svou plnou funkci. Z imunitni kontroly uniklé
Th17 jsou pak zodpovédné za stalou stimulaci smérem k zanétu, ktery tak
podporuje opakovani uvedeného scénare.% Existuje nékolik klasifikanich systém
pro cGVHD, souhrnné popsanych Helene Schoemans a kolektivem.>* NaSe
pracovisté pouziva Seattle klasifikaci, tj. limitovany a extensivni rozsah cGVHD.%

Role NK bunék na rozvoj GVHD neni stale plné znama, nicméné se ukazuje, ze se
NK bunky podileji jak na prevenci GVHD, tak na jejim rozvoji. Preventivné NK buriky
pusobi jak pfimo, tak nepfimo. Nepfimo tim, Ze zabiji APC a tim padem nedochazi
ke stimulaci T lymfocytu. Pfimo plsobi tak, ze zabiji aktivované T lymfocyty, které
na svém povrchu vystavuji ligandy pro aktivacni receptor NKG2D.% GVHD naopak
NK bunky indukuji produkci prozanétlivych cytokinu, které mohou jednak pfimo
poSkozovat tkang, tak také nepfimo zvySovat poSkozeni tkané aktivovanymi T
lymfocyty.%6

2.4.5.3 Infekce

Vedle akutni i chronické GVHD je nejvétSim nerelapsovym ohroZenim pacienta
infekce. Rizikové faktory mizeme rozdélit na samotné onemocnéni, pro jaké je
pacient |éCen, typ pfipravného rezimu, HLA shoda mezi darcem a pacientem, typ
transplantace (HSCT je rizikovéjsi, nez autologni transplantace) a i samotna
pfitomnost GVHD.%’

AML navic sama o sobé zpUsobuje snizenou funkci imunitniho systému, primarné
neutropénii zplsobenou utlakem kostni dfené blasty. To mlze vést i k reaktivaci
docCasné potlacenych infektd, a proto by mély pfed samotnou transplantaci byt
infekty maximalné zaléCené. Pred, v prubéhu transplantace i po ni, jsou proto
podavana preventivné antibiotika, antimykotika a antivirotika.>”
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S ohledem na to, Ze cilem myeloablaéniho rezimu je maximalni eliminace
imunitniho systému pacienta (pro pfijeti st€pu) a také nadorovych bunék, dochazi
rovnéz k neutropénii a zvysené citlivosti pacienta pro infek&ni onemocnéni. Proto je
u ohroZenych pacientll volen redukovany rezim.%8

Zasadni roli hraje i samotna GVHD, a to jak mechanicky, kdy dochazi k poSkozeni
tkani, které jsou pfirozenou bariérou pro vstup infekci (kiize, gastrointestinalni trakt),
tak i zvySenym rizikem prodlouzené hospitalizace, ktera je spojena
s nosokomidlnimi, velmi ¢asto k antibiotikim rezistentnimi, infekcemi.>®

V pripadé akutni GVHD navic hraje roli i volba lIéCby, kdy kortikosteroidy jesté dale
prohlubuji imunosupresivni efekt [éCby preventivhé podavané standardné pfi a po
transplantaci. Chronickd GVHD pak po$kozuje i samotnou bunécnou imunitu a
mUzZe vést i ke snizené funkci sleziny, diky ¢emuz je opét riziko infekci zvySené.%”
Také HLA neshoda se podili na zvySeném riziku infekce, a to diky potfebé zvolit
silngjSi imunosupresivni 1éCby. Rizikovéjsi s ohledem na infekce se pak zda byt
transplantace kostni dfené oproti PBSC.°

Casové Ize rizika délit na tfi obdobi, na dobu pied pfihojenim $tépu, dobu 30-100
dni po prihojeni $tépu a dobu, kdy je §tép jiz pfihojen dlouhodobé.?’

Doba pred pfihojenim Stépu je typicka dlouhodobou neutropénii, poSkozenymi
imunitnimi bariérami pfipravnym rezimem a pfitomnosti centralniho zilniho katetru.
Nejbéznéji se v této dobé objevuji reaktivace herpesvirt, kvasinkové infekce a
aspergildza. V dobég, kdy je stép pfihojen kratkodobé jiz dochazi ke znovuobjeveni
populace neutrofili, nicméné funkce T a B lymfocytl jesté nebyla plnohodnotné
obnovena, navic je zde stale riziko akutni GVHD a Casto se v této dobé objevuji
primarné virové infekty, jakymi jsou CMV, plané neStovice Ci reaktivace Epstein-Barr
viru. V pfipadé $tépu pfihojeného jiz dlouhodobé, by méla byt plné obnovena
imunitni funkce organismu, nicméné se muze objevovat chronicka GVHD a mimo
CMV, Epstein-Barr viru a planych nestovic se muze objevovat i pozdni aspergiléza
a infekce zplisobené bakteriemi s kapsulou.5’

Chronicka i akutni GVHD jsou potencialné zivot ohrozujici a snaha je tudiz upfena
k jejich potlaCeni za udrZeni co nejmen$i imunosuprese, aby nedochazelo k
infekcim. S tim souvisi rizna manipulace s T lymfocyty a snaha o nalezeni zplisobu,
jak pfes minimalizaci GVHD maximalizovat efekt reakce Stépu proti leukémii.
Vhodnym nastrojem se v tomto pfipadé zdaji NK burky. S ohledem na jejich inhibici
v pfipadé pfitomnosti HLA-I by nemély reagovat na bunky, které na svém povrchu
HLA-I nesou a nezplsobovat tak GVHD. Leukemické buriky naopak HLA-I ¢asto ze
svého povrchu eliminuji, aby se nestaly teréem utoku T lymfocytu a tim se stavaji
vhodnym cilem pro NK buriky.?
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2.5 NK buiiky

2.5.1 Vyvoj a edukace NK bunék

NK buriky (natural killer, pfirozeni zabijeCi) jsou velké granularni lymfocyty na
pomezi mezi pfirozenou a adaptivni imunitou se schopnosti zabijet nadorové
zménéné nebo virem napadené bunky bez predchozi aktivace.®® Vyvijeji se
z hematopoetickych kmenovych bunék (CD34+) primarné v kostni dfeni, jejich dalSi
vyvoj ale probiha v dalSich tkanich (sekundarnich lymfoidnich tkanich, kam patfi
zvlasté lymfatické uzliny, ale i v dal$ich, jakymi je napfiklad i periferni krev &i jatra).64
Na vyvoji bunék a jejich pfeméné v bunky efektorové se podili cytokiny, hlavné IL-2
a IL-15%, ale i IL-21%6, |L-767, [L-4%8, |L-12%° a IL-1870. Svou cytotoxicitu realizuji
granulemi, které obsahuji serinové proteazy — granzymy a cytolytické proteiny —
perforiny). NK buriky jsou ale také schopné regulace dalSich imunitnich bunék, at
uz regulaci samotného poc¢tu bunék vlastni cytotoxicitou, tak produkci cytokind.”!: 72

NK bunky jsou fizeny aktivaCnimi a inhibicnimi receptory. Kazda maturovana NK
bunka ma svlj set receptorl sestaveny tak, aby obsahoval vzdy alespon jeden
inhibicni receptor, ktery je specificky pro vilastni HLA-I haplotyp. Prvnim
exprimovanym inhibiénim receptorem ve vyvoji NK bunék je CD94/NKG2A, jehoz
poCet se na bunéfném povrchu s vyvojem buriky sniZzuje. S maturaci buriky jsou
naopak stale vice exprimovany KIR (killer cell immunoglobulin-like receptor).”?
Postupné dochazi k tzv. edukaci NK buriky, ktera spociva v interakci receptor(
s HLA-I a ktera ovliviuje schopnost bunék cytotoxické aktivity, ale také ovliviiuje
produkci cytokinG.” Existuji tfi hypotézy, jak tato edukace probihda. Prvni
predpoklada, Zze NK buriky jsou na pocatku ,nelicencované® a nejsou schopné
aktivity. Po setkani s HLA-I dochazi k jejich licencovani a bunky ziskavaji schopnost
cytotoxické aktivity a zaroven schopnost inhibice pfi setkani s HLA-1.7”® Druha
hypotéza vychazi z opacného pohledu, kdy je puvodné reaktivni burika trvalym
kontaktem s receptorem, ktery by ji aktivoval, nadale nereaktivni. Za pfiklad maze
poslouzit aktivacni receptor NKG2D, u kterého, pokud je stale vystavovan signalim
svych ligandu, dochazi k jeho internalizaci a sniZzeni funkce NK bunék.”® Treti
hypotéza, tzv. reostatova, fika, ze odpoveéd NK bunky je fizena poctem inhibicnich
receptor a silou jejich afinity k HLA-I ligandum. Vychazi z toho, Ze burika s vice

Vv,

o reakci ke zdravé, télu vlastni, burice.””

2.5.2 Populace NK bunék

Dle vyskytu a funkce rozliSujeme primarné dvé zakladni populace NK bunék, a to
CD56P9"t CD16- (populaci s vysokou expresi CD56) jejiz roli je primarné produkce
imunoregulaénich cytokinu, zvlasté interferonu-gamma (IFN-y) a tumor necrosis
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factor-alfa (TNF-a), a jejiz cytotoxicita je nizka. Vyskytuji se primarné v lymfatickych
uzlinach a tonsilach, zhruba 10 % z nich pak v krvi.”8 79

Druhou populaci je CD569™ CD16+ (nizka exprese CD56) primarné se vyskytujici
v periferni krvi a slezing, jejiz hlavni roli je cytotoxicita a jeji schopnost produkovat
cytokiny je naopak nizka.”® 7°

Tyto dvé populace jsou klasifikovany jako jiz maturované (CD569™ CD16+ jesté vice
nez CD56"9" CD16-) a vyvojova cesta k nim vede pies progenitorovou NK buriku
(stadium 1), ktera se vyviji ze spolecného progenitora pro lymfoidni buriky (T, B a
NK buriky). Dale se progenitorova NK bunka vyviji v pre-NK buriku, ktera si stale
nese schopnost vyvoje do T lymfocytu nebo do dendritické bunky (stadium 2a) nebo
ktera uz se mlze vyvinout pouze ve vrozenou lymfoidni burfiku, kam NK patfi
(stadium 2b). Stadium 3 zahrnuje buriky, které uz na svém povrchu nesou aktivacni
NK receptor. DalSim vyvojem ziskava burika schopnost rozeznavat bunky télu
vlastni (self-tolerance). Mimo jiné ziskava CD94, ktera tvofi dimer s C-type
lektinovymi receptory (NKG2). Objevuje se také jiz zminény protein CD56 (stadium
4, s dal$im vyvojem pak stadium 5).89 Byly popsany i pamétové NK buriky, které Ziji
oproti ostatnim NK burikam déle a po setkani sjiZ znamym antigenem vedou
k rychlejsi proliferaci, produkci cytokinl a cytotoxicité.®'-83 Pomérné dulezitou roli pfi
HSCT pak hraji takzvané nekonvenéni CD569™M CD16- NK buriky, které vykazuji
vétsi toxicitu, nez samotné CD569" CD16- a CD569™ CD16+ buriky. Vyskyt téchto
bunék byl popsan u pacientt, ktefi podstoupili haploidentickou HSCT po 2-4
tydnech od transplantace. U téchto pacienti se podilely na obnové imunitniho
systému, ale i na protinadorové cytotoxicité.8*

2.5.3 Receptory NK bunék

Receptory NK bunék hraji zasadni roli pfi regulaci odpovédi NK bunék na podnét a
z vySe uvedeného vyplyva, Zze NK buriky na svém povrchu mohou nést vice typu
inhibiCnich i vice typu aktivacnich receptord. Inhibi¢ni receptory zajistuji, ze NK
bufika nebude reagovat na zdravé buriky, zatimco aktivaCni receptory bunce
zprostiedkovavaji signal, Ze se setkala s bunkou pozménénou, kterou je trfeba
z organismu eliminovat.

Receptory Ize mimo jejich schopnost aktivace nebo inhibice délit také podle toho,
zda maji za ligandy HLA proteiny nebo jiné molekuly (tabulky 3 a 4).

Inhibi€éni receptory NK bunék | Ligandy

KIR2DLA1 HLA-C skupiny 2

KIR2DL2/3 HLA-C skupin 1i 2

KIR2DL5A/B Neznamé

KIR3DL3 Neznamé

KIR3DLA1 HLA-A a HLA-B alely kodujici epitop Bw4
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receptor subfamily G member 1)

KIR3DL2 HLA-A*03 a HLA-A*11
CD94/NKG2A HLA-E

LILRB1 (leukocyte

immunoglobulin like receptor HLA tfidy |

B1)

LAG-3 (lymphocyte-activation HLA tridy Il

gene 3)

KLRGH1 (killer cell lectin-like Kadheriny

SIGLECS (sialic-acid-binding
immunoglobulin-like lectins)

Kyselina sialova, gangliosid DSGb5

KLRB1 (killer cell lectin-like
receptor subfamily B, member

1)

LLT1 (lectin-like transkript-1)

PD-1 (programmed death-
receptor)

PD-L1, PD-L2 (programmed death-ligand)

CD300A

a-Herpes virus, pseudorabide virus,
fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin

Tactile

PVR (poliovirus receptor)

IL1RAPL1 (X-linked interleukin-
1 receptor accessory protein-
like 1)

IL-37

TIGIT (T cell immunoreceptor
with Ig and ITIM domains)

PVR (poliovirus receptor)

HAVCR2 (Hepatitis A virus
cellular receptor 2)

Galectin-9, fosfatidylserin, HMGB1 (high
mobility group box 1 protein), CEACAM1
(carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1)

Tabulka 3 — Inhibi¢ni receptory NK bunék a jejich ligandy. Dle Boudreau et al., 2018

a Sivori et al., 2019.85 86

Aktivacni receptory NK bunék | Ligandy

KIR2DS1 HLA-C skupiny 2

KIR2DS2 Neznamé

KIR2DS3 Neznamé

KIR2DS5 HLA-C skupiny 2

KIR3DS1 HLA-F

KIR2DS4 Nékolik HLA-C a HLA-A*11
KIR2DL4 HLA-G

CD94/NKG2C HLA-E

CD94/NKG2E HLA-E

CD16 (FcyRIl)

Fc Cast protilatky
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CD94/NKG2D MICA, MICB, ULBP1-6

CD226 (DNAM-1) Nectin-2 a PVR (poliovirus receptor)
CD58 LFA-2 (lymphocyte-function antigen-2)
NKp30 NCR3LG1 (natural killer cell cytotoxicity

receptor 3 ligand 1), HCMV-pp65 (human
cytomegalovirus tegument protein pp65),
heparin sulfat

NKp44 MMLS5 (monomethyl lysine-5), virovy
hemaglutinin, PCNA (proliferating cell nuclear
antigen)

NKp46 Komplementovy faktor P, virovy hemaglutinin,
heparin sulfat

NKp65 KACL (keratinocyte-associated C-type lectin)

NKp80 AICL (activation-induced C-type lectin)

Tabulka 4 — Aktivacni receptory NK bunék a jejich ligandy. Dle Boudreau et al., 2018
a Sivori et al., 2019.85 86

Z tabulek vyplyva, ze HLA tfidy | slouzi jako ligand tfem zakladnim skupinam
receptord — KIR, LIR a NKG2. Tyto mizou byt jak receptory inhibicni, tak aktivacni.
V pfipadé KIR receptort vznikly aktivani verze receptorl duplikaci genu pro
inhibiéni KIR, a proto sdili i stejné ligandy (pro pfiklad KIR 2DL1 a 2DS1 oba vazi
HLA-C skupiny 2). LiSi se ale intracelularnim motivem, ktery je v pfipadé inhibi¢nich
receptort ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) a u aktivacnich
receptort ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activating motif). Mize se zdat
matouci, Zze existuji aktivacni KIR receptory zaméfené proti viastnim HLA, tyto
aktivacni receptory se ale zpravidla vazi k samotnému HLA-I s nizSi afinitou, nez
receptory inhibicni a jejich existenci lze dat do souvislosti s peptidy, které tyto HLA-
I mohou nést v komplexu. U KIR2DS4 byl napfiklad jako ligand objeven bakterialni
epitop RecA, ktery byl v komplexu s HLA-C*05:01.87

Za hlavni NK receptory jsou povazovany NCR, receptory KIR a NKG2.

2.5.3.1 NCR (natural cytotoxicity receptors)

Do NCR rodiny patfi tfi typy receptori, NKp46, NKp44 a NKp30, které byly
pojmenovany podle své vahy v kDa.

NCR receptory tvofi typ | transmembranovych (TM) proteina (tj. sméfuji N koncem
vné burfiky a C koncem do bunky), kdy je jejich extracelularni Cast tvorena
immunoglobulin (Ig)-like doménami (tj. podobnym protilatkam) a jejich TM ¢ast
obsahuje pozitivné nabité reziduum aminokyseliny (bud’ arginin, R nebo lysin, K),
ktera je schopna tvofit mustek s reziduem odpovidajici aminokyseliny aspartatu (D)
a tim se vazat na TM doménu adaptord ITAM (CD3(, FcRy, DAP12). NKp44
obsahuje intracelularné jesté na svém cytoplasmatickém konci ITIM (obrazek 2).

26



ttttt

FceRly

gplEea-H 2»a-H{=>H-
alze=-H zrpa-H 24—

Q
=]
-

Obrazek 2 — Struktura NCR. Pfevzato z Barrow et al., 2019.88

NKp46, nejvétsi z nich, je tvofen dvéma Ig-like doménami a ve své TM oblasti ma
navazan ITAM, ktery je spojen se signalizaCnimi adaptory CD3C nebo FcRy. Gen
pro NKp46 je kddovan, na rozdil od zbylych dvou, na chromosomu 19. NKp46 je
exprimovany na obou typech maturovanych bunék, CD56¢™ CD16+ i CD561dht
CD16-.89

NKp44 je tvofen pouze jednou Ig-like doménou a jeho TM doména se vaze
k adaptoru DAP12 obsahujicim ITAM. Tvofi tfi isoformy, NKp44-1, NKp44-2 a
NKp44-3, kdy isoforma NKp44-1 kodduje na svém cytoplasmatickém konci také ITIM
a je diky pritomnosti ITAM i ITIM schopna fungovat jako aktivacni i jako inhibi¢ni
receptor.?® Gen pro NKp44 je kddovan na chromosomu 6 a NKp44 je exprimovany
primarné na CD56*"9"t CD16-.%1

NKp30, nejmensi z NCR, ma s NKp44 spole¢nou oblast, kde je kddovan, expresi
na aktivovanych i neaktivovanych maturovanych burikach a takeé je tvofen jednou
Ig-like doménou. S NKp46 ma naopak spole¢nou strukturu TM oblasti (ITAM s CD3(
nebo FcRYy).

Kazdy receptor z této skupiny interaguje s velkym mnozstvim rdznych non-HLA
molekul, at’ uz jde o proteiny bakterialni, virové nebo parazitarni, nebo o proteiny
pfitomné na nadorovych burikach, jak bylo detailné popsano v praci Barrow et al.
z roku 2019.88

NKp30 pfitomny u NK bunék hraje kli€ovou roli jak u dozravani dendritickych bunék,
tak u likvidace jejich nezralych forem.”" °2 Podobny jev byl pozorovan u NKp46.%3
Jelikoz dendritické burky hraji duleZitou roli pfi rozvoji GVHD®, je tato schopnost
povazovana za kliCovou u HSCT.% Ghadially s kolektivem tak vyslovili myslenku,
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Ze pacienti s hematopoetickymi burfikami od darcu s vysSi hladinou NKp46, by mohli
mit méné zavazné GVHD.% V dal$i praci pak nizky vyskyt NCR u pacientli s AML
vedl k hor§imu celkovému preziti® a to i u pacientu, ktefi podstoupili HSCT.%”

2.5.3.2 CD94/NKG2

NKG2 (natural killer group 2) receptory jsou transmembranové molekuly typu Il (tj.
smérfuji C koncem vné burniky a N koncem do buriky) s doménou lektinového typu
C, které mohou (ale nemusi) dimerizovat s proteinem CD94 na bunécném povrchu.
Bylo popsano 7 typu téchto receptoru, NKG2A, B, C, D, E, F a H, které se nachazeji
na chromosomu 12.98 % Jsou schopné fungovat jako aktivaéni i jako inhibi¢ni
receptory dle toho, jestli je u nich na cytoplasmatickém konci pfitomny motiv ITIM
nebo jestli jejich transmembranova oblast obsahuje nabité reziduum aminokyseliny,
které asociuje s ITAM. Tato rodina proteinl je pfitomna na NK bunkach, ale i na
CD8+ a CD4+ T lymfocytech.98. 100,101

NKG2A a NKG2B jsou receptory inhibi¢ni. Tyto dvé molekuly vznikaji diky
alternativnimu sestfihu stejného genu a tvofi komplex s CD94. Obé dvé také sdileji
stejny ligand, HLA-E. Za zminku urcité stoji, Zze HLA-E tvofi komplex s peptidy
z dalSich klasickych HLA molekul prvni tfidy, tj. s HLA-A, B, C, a neklasického HLA-
G. Inhibici bunky tak zajiStuje kontakt s celym komplexem. Na druhou stranu, pokud
je na HLA-E navazan peptid z proteinu BZLF-1 viru Epstein-Barr'%? nebo z heat
shock proteinu 60 (jehoZ zvySena hladina poukazuje na bunéény stres)'%3, k inhibici
buriky nedojde. Zalezi tudiz i na samotném proteinu navazaném na HLA-E. Valés-
Gbémez s kolegy pak popsali, ze vazba inhibiéniho CD94/NKG2A je zhruba 10x
silngjsi, nez vazba aktivatniho CD94/NKG2C, coz by ukazovalo na regulaci NK
bunék spiSe smérem k jejich inhibici.’® Kaiser s kolegy popsali, Ze o sile vazby
rozhoduje navazany peptid na HLA-E."%°

Ostatni receptory ztéto rodiny jsou aktivacni. NKG2C, NKG2E a NKG2H
heterodimerizuji s CD94 (na rozdil od NKG2F a NKG2D), a vSechny az na NKG2D
maji ITAM spojeny s molekulou DAP12.196-108 NKG2D je pak propojen s DAP10.1%°
NKG2E a NKG2H jsou pak, podobné jako NKG2A a NKG2B, produktem
alternativniho sestfihu stejného genu.'%® Stejné tak sdili i stejny ligand, a to HLA-E.
NKG2E nicméné neni pfitomen na bunéfném povrchu a je tudiZz povazovan za
intracelularni protein.’® V tom se li§i od NKG2H, ktery byl pozorovan na povrchu T
i NK bunék s ¢etnéjsim vyskytem u T lymfocyt.'"0

HLA-E slouzi jako ligand i pro receptor NKG2C.%8 Ligand pro receptor NKG2F neni
v soucéasnosti znam.""
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2.5.4 NKG2D receptor

NKG2D receptor, kédovany genem KLRK1, se nachazi na povrchu NK bunék, y& T
bunék, CD8+ i CD4+ T bunék."'?'"4 Jedna se o nejvyznamnéjsi aktivacni receptor
NK bunék.

Gen se sklada z 10 exonu (1A, 1B a 2-9) a 9 intronu. Exony 2-4 kdduji intracelularni
a transmembranovou oblast, zatimco exony 5-9 oblast extracelularni.''® Receptor
NKG2D vykazuje pomérné malou genetickou variabilitu. Byly popsany Ctyfi alely,
které tvofi dva typy haploblokul, které maji vliv na cytotoxicitu buriky. Jedna se o
alely LNK1, LNK2, HNK1 a HNK2. To, jestli je alela LNK1 nebo HNK1 je ur€eno na
zakladé SNP (single nucleotide polymorphism) rs1049174, kdy se na této pozici
nachazi bud C nebo G. Oproti tomu je LNK2 vs HNK2 urCeno polymorfismem
rs2255336 (G — A). Jak jiz nazev napovida (LNK — low NK), spousti LNK alela
oproti HNK (high NK) alele nizkou cytotoxicitu. Haplotyp Hb-1 obsahuje LNK1 a
HNK1, které se mohou dle kombinatoriky nachazet u jedince ve tfech kombinacich
— LNK1/LNK1, HNK1/HNK1 a LNK1/HNK1 a stejné tak u haplotypu Hb-2 jde o
kombinace LNK2/LNK2, HNK2/HNK2 a LNK2/HNK2.''® Hayashi s kolektivem
popsali, ze kombinace HNK1/HNK1 vede ke sniZzenému riziku rozvoje nadorového
onemocnéni oproti kombinaci LNK1/LNK1."® Espinoza s kolektivem dosli
k podobnému vysledku u HSCT, kdy pacienti se §tépem od darci s HNK1/HNK1
dosahovali lepsiho celkového preziti a niz$i mortalité souvisejici s transplantaci.’"”

2.5.4.1 Ligandy NKG2D receptoru

NKG2D receptor rozeznava ligandy MICA, MICB a ULBP1-6, které jsou
exprimované na bunkach v pfipadé, ze buriky zazivaji bunécny stres (tepelny Sok,
oxidativni stres, radiace, chemoterapie), virovou infekci nebo nadorovou
preménu.’ Tyto ligandy se mohou vyskytovat i na zdravych burikach (proliferujici
buriky, myeloidni progenitorové bunky &i zdravé intestinalni epitelialni buiky a
buriky opravujici poskozenou tkan'"), ale v takovém pfipadé se predpoklada, ze
samotna pfitomnost ligandu neni pro reakci bunék s NKG2D receptorem
dostateéna a chybi dal$i aktivaéni signal, nebo prevaZzuje signal inhibi¢ni.'"®

Ligandy MICA a MICB patfi do rodiny MIC (MHC class I-related chain), ULBP1-6 do
rodiny ULBP/RAET (human cytomegalovirus Unique Long 16-binding
protein/Retinoic acid early transcript). Obé tyto rodiny jsou pfibuzné s HLA-I
proteiny, ale na rozdil od nich neasociuji s 2-mikroglobulinem a neni o nich znamo,
Ze by mély moznost prezentovat antigen.''® Proto Zadny antigen neovliviiuje zptisob
jejich vazby na receptor tak, jak je to popsano napfiklad u NKG2 receptoru
vazajicich HLA-E. NKG2D ligandy hraji tak zasadni roli v regulaci imunitni reakce,
ze se cilové bunky naucily riznym zpusobem ovliviovat jejich pfitomnost na svém
povrchu.
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2.5.4.1.1 Regulace NKG2D ligandu

Regulace exprese ligandld na cilové burice probiha na nékolika urovnich a muze
jich byt pfitomno vice najednou. MlUzeme je délit na ovlivihovani transkripce,
translace a post-translac¢nich uprav ligandu.'®!

Transkripce muze byt ovliviiovana poly-ADP-ribéza polymerazou 1 (PARP1), diky
které cilové bunky potlacuji transkripci daného ligandu. PARP inhibitory jsou tak

potencialnim l&Civem, které by mohlo byt pouzZito, napfiklad i u pacient(l s AML."2%-
123

Na jiz transkribovanou mRNA pak mohou nasedat microRNA, ¢imz znemozni jejich
translaci. U nadorovych onemocnéni v souladu s touto informaci dochazi ke
zvy$ené expresi microRNA specificky cilici NKG2D ligandy.1%4 125

Béhem transkripce muze dochazet k alternativnimu sestfihu. Ten napfiklad vede
k produkci proteinu, ktery postrada kotvici ¢ast, diky cemuz se po expresi uvoliuje
z povrchu burnky do prostiedi.'?8: 127 V/ takovém pfipadé mulze dojit k navazani
ligandu na receptor bez pfitomnosti bufky, NK burika tak sice dostava aktivacni
signal, ale bez dalSich signalt nutnych k aktivaci NK buriky. Diky tomu je pfitomna
pozménéna bunka v bezpeci. Pfi pfiliSném mnozstvi takovychto signalu také
dochazi k efektu vycerpani NKG2D receptoru a jeho zanofeni zpét do buriky. 128 129

Toho bunky vyuzZivaji a vedle alternativniho sestfihu pfiSly s podobnym
mechanismem, tzv. sheddingem. Shedding je zpUsob, jakym se bunky uvolfuji do
prostfedi nechténé ligandy za pomoci dvou rodin proteaz, a to ADAM (a disintegrin
and metalloproteinase)'*® a MMP (matrix metalloproteinase)'3? 131, Zda se, Ze jako
odpovéd na tuto schopnost se vyvinula existence alel, které nejsou v bunce
ukotvené transmembranoveé, ale diky GPI-kotvé. To znemoziuje jeji odstépeni
proteazami.

GPI ukotvené ligandy ale mohou byt odstépeny za pomoci PI-PLC
(Phosphoinositide Phospholipase C).'3? Vedle toho maji ale buriky schopnost
,odhodit* ligandy jes$té za pomoci jejich enkapsulace do exosomu.'3® V takovém
pfipadé je pro buriku mozné se zbavit i proteint vzniklych z alely MICA*008'32 a
dalSich, které jsou ukotveny GPI kotvou.'3*

Na urovni proteind pak muze dochazet také k jejich degradaci po navazani
ubikvitinovych ligaz a k jejich expresi na povrchu buriky viibec nedochazi. 35137

Zpusob regulace ligandu neni ale napfi¢ vSemi ligandy stejny a je tfeba vzit v potaz,
do které rodiny ligand patfi.

2.5.4.1.2 Rodina MIC

Ackoliv rodina MIC ligandl obsahuje 7 genu (MICA-MICG), exprimovany jsou na
povrchu bunék pouze prvni dva, MICA a MICB."38
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Geny obou ligandl se skladaji z vedouci sekvence, kddované exonem 1, exonu 2-
4, které kéduji domény a1-3 a transmembranovou a cytoplasmatickou ¢ast koduji
exony 5-6.138.139

CHROMOSOME 6

———— MICB MICA -
CLASS II CLASS 111 [ B | CLASS I

EXON 1 EXON 2 EXON3 EXON 4 EXON 35 EXON 6

5 . s Ll

LEADER al o2 o3 CYTOPLASMIC
SEQUENCE DOMAIN DOMAIN DOMAIN TAIL

TRANSMEMBRANE
REGION

CONNECTING REGION

TRANSMEMBRANE REGION

CYTOPLASMIC TAIL

Obrazek 3 — Struktura genu a proteint MICA a MICB. Pfevzato z Machuldova et al.,
2021101

Oba geny jsou velmi polymorfni, v Eervenci 2023 je v databazi sekvenci IMGT/HLA
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/about/statistics/) 531 alel pro MICA a 244 pro
MICB. Alel bude nepochybné pfibyvat, v roce publikace ¢lanku nasi pracovni
skupiny, tj. v roce 2021 bylo alel MICA 223 a MICB 138.°"
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Ponékud matouci mize byt MICA nazvoslovi, protoZe existuji dva zpusoby
nomenklatury. Ten prvni, jiz ponékud obsoletni, je postaven pouze na exonu 5, ktery
koéduje transmembranovou oblast. Vychazi z po€tu za sebou jdoucich sekvenci pro
alanin (GCT), které dosahuji hodnot 4-10. Proto jsou alely pojmenované A4-A10.
Vyjimku tvofi A5, u které muzZe dojit k inzerci nukleotidu (guanin) za druhym
alaninem, které se v tomto pfipadé fika A5.1. Diky tomu dojde k posunu ramce ¢teni
a tim i k pfed€asnému stop kodonu. To vede k nevytvoreni transmembranové Casti
proteinu, ktery tak musi byt ukotven v membrané jinak, pomoci GPI kotvy. V druhém
zpusobu nazvoslovi dle WHO se této alele fika MICA*008. Jak je patrné, druha
nomenklatura tak jiz kopiruje nomenklaturu HLA (typicky MICA*008:01:01). Proteiny
MICB nemaiji prvni zmifiovanou nomenklaturu a pouziva se pouze WHO nazvoslovi.

2.5.4.1.3 Rodina ULBP

Druhou rodinou NKG2D ligandi je ULBP. Podobné jako u MIC rodiny neni
exprimovano v8ech 10 proteind, ale pouze $est (ULBP1-6)."4° Vyjma ULBP5 maiji
vdechny geny 4 kédujici exony (prvni kéduje vedouci sekvenci, exony 2 a 3
extracelularni domény a1 a a2 a exon 4 transmembranovou oblast, exon 5 u ULBPS
pak koduje prodlouzeni cytoplasmatické casti molekuly, u ostatnich je
nekodujici). 126, 140

Oproti MIC ligandlim je znamo podstatné méné polymorfisma, byt to mize vychazet
z nizS§iho zajmu o tyto ligandy. Nejpolymorfnéjsi je ULBP4 s 11 znamymi alelami,
ULBP6 ma 7 alel, ULBP2 6 alel, ULBP5 3 alely a ULPB1 a ULBP3 maji pouze jednu

alelu 141, 142

2.5.4.1.4 Polymorfismy NKG2D ligand a jejich vliv na stav pacienta po
transplantaci

Jak jiz bylo uvedeno, hraji NK buriky dulezitou roli v transplantaci kostni dfené a
mohou fungovat jak regulacné smérem k burikam, podilejicim se na rozvoji GVHD,
tak mohou ucinkovat i ve sméru GVL.

Na zakladé teorie o shodé mezi ligandy a receptory by méla neshoda mezi darcem
a pacientem v NKG2D ligandech vést k neschopnosti NK bunék tyto ligandy
rozeznat a tim vést i k nizSi reakci Stépu proti leukémii, ale na druhou stranu i
k niz§imu riziku rozvoje GVHD. 0

Tomu ale neodpovidaji prace, které popisuji, Ze naopak shoda mezi darcem a
pacientem u MICA vede k niz§imu rozvoji aGVHD'3145 g stejné tak nizSimu
cGVHD.*3 Pravdépodobnym vysvétlenim tohoto jevu je to, Ze GVHD je primarné
zplUsobovano aloreaktivnimi aff T lymfocyty, které neshodné NKG2D ligandy
rozeznavaji jako alo-antigeny a pfistupuji k burikam stejné jako v pfipadé neshody
v HLA na antigen-prezentujicich burfikach.44 146

U relapsu ov8em nejsou data tak konsistentni. Parmar a Carapito se svymi tymy
pozorovali v pfipadé neshody mezi darcem a pacientem v MICA nizSi riziko
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relapsu.’#® 144 Fuerst s kolektivem naopak pozorovali v pfipadé neshody mezi
darcem a pacientem vySSi riziko relapsu. Jejich studie ale byla, na rozdil od dvou
predchozich, které byly postavené na shodé a neshodé jednotlivych MICA alel mezi
darcem a pacientem, zaméfena na polymorfismus urcujici pfitomnost valinu nebo
methioninu na pozici 129 (MICA-129Val/Met) a jejich shodé mezi darcem a
pacientem. 14

Tento polymorfismus pak byl sledovan v dalSich pracich, a to nejen v ramci shody
a neshody. Ligand MICA, ktery ma na pozici 129 methionin se vaze k NKG2D
receptoru s vysSi afinitou oproti MICA-129 s valinem, coz vede k rozdilné sile i délce
trvani odpovédi NK bunky. ZjednoduSené lze fici, ze MICA-129Met se navaze
silngji, diky Cemuz spusti silnéjSi reakci a o to dfive pak dojde k vyCerpani NKG2D
receptoru a NK bunky. Homozygotni MICA-129 Met/Met pacienti pak maiji z toho
davodu vyssi riziko aGVHD.'%” Naopak, u MICA-129Val je vazba k receptoru slabsi,
ale o to delsi, je tedy vy$si riziko cGVHD, coz potvrdil Boukouaci s tymem.'8 Stejny
tym také prokazal vliv solubilnich MICA na vyssi riziko rozvoje cGVHD.'4®

Co se tyCe MICB, neshoda v ramci polymorfismu na pozici 98 (MICB-98lle/Met)
zvySuje riziko rozvoje chronického i akutniho GVHD v pfipadé, Zze darce a pfijemce
jsou jinak MICA a HLA shodni a pacient je pfitom zaroveii CMV pozitivni.'4°
V pripadé, ze byl pacient CMV negativni, nehrala neshoda takovou roli a v pfipadé
shody v MICB-98, nehral zase roli CMV status pacienta. 4

U ULBP ligandu byla popsana role v HSCT pouze u ULBP6. Pacienti s alelou
ULBP6*002 méli lepsi 8leté preziti bez progrese i celkové preziti oproti pacientim,
ktefi méli jinou alelu.®®

2.5.5 KIR receptory

KIR receptory neboli killer-cell immunoglobulin-like receptors jsou exprimovany
primarné na NK burikach a v niz8§im mnozstvi také na NKT burkach.'®' Tyto
receptory jsou kodovany celou rodinou KIR genu, které se nachazeji na
chromosomu 19. K dnednimu dni zname 15 KIR gend, konkrétné 2DL1-2DL5 (L1,
L2/3, L4, L5A a L5B), 3DL1-3 (L1, L2, L3), 2DS1-5 (S1, S2, S3, S4, S5) a 3DS1, a
dale 2 pseudogeny, 2DP1 a 3DP1.

KIR geny se skladaji z9 exonu, exony 1 a 2 koduji vedouci sekvenci, exon 3
doménu DO, exon 4 doménu 1, exon 5 doménu 2 a exony 6-9 pak
transmembranovou a cytoplazmatickou €ast proteinu. VSechny geny nemuseji mit
vSechny exony a stejné tak se mohou liSit délky jednotlivych exonl (obrazek 4).
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exon 1 exon2 exon 3 exon 4 exon 5 exon6 exon7 exon8 exon 9

KIR2DL1-3

KIR2DS1-5

KIR2DL4/5

KIR3DL1/2

KIR3DS1
KIR3DL3
KIR3DP1
KIR2DP1
LEADER DO DOMAIN D1 DOMAIN D2 DOMAIN STEM, TRANSMEMBRANE AND CYTOPLASMIC
Obrazek 4 -  Struktura gend  KIR  receptord, upraveno dle

https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/about/.

Nazvoslovi KIR genl odpovida jejich proteinové struktufe, kdy 2 nebo 3 znaci pocet
extracelularnich domén a pismena S a L pak délku intracelularni ¢asti proteinu
(short-kratka/long-dlouha). S délkou intracelularni €asti je spojena i funkce proteinu.
KIR sL maji na svém konci ITIM a jsou tudiz inhibi¢ni, KIR s S asociuji
s adaptorovymi proteiny obsahujicimi ITAM a jsou aktivacni (obrazek 5). Jedinou
vyjimkou je KIR 2DL4, ktery muze byt jak inhibi¢ni, tak aktivacni. Alel odvozenych
od KIR genl je dnes (Cervenec 2023) popsano 1617 (v roce 2020 jich bylo uvedeno
ve stejné databazi IPD-KIR 1100"%2).3" Nejvice alel je popsano u 3DL3 (229 alel
kodujicich 113 proteind), ale nejvice proteina je tvofeno alelami genu 3DL2 (168
alel a 116 proteina).

34


https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/about/

KIR2DS1
KIR2DS2
KIR2DS3
KIR2DS4

KIR2DSS5KIR2DL4

RIRADSL, grpoid

KIR2DL2 K1R2DLS5A
KIR2DL3 KIR2DL5B

KIR3DL1
KIR3DL2  KIR3DL3

Obrazek 5 — Struktura KIR protein(. Pfevzato z Debska-Zielkowska et al.’>?

KIR geny jsou dédény v tzv. haplotypech, které zname v zakladu dva, haplotyp A a
haplotyp B. Haplotypy jsou slozené vzdy z gend ze dvou Casti — z telomerové, ktera
se sklada z genu blize k telomefe chromosomu 19 (Tel) a z centromerové (Cen),
kde jsou geny blize k centromefe chromosomu 19.

Oba haplotypy obsahuiji tzv. framework geny, tj. geny, které ramuji zaCatek a konec
oblasti — 3DL3, 3DP1, 2DL4 a 3DL2.

Haplotyp A se mimo framework geny sklada vzdy jen z geni 2DL3, 2DP1 a 2DL1,

3DL1 a 2DS4 (obrazek 6).'53

[

)

[

] 2DP1 C” 3DP1 || 3DL1 2Ds4

Obrazek 6 — Slozeni gent v haplotypu A dle Pende et al.’® V ¢erveném ramecku
jsou framework geny.

Haplotyp B je vedle pfitomnosti framework gent kombinaci dalSich KIR genu
(pfitomné mohou, ale nemusi byt geny 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 2DL2 a 2DL5),
a tedy vzdy odli§né od haplotypu A."%*

2DS4 je jediny aktivagni KIR receptor pfitomny v haplotypu A. Ne vzdy je ale tento
protein nakonec exprimovan na povrchu bunky a homozygoti pouze s haplotypem
A tak na povrchu svych NK bunék nemuseji mit Zadny aktivaéni KIR receptor.’%

Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze haplotyp A je vzdy neménny, na rozdil od
haplotypu B, kde mohou byt pfitomné rizné geny a haplotyp B je tak genové
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variabilnéjsi. Variabilita haplotypu A je postavena na alelické heterogenité tvorici
rizné proteiny. Nejvice zatim znamych proteinl tvofi frameworkové geny pfitomné
jak u haplotypu A, tak B — 3DL2 (116 proteint), 3DL3 (113) a 2DL1 (74), 3DP1 je
frameworkovy pseudogen, proto proteiny netvofi. DalSi gen s nejCetnéjSim poctem
proteinU je pak 3DL1, ktery se podili na tvorbé haplotypu A i B a ktery tvofi 94
proteind. Po ném nasleduje 2DS5 s 38 proteiny a pak 2DL3, ktery ma 36 proteina.
Ostatni geny koduji mezi 12 a 23 proteiny (Cervenec 2023).3

Stejné jako u dalSich gend, ovliviiuje polymorfismus expresi a funkci KIR genu. Jiz
bylo zminéno, Ze nékteré alely 2DS4 nevedou k proteinu exprimovanému na
povrchu buriky.'®® Tyka se to ale napfiklad i 2DL4'%6, 2DL2'%7, 2DL1'%" nebo
3DL1"%8, Nékteré polymorfismy vedou k pfedéasnému ukonéeni prekladu pfi tvorbé
proteinu, tj. k tzv. null alelam. Nejvic null alel, 20, ma gen 2DS4 (51 % z celkovych
39 alel), nasledovany genem 2DL1, ktery ma 7 null alel ze 173 (4 %), 3DL1 s 3 null
alelami (1,6 %), 2DS3 s dvéma (2,8 %) a nasleduji 2DL3, 2DL5A, 3DL2, 3DL3 a
3DS1, kazdy s jednou null alelou.?' Dal$i polymorfismy pak mohou ovliviiovat
hladinu exprese na povrchu buriky, naptiklad u 3DL1.1%° A podobné jako v pfipadé
MICA-129, ovliviuji polymorfismy v KIR genech silu jejich vazby k ligandu, jak bylo
popsano u 3DL1.160

2.5.5.1 Role haplotypu a polymorfismu KIR receptort pfi HSCT

Haplotyp A je slozen pfevazné z inhibiCnich KIR, zatimco haplotyp B obsahuje vice
aktivacnich KIR, v teoretické roviné by proto mél stép darce s haplotypem B vést k
silnéjSi reakci $tépu proti leukémii. U pacientl s AML, ktefi podstoupili transplantaci
s darcem s alespon jednim B haplotypem, bylo skute¢né pozorovano nizsi riziko
relapsu.'®! Také transplantace $tépu od darct s niz§im zastoupenim inhibi¢nich
receptort vedly k niz§imu vyskytu relapst a delSimu preziti."6?

Roli hraji také jednotlivé alely &i polymorfismy danych genu. Protein 2DL1 maze mit
na pozici 245 bud aminokyselinu arginin, ktera zpusobuje silngjSi inhibi¢ni funkci
tohoto proteinu, nebo aminokyselinu cystein, ktera naopak vede ke slabsi inhibi¢ni
aktivité receptoru. Mozna trochu prekvapiveé méli pacienti, ktefi dostali Stép od darce
popisuji, Zze u bunék s 2DL1 s cysteinem pozorovali signifikantné méné degranulace
a sekrece IFN-y'%4 coZ odpovida tvrzeni, Ze pro silngj8i aktivitu buriky je potrfeba
licencovani pravé skrz inhibi¢ni KIR6°,

S uplné opacnym vysledkem nez Bari s kolegy, pfiSel tym Boudreauho. Ti
pozorovali u pacientll se Stépem od darce s alelami vedoucimi k slabé nebo zadné
inhibici (*005, *007 nebo *004) signifikantné nizsi riziko relapsu a delSi OS oproti
pacientim se $tépem se silné inhibi¢nimi alelami (*001, *002) genu 3DL1.766
Podobnych vysledkll se dobrali Schaffer et al.'67: 168

Alely 2DL1*003 a 2DL3*003 hraly roli v pfipadé pfitomnosti v haploidentickém Stépu
pro pacienty s AML. Jejich pfitomnost vedla k niz§imu vyskytu relapsu.'6?
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2.5.5.2 KIR — HLA shoda a neshoda (match a mismatch)

KIR — HLA shoda je stav, kdy darcovské NK bunky na svém povrchu nesou ligandy
pro pfijeti inhibicniho signalu ze strany pacientské buriky.

Tento stav je zobrazen na obrazku 7 pro pfipad darcovské bunky, ktera nese KIR
2DL1 (a pfijima tak inhibi¢ni signal od HLA-C skupiny 2, ktera je v této praci popsana
vySe), 2DL2/3 (inhibice probiha pfes HLA-C1) a 3DL1 (ligand HLA-Bw4). Diky tomu,
Ze pacientovy bunky maji vSechny tfi inhibi¢ni ligandy, dojde k inhibici darcovské
NK buriky a nedojde tak k tzv. aloreaktivité.'® Tento efekt nicméné vede k nizsi
reakci $tépu proti leukémii a nemusi proto byt Zadouci.®? Diskuze se tedy vede
ohledné optimalni neshody (tzv. perfect mismatch).'”

Stem cell graft (donor) Recipient cell (C1/C2 and Bw4)
Inhibition

KIR2DLA1
. . % C2+ cz+

—E— . | O

KIR2DL2!3
/
@ KIR3DL1 B

Obrazek 7 — Znazornéni KIR — HLA shody dle Becker et al.’"®

KIR — HLA shodu/neshodu mezi darcem a pacientem Ize posuzovat dle toho, zda
dochazi k typizaci pouze HLA pacienta, darce nebo zda je zahrnuta i typizace
KIR.172

V pfipadé, Ze mame informaci pouze o HLA pacienta, je vyuzit model ,chybéjiciho
ligandu® (missing ligand), kdy nepfitomnost nékterého z ligandi (HLA-C1, HLA-C2
¢i HLA-Bw4) pro inhibiéni KIR muze vést k aloreaktivité v pfipadé pfitomnosti
takového KIR u darce. Jedna se ale pouze o predpoklad, nemame totiz potvrzeno,
Ze darce prisludny inhibi¢ni KIR receptor ma.'”® Tuto metodu Ize vyuzit v ptipadé
haploidentickych transplantaci, kdy darce nema kompletni typizaci z divodu
dédicnosti HLA.

Pokud mame informaci o HLA jak darce, tak pacienta a u pacienta chybi HLA, které
je pfitomné u darce, mluvime o missing-self (nebo také KIR-ligand nebo ligand-
ligand missing) neshodé. Pro pfedstavu, darcovsky $tép od darce s HLA-C1 i HLA-
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C2 bude postradat inhibi¢ni signal od pacienta, ktery ma pouze HLA-C1 a dojde tak
k aloreaktivité.’”® Stejné jako v predchozim pfipadé, i zde tuto reakci pouze
predpokladame. Tento model je vyuzivan v nepfibuzenskych transplantacich, kde
jsou pacienti i darci pro HLA plné typizovani.

Tretim modelem je model neshody receptoru a ligandu (receptor-ligand mismatch)
(obrazek 8). V tomto pfipadé zname HLA pacienta a KIR receptory darce a
minimalné jeden inhibi¢ni KIR zustava bez pfislusného ligandu (napfiklad
pfitomnost KIR2DL1 u darce, ale absence HLA-C2 u pacienta).'”*

Stem cell graft (donor) Recipient cell (C2 negativ)

Activation
Cell lysis (inducing GvL)

KIR2DL1
o0 ——— c1+

KIR2DL2!3 Inhlbmon
/

KIR3DL1 § Bwd+

Obrazek 8 — Znazornéni KIR — HLA neshody dle Becker et al.’”®

Poslednim modelem je ,pfitomnost aktivacniho KIR®. Tento model pracuje s
predpokladem, Ze vedle chybégjiciho inhibi¢niho signalu je potfeba také pfitomnost
aktivacniho signalu pro aktivaci NK bunky. Zde je tedy tfeba znat typ aktivacniho
KIR a pfitomnost jeho ligandu u pacienta.'”®

Jak bylo uvedeno vySe, KIR geny se nachazeji na chromosomu 19 a HLA geny na
chromosomu 6, nejsou proto dédény spolecné, a i v pfipadé HLA pIné shodného
pfibuzného darce je mozné, Ze se KIR darce a pacienta budou lisit. Ve studii z roku
2005 se autofi vénovali analyze 178 pacientl a jejich pfibuznych darci a zjistili, Zze
62,9 % z nich se pres HLA shodu li§i v KIR genech.'7®

Ve stejné praci také popsali, Zze pacienti s AML nebo myelodysplastickym
syndromem (MDS), ktefi méli KIR — HLA neshodu, méli signifikantné delSi preziti
bez nemoci (disease-free survival, DFS) i OS a niZsi riziko relapsu. V pfipadé, Ze
se pacient s darcem navic neshodovali nejen v jednom, ale ve dvou ligandech, bylo
dosahovano jesté lepsiho DFS a 0S.176
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Ruggeri s kolektivem pak sledovali 5leté preziti u pacientd s AML, ktefi byli
transplantovani s nebo bez KIR — HLA neshody a vysledky téchto dvou skupin byly
dramaticky odlisSné. V pfipadé neshody byla pravdépodobnost 5Sletého preziti kolem
60 %, v opacném pripadé to pak bylo méné nez 5 %.52 A podobny efekt sledoval
tym Sebastiana Giebela.'”” Ruggeri et al. popsali totéz také u haploidentickych
transplantaci.'” Wanquet et al. na druhou stranu popsali nizsi riziko relapsu u
haploidentické HSCT provedené pfi aktivnim onemocnéni v pfipadé neshody KIR —
HLA, ale uz ne u pacientl, ktefi tuto transplantaci podstupovali v kompletni
remisi.’”®

Ne vSechny prace tedy tento efekt potvrdily. Beelen et al. nepozorovali zadny benefit
v pfipadé, Zze byl §tép darce viuci pacientovi aloreaktivni.’”® Podobné jako
Bornh&user s kolektivem. 8% Rozdil ve studiich se da nepochybné vysvétlit rozdilnou
populaci pacientl, ale efekt by mohla hrat i KIR — HLA neshoda v pfipadé
aktivacnich KIR, coz v téchto pracich nebylo blize zkoumano. Aktivacni receptory
by v pfipadé shody naopak mély protektivni efekt s ohledem na relaps.'®

Da se ale fici, Zze pacient, ktery exprimuje na svych bunkach vSechny 3 HLA-ligandy
pro KIR (C1, C2 i Bw4) ma vySsi riziko, Ze bude rezistentni vici aktivité NK bunék,
nez pacient, ktery vSechny tfi typy ligand(i neexprimuje.'?

S tim nejspiSe souvisi i vysledek prace Weisdorfa s kolektivem, ktefi popsali
signifikantné nizSi riziko relapsu a lepsi DFS u pacientu, ktefi dostali $té€p od darce
s B haplotypem, ale jen za pfedpokladu, Ze se jednalo o pacienty pouze s ligandy
HLA-C tridy 1.183

Ukazuje se tedy, ze NK buriky a jejich receptory hraji u HSCT vyznamnou roli.
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3 CiLE, HYPOTEZY A OTAZKY DIZERTACNI
PRACE

Tato dizertaCni prace ma za cil tfi rozdilné analyzy. Prvni analyza se vénuje popisu
vyskytu polymorfismu v genech NKG2D, MICA, MICB, ale i vy¢tu nejCetnéjSich
MICA a MICB alel a popisu zastoupeni jednotlivych KIR alel v ¢eské populaci. Data
jsou pak srovnana s dalSimi populacnimi analyzami, které jsou zaméfené nejen na
kavkazskou populaci.

Cilem druhé analyzy je nalezeni alel i polymorfismi NKG2D, MICA a MICB, které
by mohly ovliviiovat stav pacienta po HSCT. Pro tuto analyzu bylo pouzito klinickych
dat tykajicich se jak darce, tak pacienta, kdy byla tato data pak byla dana do
souvislosti se ziskanymi sekvenacnimi daty.

Treti analyza zkouma, zda maji jednotlivé KIR geny v pfipadé KIR-ligand (HLA)
shody vliv na vysledek transplantace. Tak jako u pfedchozi analyzy byla pouzita
klinicka data v kombinaci se sekvenacnimi daty.

3.1 Hypotézy, otazky

1. Zastoupeni jednotlivych alel a polymorfismi by mélo odpovidat jinym
populaénim studiim provedenym na kavkazské populaci.

2. Znamé polymorfismy (MICA-129, MICB-98, NKG2D haplotyp) by mély
ovlivihovat vysledek transplantace.

3. Jsme schopni identifikovat zatim neznamé polymorfismy ¢i alely, které
ovliviuji vysledek HSCT?

4. Hraje pfitomnost inhibi¢nich a/nebo aktivacnich KIR, v pfipadé shody s jejich
ligandy, roli v HSCT?
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4 MATERIAL A METODY

4.1 MICA, MICB a NKG2D

Do populacni studie, zkoumajici MICA, MICB a NKG2D bylo zahrnuto 612 zdravych
darcl, ktefi do studie vstoupili po podepsani informovaného souhlasu s vyuzitim
jejich biologického materialu pro ucel studie. Informovany souhlas byl schvalen
lokalni etickou komisi. Jednalo se jak o darce hematopoetickych bunék za ucelem
transplantace pacienta Hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen, tak darce
zatim pouze v registru darcu kostni dfené, nespojené s transplantaénim centrem.
Podminkou vstupu do studie byl ptivod z Ceské republiky a neptitomnost AML. Dale
bylo do populaéni analyzy zafazeno 164 pacientl s diagnézou AML, ktefi byli IéCeni
na Hemato-onkologickém oddéleni FN Plzenn (HOO FN Plzen). VSichni jedinci byli
kavkazského puvodu, coz odpovida homogenité Ceské spolecnosti. Do analyzy
funk&ni, zaméfené na vliv polymorfismO danych genu na vysledek transplantace,
bylo zafazeno 124 vzork( darcu a to tak, ze byly vyuzity vzorky pacientl po
transplantaci, které vykazovaly 100% chimérismus tj. v krvi cirkulovaly pouze buriky
pochazejici od darce. Samotna sekvenacni data pacientl byla zastoupena v 78
pfipadech a to tam, kde byla dostupna DNA pacienta pfred transplantaci. Nabor
darcli a pacientd probihal v letech 2018-2021. Popis sbiranych klinickych dat je
mozné nalézt v tabulce 5.

Vék pacientt Typ darce

<50 32 Pfibuzny (plna shoda) 25
50-65 65 Nepfibuzny darce 64
>65 27 Haploidenticky darce 35
Median (roky) 58 Pripravna terapie

Rozpéti (roky) 23-74 Myeloablativni 23
Pohlavi pacienta Redukovana 101
Muzské 72 Profylaxe GVHD

Zenskeé 52 S PTCY 34
Diagnéza Bez PTCY 90
AML 118 aGVHD

MDS 6 Ano 96
Disease Risk Index (DRI)* Ne 28
Low (nizky) 5 cGVHD

Intermediate (stfedni) 67 Ano 38
High (vysoky) 33 Ne 64
Very high (velmi vysoky) 7 Neznamé 22
Unknown (neznamy) 12 Relaps

AMI__ ja_ko sekundarni ANG 41
malignita**
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Ano 37 Ne 82

Ne 87 Nezname 1
Karyotyp Stav pacienta k datu analyzy
Normaini karyotyp 58 Mrtvy 62
Komplexni karyotyp*** 16 Zivy 62
Jiné zmény v karyotypu 11 Pri¢ina amrti

Neznamy 39 Relaps 29
Status nemoci v dobé HSCT Infekce 16
Aktivni nemoc 43 Organoveé selhani 7
Jakakoliv CR 81 GVHD 6
Zdroj stépu Rejekce $tépu 1
Kostni dren 24 Neznameé 3

Kmenové buriky z
periferni krve
Tabulka 5 — Klinicka data pacientt, zahrnutych do analyzy vlivu polymorfismu MICA,
MICB a NKG2D na vysledek transplantace. *DRI dle Armand et al.'®, **AML jako
sekundarni malignita je definovana jako AML po jakékoliv pfedchozi malignité.

***Komplexni karyotyp je definovan jako karyotyp s alespon tfemi abnormalitami.

100

Parametry zahrnuté do klinické analyzy byly vybrany s pfihlédnutim na jejich roli
v HSCT u AML a jsou blize diskutovany v uvodu této prace.

4.2 Studovana populace, popis klinickych parametrd pro
KIR

Do populaéni studie, ktera se zabyvala distribuci alel KIR gena v ¢eské populaci
bylo zafazeno celkem 761 vzork(, ztoho 607 sekvenci od darcid a 154
pacientskych. Podminky pro zafazeni do studie byly stejné jako v pfipadé MICA,
MICB a NKG2D. | zde probihal sbér dat 2018-2021, vSichni jedinci byli kavkazského
puvodu a vSichni také podepsali informovany souhlas k vyuziti jejich DNA k dalSi
typizaci a k vyuziti ziskanych anonymizovanych vysledku ke studijni analyze.

V analyze efektu KIR alel na vysledek HSCT byly tak, jako u MICA a MICB, pouZity
ty vzorky, pro které byla dostupna kompletni klinicka data pacientd. V této analyze
byl zkouman efekt pfitomnosti darcovskych KIR pfi shodé s pfijemcovym HLA, proto
byl vzorek zmensen na 71, byla potfeba data jak darce, tak pacienta. Stejné jako u
MICA a MICB byla darcovska DNA ziskana az po HSCT a ze se jedna o darcovskou
DNA bylo potvrzeno urovni chimérismu. Popis sbiranych klinickych dat je mozné
nalézt v tabulce 6.

Vék pacientt Typ darce
<50 19 PFibuzny (plna shoda) 10
50-65 39 Nepfibuzny darce 43
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>65 13 Haploidenticky darce 18

Median (roky) 58 Pripravna terapie
Rozpéti (roky) 21-72 Myeloablativni 24
Pohlavi pacienta Redukovana 47
Muzské 41 Profylaxe GVHD
Zenskeé 30 S PTCY 18
Diagnéza Bez PTCY 53
AML 69 aGVHD
MDS 2 Ano 57
Disease Risk Index (DRI)* Ne 14
Low (nizky) 5 cGVHD
Intermediate (stfedni) 40 Ano 15
High (vysoky) 20 Ne 56
Very high (velmi vysoky) 6 Relaps
Karyotyp Ano 25
Normalni karyotyp 28 Ne 46
Komplexni karyotyp** 12 Stav pacienta k datu analyzy
Jiné zmény v karyotypu 31 Mrtvy 36
Zdroj stépu Zivy 35
Kostni dfef 12 Pri¢ina amrti
PBSC 59 Relaps 20
Status nemoci v dobé HSCT Infekce 7
Aktivni nemoc 20 Organové selhani 5
Jakakoliv CR 51 GVHD 2
Neznameé 2

Tabulka 6 — Klinicka data pacientli, zahrnutych do analyzy vlivu KIR-HLA na
vysledek transplantace. *DRI dle Armand et al.'®, **Komplexni karyotyp je definovan
jako karyotyp s alespon tfemi abnormalitami.

4.3 lzolace DNA

Od darct i pacientl byla odebrana periferni krev do zkumavek Vacuette
s antikoagulac¢nim Cinidlem EDTA. Vzorky byly pfipravené k extrakci DNA pfidanim
proteinazy K (30 uL) ke 300 uL krve spolu s 300 uL lyza¢niho pufru s naslednou
inkubaci pfi 56 °C na 20 minut. Pfipraveny vzorek pak byl pfepipetovan do cartridge
automatizovaného purifikaéniho kitu Maxwell Blood DNA od spole¢nosti Promega
(WI, USA).

Koncentrace DNA a jeji Cistota pak byly méfeny spektrofotometricky za pouziti
Synergy HTX instrument (BioTek, USA). V pfipadé pouziti DNA pro NGS byla
nasledné fedéna na vyslednou koncentraci 250 ng, u Sangerovy metody nebyla
DNA fedéna. DNA byla skladovana v -20 °C a pfi analyzach drzena pfi 4 °C.
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4.4 Analyza NKG2D, MICA a MICB - Sangerovo
sekvenovani

Ze ziskané DNA byla provedena PCR pro ziskani sekvenci genu MICA a MICB. Pro
gen NKG2D byla provedena PCR pouze té oblasti, kde lezi polymorfismy rs1049174
(C/G), tj. exon 8, a rs2255336 (G/A), tj. exon 4, a ktera ur€uje, zda se jedna o HNK
¢i LNK, a to u haplobloku 1 nebo 2. Sekvence primerl je uvedena v tabulce 7.
V tabulce 8 je pak uvedené slozeni amplifikacni PCR reakce a v tabulkach 9 a 10
prubéh PCR cyklu.

Sekvence Délka ziskané sekvence PCR primery

F: TGCGAGGTATTTATGTTCTG
R: CAGTTTAGGAATACAGCAC
F: TAAGGCTGGAGAATAATGC
R: TCAGTGAAGGAAGAGAAGG
F: CCCCCTTCTTCTGTTCATCA
R: TGACTCTGAAGCACCAGCAC
F: GACAGCAGACCTGTGTGTTA
R: AAAGGAGCTTTCCCATCTCC

NKG2D-Hb1 253 bp
NKG2D-Hb2 230 bp
MICA 1,9 kbp (exony 2-4)

MICB 2,1 kbp (exony 2-5)

Tabulka 7 — Primery pouzité pro amplifikacni PCR reakci.

Polozka reakce Mnozstvi
DNA (bez ohledu na koncentraci) 2L

2x LA Hot Start Master Mix (Top-Bio, Vestec, CR) 12,5 uL
Forward primer (10 uM) 1L
Reverse primer (10 uM) 1L
Voda 8,5 uL
Celkem 25 uL

Tabulka 8 — Slozeni amplifikaéni PCR reakce.

Amplifikaéni PCR cyklus pro

NKG2D Teplota Doba Opakovani
Vstupni denaturace 94 °C 1 minuta 1x
Denaturace 94 °C 15 sekund

Navazani primer( 58,56 °C 15 sekund 35 x
Elongace 72 °C 60 sekund

Finalni elongace 72 °C 10 minut 1x

Tabulka 9 — Prabéh amplifikacni PCR pro NKG2D.

Amplifikacni PCR cyklus pro

MICA a MICB Teplota Doba Opakovani
Vstupni denaturace 94 °C 1 minuta 1x
Denaturace 94 °C 15 sekund 35 x
Navazani primeru 61 °C 15 sekund
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Elongace
Finalni elongace

72 °C 120 sekund
72 °C 10 minut 1x

Tabulka 10 — Prabéh amplifikacni PCR pro MICA a MICB.

Vysledné PCR reakce byly precistény 6 yL ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA). Inkubace byla provedena ve 37 °C po dobu 15 min
s naslednym ohfevem na 80 °C na dalSich 15 min.

Precisténé vzorky byly pouzity pro sekvenaéni PCR, jejiz slozeni je popsano
v tabulce 11, prabéh v tabulce 12 a pouzité primery v tabulce 13 (primery pro
NKG2D byly shodné s amplifikacni reakci).

Polozka reakce Mnozstvi
DNA z amplifikacni PCR (bez ohledu na koncentraci) 2 uL
5x BD Terminator Sequencing Buffer (Thermo Fisher Scientific, 3,5 L
Massachusetts, USA) ’
BD Terminator Ready Reaction Mix (Thermo Fisher Scientific, 1L
Massachusetts, USA)
Pozadovany primer (10 uM) 3,1 uL
Voda 10,4 puL
Celkem 20 pL
Tabulka 11 — SloZeni sekvenaéni PCR reakce.

Sekvenaéni PCR cyklus Teplota Doba Opakovani

Vstupni denaturace

96 °C 1 minuta 1x

Denaturace 96 °C 10 sekund
Navazani primeru 50 °C 5 sekund 25 x
Elongace 60 °C 240 sekund
Zachlazeni 4°C neomezené 1x
Tabulka 12 — Prabéh sekvenacni PCR.
Sekvence Sekvenacni primery
MICA exon 2 F: TCCTGCCCAGGAAGGTT
R: CCTGCTGAGTTCCACTGAC
MICA exon 3 F: AGGAATGGGGGTCAGTGGAA
R: GAGGGTTTCCCTGGACACAT
MICA exon 4 F: CTGTTCCTCTCCCCTCCTTA
R: CCATCCCTGCTGTCCCTAC
MICB exon 2 F: GGACAGCAGACCTGTGTGTTA
R: GCCTCCCTGACCCTATTCC
F: GAGTAATGGGAGGCCTTCT
MICB exon 3

MICB exony 4-5

R: TGCATCCATAGCACAGGG
F1: CAGGAGTCCACCCTTGACAT
F2: CGTTGACTCTGAAGCACCAG
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R: AAAGGAGCTTTCCCATCTCC
F: TGCGAGGTATTTATGTTCTG
R: CAGTTTAGGAATACAGCAC
F: TAAGGCTGGAGAATAATGC
R: TCAGTGAAGGAAGAGAAGG

Tabulka 13 — Primery pouzité pro sekvenaéni PCR reakci.

NKG2D-Hb1

NKG2D-Hb2

Samotné sekvenovani probihalo na pfistroji 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific).

4.5 Analyza KIR — NGS sekvenovani

KIR geny tvofi tzv. KIR genom, jehoz cela délka byla amplifikovana tzv. long range
PCR (LR PCR) za pouziti upraveného protokolu Maniangou a kolektivu.'84

Pouzité primery a dal8i material, spolu s popisem programu lze najit v tabulkach 14,
15 a 16.

Smeér Sekvence primeru
Forward 5-GCCAAATAACATCCTGTGCGCTGCTGAGCT-3'
Forward 5-CTCACAACATCCTGTGTGCTGCTGAACTGA-3'
Forward 5-GCGGCCGCCTGTCTGCACAGACAGCACC-3'
Forward 5-CACATCCTCTGCACCGGTCAGTCGAGCCGA-3'
Reverse 5-TTGGAGAGGTGGGCAGGGGTCAAGTG-3'
Reverse 5-CTCCATCTGAGGCTCCCCTGAATGTG-3'

Tabulka 14 — Primery pouzité pro LR PCR reakci.

Polozka reakce Mnozstvi

DNA 250 ng

Kazdy ze zminénych primert (10 yM) 1 uL

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 2 L

1x PrimeSTAR GXL Buffer 10 pL

dNTP mixture 4 uL

MnozZstvi do doplnéni celkového
objemu 50 pL
Celkem 50 uL

Voda

Tabulka 15 — Slozeni LR PCR reakce, kit spoleCnosti Takara Saint-Germain-en-
Laye, France.

LR PCR cyklus pro KIR Teplota Doba Opakovani
Vstupni denaturace 98 °C 30 sekund 1x
Denaturace 98 °C 30 sekund 31 x
Navazani primeru 68 °C 30 sekund
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Elongace 72 °C 12 minut
Finalni elongace 72 °C 10 minut 1x
Tabulka 16 — Pribéh LR PCR.

Pro vizualizaci ziskanych PCR produktt byl pouZzity 0,7% agar6zovy gel (ve slozeni
0,98 g agardzy, 140 ml 1x TAE pufru s 14 yl SYBR Safe DNA Gel Stain, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). 1 pL vzorku byl spole¢né s 3 pyL vody a 1 pL 5x
loading dye nanesen na gel spolu s Zebfikem GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific) a béh byl nastaven na 70 V po dobu 60 minut.

Koncentrace ziskané DNA byla ur€ena pouzitim kitu Qubit™ dsDNA High Sensitivity
Assay Kit od spole¢nosti Thermo Scientific.

Nasledné byla pfipravena knihovna, a to v nékolika krocich:

Fragmentace spolu s opravou koncu a pfipravou dA tailingu.
Ligace adaptoru a jeho uprava

Precisténi

Enrichment PCR

Precisténi

ok wbh =

Fragmentace byla provedena za pouziti kitu NEBNext Ultra [l FS DNA Library Prep
Kit for lllumina (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) ve slozeni dle tabulky 17
s programem dle tabulky 18.

Polozka reakce Mnozstvi
DNA z LR PCR (pokud bylo DNA méné, byl objem dopinén TE pufrem) 13 uL
NEBNext Ultra Il FS Reaction Buffer 3,5 uL
NEBNext Ultra Il FS Enzyme Mix 1L
Celkem 17,5 L
Tabulka 17 — SloZeni fragmentacni reakce.

Program pro fragmentaci Teplota Cas

Vyhtivané viko cycleru 75 °C po celou dobu

Inkubace pro ziskani 150-350 kb fragmentd 37 °C 20 minut

Deaktivace fragmentaz 65 °C 30 minut

Zachlazeni 4°C neomezené

Tabulka 18 — Prabéh fragmentace.
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DNA Input

l

Fragmentation, End Repair, 5" Phosphorylation

and dA-Tailing
55 A3
3'A 5
5 A 3 e —
3 A 5 JhSS==">5

Obrazek 9 — Prabéh fragmentace graficky (navod NEBNext Ultra [| DNA and RNA
Library Prep Kits for lllumina (New England Biolabs).

Stejny kit byl pouziti pro ligaci adaptoru (tabulky 19, 20 a obrazek 10) a excizi uracilu
z adaptoru (tabulky 21 a 22, obrazek 11).

Polozka reakce Mnozstvi
Fragmentovana DNA (pouzita je cela reakce) 17,5 uL
NEBNext Ultra Il Ligation Master Mix 15 uL
NEBNext Ligation Enhancer 1L
NEBNext Adaptor for lllumina 1,25 pL
Celkem 34,75 pL
Tabulka 19 — SlozZeni reakce pro ligaci adaptoru.

Program pro ligaci adaptort Teplota Cas

Bez vyhfivaného vika cycleru

Inkubace DNA s adaptorem 20 °C 15 minut

Tabulka 20 — Prubéh ligace adaptora.

Adaptor Ligation
with optional NEBNext Adaptor

(/—RLT -
A | -

3 5

Obrazek 10 — Znazornéni navazaného adaptoru na fragmentované DNA (navod
NEBNext Ultra 1l DNA and RNA Library Prep Kits for lllumina (New England
Biolabs).

Polozka reakce Mnozstvi

Fragmentovana DNA + adaptory (pouZzita je cela reakce) 34,75 uL
USER enzym (Uracil DNA glycosylaza (UDG) a DNA glycosylaza-lyaza

] 1,5 uL
Endonucleaza VIII)
Celkem 36,25 pL

Tabulka 21 — Slozeni reakce pro excizi uracilu z adaptoru.

Program pro excizi uracilu
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Vyhfivané viko cycleru 47 °C  po celou dobu
Aktivita USER enzymu 37 °C 15 minut
Tabulka 22 — Prabéh excize uracilu.

U Excision
~. 5 i 3’
‘x \\“‘
Q- .

USER

Obrazek 11 — Znazornéni odstranéni uracilu z adaptord (navod NEBNext Ultra I
DNA and RNA Library Prep Kits for lllumina (New England Biolabs).

Posléze byla provedena velikostni selekce adaptor-ligované DNA za vyuZiti
magnetickych kulicek AMPure XP beads ve sloZeni dle tabulky 23.

Polozka reakce Mnozstvi
DNA 36,25 uL
0,19x TE 64 uL
AMPure beads 65 uL

Tabulka 23 Slozeni velikostni selekce adaptor-ligované DNA.

Reakci bylo tfeba nechat inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté a nasledné byly
zkumavky umistény na magneticky stojanek a po vycisténi od kuliCek byl
supernatant pfenesen do nové zkumavky. V druhé ¢asti reakce bylo napipetovano
15 uL kuli¢ek, inkubace trvala opét 5 minut, ale tentokrat byl po sedimentaci kulicek
odstranén supernatant. Pfecisténi bylo provedeno dvakrat 80% ethanolem (200 pL)
a po odpareni zbytkového ethanolu bylo napipetovano 8,5 uL 0,1x TE a eluce DNA
knihovny z magnetickych kulicek pfi pokojové teploté trvala 2 minuty. Nasledné bylo

do nové zkumavky pfeneseno 7,5 pL eluatu bez kuliCek.

DalSim krokem bylo provedeni enrichment PCR, jejimz cilem je navazani tzv.
barcodl na fragmentovanou DNA. K tomu slouzi primery i5 a i7, které maji ¢ast
komplementarni k adaptoriim (. Kk sekvenci
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA a k sekvenci
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT) a nasledné svoji specifickou
sekvenci (v naSem pfipadé jsme pouzili primery pro 96 kombinaci, 8 typt i5 — i501-
i508 a 12 typu i7 — i701-i712). Po navazani pak Ize od sebe odlisit sekvence
jednotlivych pacienti/darct dle pouzité kombinace (pro pfiklad vypada vysledny
PCR produkt osoby €islo jedna takto: i501-adaptor-fragment DNA-adaptor-i701, u
osoby 2 takto: i501-adaptor-fragment DNA-adaptor-i702, a dale nasleduji varianty
dle potfeby). Detaily k této PCR Ize nalézt v tabulkach 24-25 a obrazku 12.

Polozka reakce Mnozstvi
Precisténa fragmentovana DNA s adaptory 7,5 uL
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Indexovy primer i5 (vZdy nutné poznamenat) z kitu NEBNext

Multiplex Oligos for lllumina 2,5 uL
Indexovy primer i7 (vzZdy nutné poznamenat) z kitu NEBNext
. ) . 2,5 uL
Multiplex Oligos for lllumina
NEBNext Ultra || Q5 Master Mix 12,5 uL
Celkem 25 pL
Tabulka 24 — SlozZeni reakce pro enrichment PCR.
Enrichment PCR cyklus Teplota Doba Opakovani
Vstupni denaturace 98 °C 30 sekund  1x
Denaturace 98 °C 10 sekund By
Navazani primeru, elongace 65 °C 75 sekund
Finalni elongace 65 °C 5 minut 1x
Zachlazeni 4°C neomezené 1x

Tabulka 25 — Prabéh enrichment PCR.
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Obrazek 12 — Znazornéni pribéhu enrichment PCR (navod NEBNext Ultra || DNA
and RNA Library Prep Kits for lllumina (New England Biolabs).

Po PCR byl vysledny produkt opét pfecistén pomoci magnetickych kulicek
Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) dle navodu
NEBNext Ultra |l DNA and RNA Library Prep Kits for lllumina. K produktu
enrichment PCR bylo pfidano 22,5 uL AMPure XP beads, promichano a inkubovano
5 minut. Nasledné byly na magnetickém stojanku kuliCky sedimentovany a
supernatant odstranén. Ke kulickam pak bylo napipetovano 200 uL 80% ethanolu a
po 30sekundové inkubaci zase odpipetovano (opakovano 2x). Nakonec bylo
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pridano 33 pL 0,1x TE, inkubovano pfi pokojové teploté 2 minuty a po sedimentaci
kulicek na magnetickém stojanku bylo pfeneseno 30 pL eluatu do nové zkumavky.

Velikost této knihovny byla kontrolovana pomoci Agilent 2200 TapeStation a High
Sensitivity DNA kitu (Agilent, Santa Clara, CA, USA), kdy pfipustna délka fragment
s adaptory a barcode sekvencemi byla 300-400 bp. Vedle samotného obrazku gelu
bylo vystupem také procentualni zastoupeni jednotlivych fragmentl v dané délce.
Pro lepSi predstavu je vysledek znazornén na obrazcich 13 a 14.

Al (L) Bl C1 D1 El F1 Gl H1 A2

L]
.
] f o 1 4 i i
i
i

(S D | — (S ( S — S E—

Obrazek 13 — Fotografie gelu s vyslednymi knihovnami vzork( pacientt P6-10, P12
a P15. Prvni sloupec je 1kb zebfik. NejvétSi podil DNA lezi v oblasti 300 bp.
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Obrazek 14 — Vysledek pro vzorek P6 — nejvétsi peak knihovny lezi v oblasti 300-
500 bp.

Koncentrace byla zméfena Qubit dsDNA High Sensitivity Assay kitem (Thermo
Scientific). Samotna sekvenace knihoven probihala na pfistroji MiSeq od
spolec¢nosti lllumina s nastavenim sekvenace na pair-endové ¢teni 300+300 cyklu
(lumina, San Diego, CA, USA).

4.6 Analyza ziskanych sekvenci — MICA, MICB a NKG2D

V pfipadé NKG2D sekvenci byla analyza postavena na pfitomnosti daného
nukleotidu na dané pozici (rs1049174 a rs2255336). Odpovidajici oblast sekvence
byla dohledana a dany nukleotid uveden do tabulky. Na zakladé vysledku pak bylo
urCeno, jestli ma dana osoba homozygotni LNK haploblok (u rs1049174,
LNK1/LNK1, {j. pfitomnost pouze cytosinu na této pozici, u rs2255336, LNK2/LNK2,
tj, pfitomnost pouze guaninu), homozygotni HNK (u rs1049174, HNK1/HNK1, t;.
pritomnost pouze guaninu na této pozici, u rs2255336, HNK2/HNK2, tj, pfitomnost
pouze adeninu) €i jejich kombinaci (u rs1049174, LNK1/HNK1 C/G, u rs2255336,
LNK2/HNK2 G/A).

V pfipadé MICA a MICB byly pouzity celé sekvence exonu 2-4 a v pfipadé MICB i
exonu 5. Nejprve byly v programu CAP3 tool'8 zkombinovany reverse a forward
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sekvence jednotlivych vzorku. Tyto sekvence pak byly za pouZiti nastroje Clustal
Omega'® v programu UGENE'® zarovnany spolu s referenénimi sekvencemi alel
MICA a MICB ziskanymi z databaze IPD (verze 3.42)3'. Presahy sekvenci
poukazujici na pfitomnost intronovych €asti byly ofiznuty a vysledné sekvence
zarovnany jesté jednou Muscle alignerem'® pro vétsi pfesnost. Nasledné byly
sekvence rozfezany na jednotlivé exony a dalSi analyzy probihaly na urovni téchto
exonu.

V pfipadé, Ze byl darce nebo pacient homozygot, byly sekvence bez jakychkoliv
nejasnosti. To neplatilo v pfipadé, kdy se jednalo o vzorek od heterozygotni osoby.
Kazda takova sekvence byla zkopirovana tak, aby tvofila dvé kopie v pfipadé jedné
nejasné pozice a kazda takova sekvence obsahovala jednu variantu nukleotidu
podle toho, které dvé byly dle sekvenace pfitomné. V pfipadé, Ze téchto nejasnosti
bylo vice, postupovalo se stejnym zplsobem az do momentu, kdy byly vSechny
nejasnosti vyfeSeny. To tedy vedlo k 2" moznostem. Takto vzniklé sekvence byly
porovnany se setem referenénich sekvenci a v pfipadé, Zze neexistovala referenéni
sekvence, byla artificialné vytvofena sekvence vymazana i se svou komplementarni
sekvenci. Zustaly proto sekvence pouze Kk jiz existujicim referencim, nebylo
nicméneé v moznostech projektu kazdy heterozygotni vzorek analyzovat tak, aby
byla jednoznacné urcena dana sekvence obou viaken DNA a vychazeli jsme tak
z pravdépodobnosti, kdy byla volena Cetnéji se v populaci vyskytujici alela. Stejné
tak jsme v pfipadé€, Ze bylo u nékteré osoby mozné urcit vice variant alel, volili jsme

variability.

Roli polymorfisml jsme analyzovali pro kazdy exon zvlast, urCeni alel jsme ale
provadeéli po spojeni vSech dostupnych exonu pro dany vzorek.

4.7 Analyza ziskanych sekvenci — KIR

UrCovani KIR alel bylo provedeno na Katedre kybernetiky ZapadoCeské univerzity
pouzitim software dostupného na http://www.kky.zcu.cz/en/sw/KIRlys, vyvinutym na
tomto pracovisti.

Nejprve byly ziskany referenéni sekvence z IPD-KIR databaze (verze 2.9.0
z prosince 2019).3" Tyto sekvence neobsahovaly kompletni sekvence, ale pouze
exonovou Cast, a to jeSté ne kompletni u vSech sekvenci. Proto bylo sekvence
potfeba upravit, a to tak, ze u sekvenci, kde chybély jen intronové a UTR casti
sekvence, byly tyto nahrazeny témito ¢astmi jinych alel (dle tabulky 26). Pro kazdy
gen byla vybrana jedna zastupna alela (rovnéz tabulka 26), vybrané alely byly
sefazeny za sebe a oddéleny 200 pismeny N.

Exonové ¢asti Intronové casti
alel alel
2DL1*028 2DL1*0030201
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2DL2*0010101  2DL2*0010101
2DS1*006 2DS1*0020101
2DS2*017 2DS2*0010101
2DS3*0010301 2DS3*0010301
2DS4*020 2DS4*0010101
2DL3*0010101  2DL3*0010101
2DL4*0010201  2DL4*0080101
2DS5*001 2DS5*0020101
3DL1*0020101  3DL1*0010101
3DL2*0010101  3DL2*0010101
3DL3*0010101  3DL3*0010101
2DL5A*0010101 2DL5A*0010101
2DP1*0010201 2DP1*0030101
3DP1*0030101 3DP1*0030101
3DS1*0130101 3DS1*0130101

Tabulka 26 Seznam pouzitych alel pro exonové i intronové Casti sekvenci KIR.

Na takto vytvofenou sekvenci bylo nasledné provedeno zarovnani ziskanych
fragmentd DNA (tzv. readll), a to pomoci nastroje bowtie2 (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml). Na zarovnany soubor byla pro kazdy gen
vypocitana statistika pokryti (primérna hloubka pokryti, pokryti genu do Sirky,
variance, smérodatna odchylka, minimum, maximum, kvantily pokryti, poméry). Za
pomoci téchto normalizovanych statistik a sady haplotypovych pravidel byla
stanovena pfitomnost/nepfitomnost daného genu. Na zakladé framework genul a
predpokladu, Ze tyto geny se vyskytuji prakticky u vSech jedinct dvakrat bylo
stanoveno CNV (copy number variation) pfitomnych gend.

Po této analyze bylo mozné pfistoupit k identifikaci samotnych alel genld. Ta se
provadéla ve vSech exonech pfitomnych gena dle zastoupeni jednotlivych bazi
v zarovnaném souboru (hranice byla nastavena na 20 % primérného pokryti).
Pokud doSlo k vyhodnoceni, Zze se dana baze v sekvenci skuteCné nachazi,
porovnala se tato baze s bazemi na konkrétni pozici v referenénich alelach. V
pfipadé, Ze se dana baze na dané pozici v referenCni alele nevyskytuje, nebo v
méné nez 20 %, pak byla dana alela vylou¢ena. Takto byly vyhodnocovany vSechny
dalSi baze a dle toho také vypoctena pravdépodobnost, s jakou se o danou alelu
jednalo.

V pfipadé, ze mél gen nastavenu CNV > 2, byly vzaty vSechny alely z pfedchoziho
kroku, které mély pravdépodobnost > 0 a byly z nich vytvofeny dvojice (i dvojici
samu se sebou). Pro kazdou dvojici je spoc€itana pravdépodobnost, pfi¢emz pokud
méla dvojice stejnou bazi na daném misté, byla mira pravdépodobnosti sniZovana.

Do vysledkl pak byla vybrana alela s nejvys$si pravdépodobnosti, pfipadné dvojice
alel s nejvyssSi pravdépodobnosti. Rozhodnuti, zda se u 2DL5 jedna o variantu A
nebo B se ucinilo na zakladé haplotypovych pravidel.
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4.8 Priprava dat k analyze vlivu KIR-HLA shody na HSCT

Pro analyzu vlivu KIR-HLA shody na HSCT byla vzata informace o typizaci HLA
pacienta pfed transplantaci a tato typizace byla z alel (napfiklad HLA-B*07)
pfevedena na informaci antigenu vazajiciho KIR, a to C1, C2, Bw4 a Bw6 dle
aminokyseliny na pozici 77 HLA-B (vyCet na
https://hla.alleles.org/antigens/bw46.htm! zahrnuje i HLA-A, které byly tudiZz do
analyzy také zahrnuty) a dle aminokyseliny na pozici 80 domény a1 HLA-C pro
rozliSeni C1 a C2.'® Typ HLA antigenu bylo mozné uréit za pouziti KIR Ligand
kalkulatoru na https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/matching/ligand/.

Zda dojde k navazani KIR k HLA ligandu bylo uréeno dle vy¢tu KIR receptorl a
jejich ligandli dle manuskriptu Daniely Pende s kolektivem. 53

Na zakladé pfitomnosti jednotlivych KIR genl a uréenych HLA antigenut pak byla
provedena analyza shody mezi jednotlivymi KIR darcl a pfitomnosti HLA antigent
u pacientd. V pfipadé shody byla uvedena hodnota 1, v pfipadé absence at' uz KIR
nebo odpovidajiciho HLA ligandu byla uvedena hodnota 0. Nasledné byl proveden
soucet vSech inhibi¢nich receptorl a vSech aktivacnich receptort, které mély shodu
mezi darcem a pacientem.

4.9 Statistické analyzy souboru

Pro vSechny statistické analyzy byly vybrany takové skupiny, které obsahovaly
alespon 5 vzorku. Primarné hodnocenymi parametry bylo preziti bez relapsu (RFS)
a OS a kfivky provedeny za vyuziti analyzy Kaplan-Meiera a log-rank testu.
Statistické analyzy byly provedeny v programu R (verze 4, The R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria) za pouziti bali¢kd ,survival® (verze 3.2.) a
,survminer (verze 0.4.8)." Pfed posuzovanim vlivu alel ¢ polymorfismi na
vysledek HSCT byly univariantni Cox regresni analyzou zjistovany klinické
parametry, které statisticky signifikantné ovliviiuji RFS a OS. Zjisténé parametry
(DRI, AML jako sekundarni malignita, karyotyp, stav onemocnéni v dobé
transplantace, cGVHD) pak byly zahrnuty do multivariantni Cox regresni analyzy.
Za statisticky signifikantni vysledky byly povazovany ty s p hodnotou niz8i nez 0,05.

V pfipadé populaéni analyzy byl pro distribuce alel pouzit Fisherlv exaktni test,
rovnéz v programu R.

U analyzy vyskytu alel jsou uvedeny nejcetnéjsi alely, vyskytujici se u alespon 10
% osob.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola je pro prfehlednost vysledkl a souvisejici diskuze rozdélena do dvou
podkapitol, a to z divodu rozdilnych analyz, populaéni a funkéni.

5.1 Vysledky — populaéni analyza

5.1.1 KIR

V naSem datasetu, ktery je rasové velmi homogenni a slozen pouze z kavkazske
populace, jsme zkoumali vyskyt nejCetnéjSich alel gent KIR a NKG2D a jeho
ligandl. Protoze pocet stejnych alel u jedné osoby (homozygota) mize dosahovat
Cisla 2, je soucet alel vy$Si nez pocet vzorkl a procent tak v souctu vice nez sto.

Nejvétsi alelickou variabilitu v ramci KIR vykazovaly tzv. framework geny, 2DL4,
3DL2, 3DL3 a 3DP1. NejcetngjSi alelou pro gen 2DL4 byla *008 s 65%
zastoupenim, kterou nasledovala alela *001 s vyskytem u 43 % vzorku a alela *005
u 40 % vzorku. Geny 3DL2 a 3DL3 naopak vykazovali vétsi alelickou heterogenitu
a zadna z alel téchto genl nedosahovala ani 40 % ve vzorcich. U obou genu byla
nejCetnéjSi alela *001, ktera byla u 3DL2 nasledovana *007 a *002 a u genu 3DL3
*009 a *003. Podobné jako u genu 2DL4 byla pozorovana mensSi alelicka variabilita
u pseudogenu 3DP1 s 65% zastoupenim alely *009 nasledované alelami *003 a
*006. Jednotliva procentualni zastoupeni jsou uvedena v tabulce 27.

% zastoupeni % zastoupeni

Alela . Alela -

genu ve vsc’ech genu ve vs?ch
vzorcich vzorcich

2DL4 3DL3

008 65 001 38

001 43 009 23

005 40 003 21

011 26 013 18

3DL2 002 16

001 39 014 12

007 31 3DP1

002 28 009 65

003 24 003 31

010 17 006 25

005 10 015 18

Tabulka 27 — Distribuce nejCetnéjSich (= 10 %) alel frameworkovych KIR genu
v Ceské populaci.
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V naSem datasetu byl vy3si poCet alel inhibi¢nich KIR gent (s dlouhou intracelularni
casti proteinu, KIR-L) oproti aktivacnim KIR. Gen 3DL1 mél 7 alel s vyskytem
vySSim nez 10 %. NejCetnéjSi alelou v naSem vzorku byla 3DL1*015 nasledovana
alelami *004 a *002. VyznamnéjSi variabilitu muzZzeme pozorovat jesté u 2DL1, kde
sekvenacni chybou, jak je uvedeno dale v diskuzi. U gent 2DL2 a 2DL3 jsme na
druhou stranu pozorovali jen jednu CetnéjSi alelu. Samotny gen 2DL3 nebyl pfilis
zastoupen a jeho nejcetnéjsi alela *030 je zastoupena pouze ve 4 % vzorku. Detailni
distribuce alel je popsana v tabulce 28.

% zastoupeni % zastoupeni

Alela Alela

genu ve vS§ech genu ve vS§ech
vzorcich vzorcich
2DL1 2DL5
035 25 B*002 32
003 24 A*001 26
002 22 A*005 23
001 12 B*008 10
2DL2 3DL1
009 30 015 24
2DL3 004 22
030 4 002 19
005 17
095 12
008 11
001 11

Tabulka 28 — Distribuce nej¢etnéjSich (= 10 %) alel inhibiénich KIR genl v Ceské
populaci.

V pripadé alel aktivacnich gent KIR (a kratkou intracelularni ¢asti proteinu, KIR-S),
byl nejCetnéji se vyskytujici gen 2DS4 se 4 alelami vyskytujicimi se ve vice nez 10
% pfipadu, a to s podobné Casto se vyskytujicimi alelami *003 a *001 (30 a 29 %),
nasledovanymi *006 a *010. Druhou nejvétsi, byt vyrazné nizSi oproti 2DS4,
variabilitu ma gen 2DS1 s alelami *006 a *013. Ostatni geny nemély vice nez 1 alelu
s alespon 10% frekvenci, byt byly zastoupeny pomérné cetné, 2DS2 dokonce ve
vice nez poloviné vzorku (tabulka 29).

% zastoupeni % zastoupeni

Alela . Alela «

genu ve vs?ch genu ve vs?ch
vzorcich vzorcich

2DS1 2DS4

006 24 003 30
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013 12 001 29

2DS2 006 21
001 52 010 11
2DS3 2DS5
001 33 002 33
3DS1
013 39

Tabulka 29 — Distribuce nej¢etnéjSich (= 10 %) alel aktivacnich KIR genu v Ceské
populaci.

Ackoliv nejsou pseudogeny exprimovany na povrchu bunék, maji i tak alelickou
variabilitu. Nej¢etnéjSi alely 2DP1 byly *003 s 39% zastoupenim, *001 s 29%
zastoupenim a *002 ve 23 % vzorcich a nejCastéjSi geny pseudogenu 3DP1 jsou
uvedeny v tabulce 27.

5.1.2 MICA a MICB - distribuce alel

V nasem datasetu byla nejcetnéjSi MICA alela MICA*008 nasledovana MICA*002,
MICA*009, MICA*004 a MICA *010, MICA*007 a MICA*018. Nejcetnéjsi MICB alely
byly MICB*005, MICB*004, MICB*002 a MICB*008. Procentualni zastoupeni
jednotlivych alel je uvedeno v tabulce 30.

% zastoupeni % zastoupeni
MICA ve vS§ech MICB ve v§ech
vzorcich vzorcich
MICA*008 67 MICB*005 66
MICA*002 22 MICB*004 37
MICA*009 17 MICB*002 35
MICA*004 15 MICB*008 17

MICA*010 11
MICA*007 10
MICA*018 10

Tabulka 30 — Distribuce nej¢etnéjsich (= 10 %) MICA a MICB alel v eské populaci.

5.1.3 MICA a MICB - distribuce polymorfismti

Dale byla provedena analyza funk&nich polymorfismd ligandi MICA a MICB —
rs1051792 (G —A znamy jako MICA-129) a rs3134900 (C—G znamy jako MICB-
98).

Zjistili jsme, ze 55 % vzorku byla homozygotu s MICA-129 Val/Val a 11 % vzorku
bylo homozygotnich pro MICA-129 Met/Met. U MICA-14 pak byla drtiva vétSina
vzorkl (95 %) homozygotu s tryptofanem na pozici MICA-14 (tabulka 31).
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V pfipadé MICB byla vétSina vzorku homozygotni pro MICB-98 lle/lle (83 %) a
pouze 3 % homozygotni pro MICB-98 Met/Met. U MICB-58 byla téméf polovina
vzorkd (49 %) homozygotnich pro MICB-58 Lys/Lys. Druha nej¢etné&jsi skupina byly
vzorky s heterozygotni MICB-58 Lys/Glu (tabulka 32).

% zastoupeni ve

MICA . ,
vSech vzorcich

rs1051792 MICA-129

G/G (Val/Val) 55
G/A (Val/Met) 34
A/A (Met/Met) 11
rs1063630 MICA-14

G/G (Gly/Gly) 3
G/T (Gly/Trp) 2
T/T (Trp/Trp) 95

Tabulka 31 — Distribuce MICA-129 a MICA-14 v Ceské populaci.

% zastoupeni ve

MICB . ,
vSech vzorcich

rs3134900 MICB-98

CIC (lle/lle) 83
C/G (lle/Met) 14
G/G (Met/Met) 3
rs1065075 MICB-58

A/A (Lys/Lys) 49
A/G (Lys/Glu) 34
G/G (Glu/Glu) 17

Tabulka 32 — Distribuce MICB-98 a MICB-58 v Ceské populaci.

5.1.4 NKG2D - distribuce polymorfismii

Vedle polymorfismi gend MICA a MICB jsme sledovali polymorfismy receptoru
NKG2D. Jak je uvedeno vySe, o tom, jaky NKG2D haploblok se u osoby nachazi
rozhoduji polymorfismy rs2255336 (G — A) a rs1049174 (C — G). Témér vSechny
vzorky meély alespon jednu alelu s nizkou NK aktivitou (LNK), a to v obou
haploblocich (92 % u LNK1 a 97 % u LNK2). VétSina pak byla homozygotni pro
LNK/LNK haploblok, naproti tomu homozygotni HNK/HNK se nachazi v populaci
nejméné Casto, s frekvenci pod 10 % (tabulka 33).

% zastoupeni ve

NKG2D . ,
vSech vzorcich

rs1049174 LNK/HNK1
C/C (LNK1/LNK1) 56
C/G (LNK1/HNK1) 36
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G/G (HNK1/HNK1) 8
rs2255336 LNK2/HNK2

G/G (LNK2/LNK2) 70
G/A (LNK2/HNK2) 27
A/A (HNK2/HNK2) 3

Tabulka 33 — Distribuce NKG2D haploblokl v ¢eské populaci.
5.2 Diskuze — populaéni analyza

5.2.1 Distribuce alel KIR

Exprese KIR proteinu na povrchu burky, ale i jeho sila vazby k ligandu, se liSi nejen
dle genu, kterym je protein kédovan, ale i dle konkrétni alely. Je tedy vhodné
znalosti alelického sloZeni disponovat, protoze muze mit efekt na vyslednou reakci
NK bunék. Napfiklad alela 3DL1*004, ktera patfi mezi nejCetnéjSi 3DL1 alely (i
v nasem vzorku) neni na povrchu bunék méfitelné exprimovana, nedochazi tudiz
k pfijeti inhibi¢niho signalu, coz mize mit ve vysledku dopad i na prognézu pacienta
po transplantaci.’®?

V soucCasné dobé existuji dvé velké (pocty v tisicich a milionech osob) populaéni
studie zamérené na analyzu KIR alel v kavkazské populaci. Prvni od Wagner et al.,
zdaleka nejvétsi, je némecka studie zkoumajici témeéf dva miliony vzorkd (1,08
milionu darct z Némecka, 0,38 milionu z Polska, 0,2 milionu z USA a 0,17 milionu
z UK) a druh&a od Amorim et al. z USA zkoumajici 2 130 obyvatel USA s evropskymi
kofeny. 192, 193

Uvedena prvni prace popisuje, Ze nejvetsi alelicka diverzita lezi v inhibi¢nich KIR
genech.'®® Rozdil mezi geny s tfemi Ig-doménami a dvéma pak lezi primarné
v poCtu rlznych alel, kdy 3doménové geny maji vice ruznych alel s rdznym
procentualnim zastoupenim, zatimco 2doménové geny maji spiSe mensi mnozstvi
riznych alel, které jsou v populaci nachazeny nejcetnéji.'®3 Totéz bylo pozorovano
i v praci zamérené na ¢inskou populaci.’® A odpovida to i vysledkiim nasi prace,
kdy bylo nejvice alel s vy858im nez 10% zastoupenim pozorovano u genu 3DL1-3 a
3DP1. Z 2doménovych nasleduji 2DL1 a 2DL4, coz opét odpovida studii Wagner et
al.’®3 Nizsi zastoupeni riznych alel je sledovano v genech pro proteiny s aktiva¢éni
funkci, coz opét odpovida uvedené nejvétsi praci.'®® Ke stejnému vysledku dosli i
autofi, ktefi zkoumali €inskou populaci Zhejiang Han, kde nejCetnéjsi vyskyt alel pro
aktivaéni KIR byl 2DS4.7%* Jejich nejcetnéjsi alelou je 2DS4*001, ktera je na povrchu
bunék exprimovana a dokonce se vyskytuje u vice nez poloviny osob (52,3 %). Tato
alela je nejCetné&jSi i v populacich v Oceanii i v kavkazské populaci, ale ne u vice
nez poloviny vzorkd.' 195 U téchto populaci jsou dal$i nejcetngjsi alely
neexprimované (*003, *004 v Oceanii, *003 a *006 v kavkazské populaci).’®3 19
V Japonské populaci je alela *001 zastoupena v poloviné pFipadu. 196
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V tabulce | v sekci 10 Prilohy je pak uvedené porovnani nejcetnéjSich alel ve studii
Amorim s kolektivem a dle Wagner et al. s nasimi vysledky, doplnéné o procentualni
zastoupeni jednotlivych alel, byt neni ve vSech pracich uvedené Ci je uvedené
pouze jako rozptyl. Pro srovnani s nekavkazskou populaci jsou v tabulce také
uvedeny nejCetnéjsi alely v asijské (japonské) populaci. Rozdily ve frekvencich
vyskytu jednotlivych alel je mozné vysvétlit nejen rozdilnymi populacemi, ale také
jinym pfistupem k vypoctu frekvence (zastoupeni danych alel na gen €i zastoupeni
v celé populaci, ktera zahrnuje i osoby bez daného genu). VétSina vzorku se
viceméné shoduje, specialné u genu 2DS2 je nejCetnéjsi alelou *001 ve vSech
populacich, od kavkazské pres asijskou po subsaharskou africkou.'®3 19 197
V nékterych pfipadech nicméné nesedi poradi Cetnosti alel (napfiklad u genu
2DS4). U nékterych genl jsou nicméné rozdily jiz markantnéjsi, a to napfiklad u
genu 2DL1, kde je v nami zkoumané populaci nej¢etnéjsSi alelou *035. Za touto
diskrepanci mlze stat zaména jednoho nukleotidu, ¢etné popisovana i v praci od
Ines Wagner.'® V pfipadé nejCetnéjSi alely 2DL1*035 v nasem datasetu a
2DL1*004 v uvedenych pracich je na pozici 708 nukleotidové sekvence pro *004
cytosin, zatimco pro *035 se zde nachazi adenin. Na stejném principu Ize vysvétlit
rozdil v genu 2DL2, kde ma alela *001 na pozici 504 thymin zatimco *009 cytosin.
A stejné Ize postupovat i v dalSich pfipadech. Za zminku také stoji, ze u genu 3DLA1
byly v pracich od Amorim a Wagner nejCetnéjsi alely *001, *004 a *005 zatimco
nase nejcetnéjsi byla *015, coz odpovida nejetnéjsi alele v populaci Zheijang Han,
ale i v japonské populaci.’® % Je otazkou, zda jde o sekvenacni chybu a pokud
ano, jak s timto nakladat v dalSich analyzach.

Lze nicméné shrnout, Ze i pfes tyto neshody v jednotlivych alelach odpovida nas
dataset a frekvence alel nejvétSim studiim zaméfenym na kavkazskou populaci a
bylo by vhodné, v pfipadé zavedeni algoritmu pro urCovani alel pro vybér darce na
nasem pracovisti, aby tyto sekvenaéni chyby byly v nadem postupu eliminovany.

5.2.2 Distribuce alel MICA a MICB

Tato prace se vedle analyzy alel KIR gena zabyvala také alelami gend MICA a MICB
a frekvenci vyskytu jednotlivych znamych funkénich polymorfismi (NKG2D Hb-1 a
2, MICA-14, MICA-129, MICB-58 a MICB-98).

Rozlozeni alel odpovida rozloZeni v némecké populaci, kde byla nejcetnéjsi alelou
MICA*008 (ve 42 % vzork() nasledovana MICA*002 (12 %) a MICA*009 (9 %).%8
Alela MICA*008 je zpravidla nejcetnéjSi alelou vibec, a to jak v kavkazské, tak
nekavkazské populaci a byva nasledovana alelou MICA*002.79%-207 Nicméné
napfiklad v brazilské populaci miaze byt naopak nejéetnéjsi MICA*002 (u 20 % osob,
nasledovana *009 u 14 % a *008 u 11 % osob).?2°2 Davodem vysoké Cetnosti alely
MICA*008 je s nejvétsi pravdépodobnosti jeji vznik jako odpovéd na infekci CMV.
Protein vznikly z této alely je v burice ukotven pomoci GPI kotvy diky ¢emuz neni
CMV schopen odhodit tento stresovy ligand z bufiky zplsobem, ktery vyuziva
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v pripadé jinych alel MICA ligandu (ale pochopitelné vyvinul zpusoby jiné, popsané
v teoretické ¢asti této prace).?%3

Frekvence alel MICB v nasi populaci pak odpovida i svétovym datim, dle

nejcetn&jsi MICB alelou je *005 (44 %), *004 (22 %) a *002 (19 %) s *008 (11 %).1%.
204, 205

5.2.3 Distribuce znamych polymorfismi MICA a MICB a
NKG2D

NejCetnéjSi kombinace alel MICA-129 Val/Val nasledovana MICA-129 Val/Met
s nejméné Cetnou kombinaci MICA-129 Met/Met se objevuje i v dalSich studiich. Dle
Ouni et al. byla u pacientl s karcinomem prsu nejCastéji pfitomna MICA-129 Val/Val
(53 %) nasledovana MICA-129 Met/Val (45 %) a MICA-129 Met/Met byla pfitomna
u 2 % pacienta. U zdravych osob ale bylo pofadi MICA-129 Val/Val a Val/Met
opacné, MICA-129 Val/Val byla pfitomna u 37 %, MICA-129 Met/Val u 45 % a MICA-
129 Met/Met u 7 % 0so0b.?°6 Rovnéz Renate von Linsingen a kolektiv sledovali u
zdravych osob na prvnim misté MICA-129 Met/Val s 46 % a MICA-129 Val/Val na
druhém misté s 38 %, Met/Met mélo 16 % osob a u osob s karcinomem délozniho
Cipku poradi opa¢né — MICA-129 Val/Val u 48 % nemocnych, MICA-129 Met/Val u
35 % a MICA-129 Met/Met u 15 % nemocnych.2%?

Pfritomnost MICB-98 Met je méné Cetna v populaci i dle studie zamérené primarné
na efekt MICB-98 na vysledek HSCT."*® Tomu odpovida i na$ vysledek, kde byla
pfitomnost MICB-98 Met u 17 % vzorkd.

Co se tycCe receptoru NKG2D, bylo popsano, ze pacient s homozygotnim NKG2D
HNK/HNK by mél mit snizené riziko vzniku nadorového onemocnéni.''® Dle prace
Espinozy a kolektivu ved| $tép darce s HNK/HNK k lep§imu preziti u HSCT."" V
nasi praci nicméné nemuidzeme potvrdit nebo vyvratit ani jeden z téchto efekt,
protoze byl nas vzorek pfilis maly (8 % u HNK1/HNK1 a 3 % u HNK2/HNK2) pro
statistickou analyzu. Ackoliv takto nizké zastoupeni odpovida frekvenci i v jinych
populacich, bylo by pro statistickou analyzu efektu potfeba zafadit vice osob s timto
polymorfismem.2%7

5.3 Vysledky — funkéni analyza

5.3.1 Vliv shody KIR a HLA na vysledek HSCT

V souboru dat pro KIR jsme pozorovali standardni spojitost mezi klinickymi
parametry a vysledky HSCT. S kratSim OS byly statisticky signifikantné spojeny
vyS8Si hodnoty DRI, niz8i HCT-CI (0 vs. 3), komplexni karyotyp a transplantace
v prubéhu aktivniho onemocnéni. Dale pak byl pozorovan negativni efekt
haploidentické transplantace oproti plné shodnému $tépu na OS (p = 0,049).
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Pfitomnost aGVHD byla spojena s hor§im OS oproti pacientim, ktefi neméli Zadnou
GVHD. V analyze RFS tyto hodnoty nebyly statisticky signifikantni, coz je nejspise
dano mensSim pocétem pacientl v analyze, kam byli zahrnuti pouze pacienti
s relapsem nebo umrtim (n=39).

V nasi praci jsme se vénovali analyze vlivu shody/neshody mezi KIR receptory u
darcu a jejich odpovidajicim HLA ligandim u pacientl. Vychazeli jsme ze znalosti
ligandl pro dané KIR tak, jak je uvedeno v tabulce 34.

U vétSiny KIR jsme pozorovali urCitou miru shody s pacientskymi HLA, v pfipadé
genu 2DL2 a 2DL3 jsme dokonce pozorovali 100% shodu. Druhou nejvétsi shodu
pak vykazoval gen 2DL1 s HLA-C2 (68 %) a naopak nejvétSi neshodu jsme
pozorovali v pfipadé genu 2DS4 (92 %) (tabulka 34). Ne u vSech gena Slo provést
analyzu z ddvodu neznalosti odpovidajiciho ligandu, coz se tyka KIR 2DL4, 2DL5,
2DS3, 3DL3 a samoziejmé pseudogent 2DP1 a 3DP1. V pfipadé KIR 3DS1 byla
shoda s ligandem (HLA-B*51) sledovana u 2 pacientu a nebyla tudiz dal$i analyza
mozna pro nizky pocet vzorku.

Mira Mira
KIR HLA ligand Neshoda neshody neshody

(n) (%)
2DL1 C2 Chybi KIR nebo HLA 23 32 %
2DL2 C1,C2 Chybi KIR nebo HLA 0 0%
2DL3 C1,C2 Chybi KIR nebo HLA 0 0%
2DS1 C2 Chybi KIR nebo HLA 43 61 %
2DS2 C1, A*11 Chybi KIR nebo HLA 39 55 %
2DS4  A*11 Chybi KIR nebo HLA 65 92 %
2DS5 C2 Chybi KIR nebo HLA 47 66 %
3DL1 Bw4, A*23, A*24, A*32  Chybi KIR nebo HLA 28 39 %
3DL2 A*03, A*11 Chybi KIR nebo HLA 40 56 %

Tabulka 34 — Mira neshody u KIR genu s jejich znamymi HLA ligandy v naSem
vzorku. Zdroj interakci byla prace Daniely Pende s kolektivem. '3

Jak je patrné z tabulky 34, zname vice ligandl pro inhibi¢ni KIR oproti aktivaénim.
To je patrné také vysvétlenim, proC bylo v nasem datasetu pozorovano vyssi
zastoupeni inhibi¢nich KIR se shodou v HLA (v medianu 4) oproti vzork(im, které
mély shodu v aktivaénich KIR s HLA (median 1) (tabulka 35).

Pocet inhibicnich KIR Pocet Pocet aktivacnich KIRs Pocet
s HLA shodou vzork HLA shodou vzorku
2-3 27 0 18
4 33 1 26
5 11 2 17

3 10
Median 4 Median 1
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Pramér 3,7 Primér 1,3
Tabulka 35 — Pocet vzorkt KIR s odpovidajicim HLA ligandem.

V pfipadé prfevahy poctu inhibi¢nich KIR s pfitomnym ligandem nad aktivacnimi,
bylo nejéetnéji pozorovano o 2 inhibiéni ligandy vice (tabulka 36). Zadny pacient
pak nemél vice aktivacnich genu KIR se shodou v HLA ligandu oproti inhibi¢nim
KIR.

Pocet inhibiénich minus aktivaénich ligand

0 1
1 13
2 24
3 23
4 6
5 4
Median 2
Primér 2,5

Tabulka 36 — Pocet prevazujicich inhibicnich KIR se shodou v HLA oproti
aktivacnim KIR se shodou.

S ohledem na pfevahu inhibi¢nich KIR se shodou v HLA nas tedy zajimalo, zda
hraje roli poCet téchto KIR se shodou na vysledek transplantace. V univariantni
analyze jsme pozorovali efekt poCtu shodnych KIR nejen na pocéty relapsu, kdy
pacienti s méné shodnymi inhibiénimi KIR dosahovali signifikantné lepsiho preziti
bez relapsu (HR = 0,29 s p hodnotou 0,014), ale stejny vysledek jsme pozorovali i
v pripadé celkového preZziti, a to jesté s vysSi statistickou signifikanci (HR = 0,28, p
= 0,008) (obrazky 15, 16).
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Obrazek 15 — Kaplan-Meierova kfivka RFS pro pacienty, ktefi méli 2-3, 4 nebo 5
HLA ligandt vazajicich inhibiéni receptory KIR darce. Cim vy$$i shoda, tim vyssi
bylo riziko relapsu (p hodnota pro 5 vs. 2-3 = 0,014).
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Obrazek 16 — Kaplan-Meierova kfivka OS pro pacienty, ktefi méli 2-3, 4 nebo 5 HLA
ligandG véazajicich inhibiéni receptory KIR darce. Cim vy$$i shoda, tim vyssi bylo
riziko umrti (p hodnota pro 5 vs. 2-3 = 0,008).

Ackoliv se divod umrti ve skupinach s prevahou 2-3 nebo 5 inhibi¢nich KIR nelisil
(relaps), liSilo se procentualni zastoupeni zemfelych pacientl. Pacientl s vyS$Sim
poctem inhibi¢nich KIR se shodou s HLA zemfelo o 40 % vice (73 % oproti 33 %)
(tabulka 37).

2:3vS.5  poet Pocet Nejeastéjsi
inhibi¢nich , , . .
KIR celkem mrtvych divod umrti
2-3 27 9 (33 %) Relaps (5, 56 %)
5 11 8 (73 %) Relaps (4, 50 %)

Tabulka 37 — PocCet umrti a relapsut dle poctu inhibiénich KIR shodnych s HLA.

Analyze vlivu jednotlivych KIR a jejich shodé s HLA jsme pak podrobili vSechny KIR
se shodou v HLA. V pfipadé genll 2DL2 a 2DL3 pak nebylo mozné analyzu provést,
protoze mély ve 100 % prfipadd shodu s HLA pfijemce. V pfipadé analyzy RFS
nebylo mozné analyzu provést pro gen 2DS4, pro pfilis nizky poc€et vzorka, které by
bylo mozné zahrnout do analyzy (n=3). Pro aktivaéni KIR 2DS1, 2DS2, 2DS5 a
inhibi¢ni KIR 3DL1, 3DL2 jsme nepozorovali statisticky signifikantni rozdil mezi
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shodou a neshodou s HLA ligandem. Nicméné gen 2DL1 vykazoval statisticky
signifikantni (p < 0,05) rozdil mezi shodou a neshodou s HLA v pfipadé RFS

(obrazek 17). Tento efekt se nicméné nepotvrdil v pfipadé OS, kde dosahovala p
hodnota 0,08 (obrazek 18).
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Obrazek 17 — Kaplan-Meierova kfivka RFS pro pacienty, ktefi méli pro darcovsky

KIR 2DL1 shodu s HLA u pacienta (1) vs pro pacienty, ktefi shodu neméli (0) (p
hodnota pro shodu vs. neshodu = 0,014).
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Obrazek 18 — Kaplan-Meierova kiivka OS pro pacienty, ktefi méli pro darcovsky KIR
2DL1 shodu s HLA u pacienta (1) vs pro pacienty, ktefi shodu neméli (0). V tomto
pfipadé se jiz nejedna o statisticky signifikantni vysledek (p = 0,077).

Tak jako v analyze poctu inhibi€nich KIR se shodou s HLA, i zde byl nejCastéjSim
dlvodem umrti relaps, a i zde se liSil pocet zemfelych pacientl. Pacientl se shodou
2DL1 s HLA zemfielo o 23 % vice oproti pacientlim bez shody 2DL1 s HLA (58 %
oproti 35 %) (tabulka 38).

2DL1 - Pocet Pocet Nejcastéjsi davod
HLA shoda celkem mrtvych umrti

Shoda 48 28 (58 %) Relaps 16 (57 %)
Neshoda 23 8 (35 %) Relaps 4 (50 %)

Tabulka 38 — PoCet umrti a relapsu dle shody €i neshody v KIR 2DL1.

5.3.2 Vliv polymorfismi NKG2D, MICA a MICB na HSCT

V nasem souboru dat pro MICA, MICB a NKG2D jsme pozorovali typickou korelaci
mezi klinickymi parametry a vysledky HSCT, konkrétné vztah mezi DRI a jeho
vlivem na RFS a OS. Dale pak krat§i RFS v pfipadé pfitomnosti komplexniho
karyotypu (v nasem pfipadé zemfelo na relaps 69 % pacientd s komplexnim
karyotypem a 81 % pacientl s komplexnim karyotypem zrelabovalo). Nas dataset
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aktivniho onemocnéni maji horsi OS a RFS (OS v CR = 0,527, p <0,05; RFS v CR
= 0,51, p < 0,05). Stejné tak zhorSuje OS a RFS predchozi pfitomnost maligniho
onemocnéni (OS p < 0,005; RFS p < 0,05). Pfitomnost chronické GVHD naopak
méla protektivni efekt na celkoveé preziti (p < 0,05). Celkové vysledky jsou shrnuty
v tabulce 39, statisticky signifikantni vysledky jsou zvyraznéné.

(0153 PFS

HR lower_Cl upper_Cl pvalue HR lower_Cl upper_Cl pvalue
Vékové skupiny pacientt
<50 1,000 1,000
51-65 1,706 0,922 3,155 0,089 1,274 0,602 2,699 0,527
>65 1,105 0,490 2,494 0,809 0,552 0,173 1,763 0,316
Pohlavi pacientu
Zena 1,000 1,000
Muz 0,939 0,567 1,557 0,809 0,956 0,493 1,856 0,895
Diagné6za
AML 1,000 1,000
MDS 0,332 0,046 2,398 0,275 0,563 0,077 4,109 0,571
Disease Risk Index
Low 1,000 1,000
Intermediate 0,920 0,278 3,050 0,892 1,181 0,152 9,149 0,874
High 3,821 1,151 12,686 0,029 7,450 0,989 56,129 0,051
Very high 8,256 2,095 32,545 0,003 23,261 2,747 196,974 0,004
AML jako sekundarni
malignita
Ne 1,000 1,000
Ano 2,106 1,263 3,513 0,004 2,188 1,123 4,261 0,021
Karyotyp
Normalni karyotyp 1,000 1,000
Jiné zmeény 1,542 0,866 2,745 0,141 1,703 0,746 3,887 0,206
Komplexni karyotyp 4,162 2,100 8,251 0,000 8,404 3,658 19,306 0,000
Stav onemocnéni v dobé
HSCT
Aktivni onemocnéni 1,000 1,000
Kompletni remise 0,527 0,320 0,869 0,012 0,510 0,265 0,983 0,044
Zdroj stépu
Kostni dfen 1,000 1,000
PBSC 0,829 0,457 1,505 0,538 0,646 0,312 1,341 0,241
Typ darce
Haploidenticky 1,000 1,000
PIné shodny pfibuzny 0,648 0,323 1,298 0,221 1,346 0,529 3,424 0,533
Nepfibuzny 0,595 0,333 1,063 0,080 0,974 0,423 2,243 0,950
Pripravny rezim
Myeloablativni 1,000 1,000
Redukovany 1,564 0,743 3,291 0,239 0,969 0,424 2,215 0,940
GVHD profylaxe
Ne 1,000 1,000
Ano 1,578 0,910 2,736 0,104 0,796 0,348 1,821 0,589
aGVHD
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Ne 1,000 1,000

Ano 1,139 0,617 2,101 0,678 0,904 0,425 1,923 0,793
cGVHD

Ne 1,000 1,000

Ano 0,476 0,243 0,933 0,031 0,232 0,080 0,673 0,007

Tabulka 39 — Univariantni analyza klinickych parametru.

Jak jiz bylo uvedeno v sekci s Cetnosti zastoupeni jednotlivych alel, vétSina vzork
obsahovala v haplobloku 1 alespon jednu low NK alelu (92 % vzorku bylo
LNK1/LNK1 nebo LNK1/HNK1). U haplobloku 2 to bylo dokonce 97 % vzorkd.
Pravdépodobné diky takto malému zastoupeni homozygotnich HNK jedincl nebylo
mozné v naSsem datasetu sledovat pozitivni efekt HNK/HNK na vysledek
transplantace.

U genu MICA a MICB byl ale zvolen postup jiny s ohledem na délku ziskané
sekvence, ktera se neomezovala na dva konkrétni polymorfismy, ale zkoumala
exony 2-4 u MICA a 2-5 u MICB.

V sekci metodika je uvedeno, Ze sekvence jednotlivych exonu byly zkoumany
zvlast. Diky tomu bylo mozné rozdélit referencni sekvence ziskané z databaze IPD
do skupin dle rozdilu v jednotlivych sekvencich v danych exonech. Pro exon 2 MICA
bylo ziskano 10 skupin na zakladé referen¢nich sekvenci a nase sekvence spadaly
do péti z nich, a to do skupin S1, S2, S4, S6 a S7. Ostatni skupiny nebyly v nasich
vzorcich zastoupeny. Exon 3 MICA byl rozdélen do 18 skupin a nase vzorky byly
zastoupeny v 10 skupinach (S1, S2, S5-9, S13, S15 a S16). U exonu 4 MICA byly
referencni sekvence rozdéleny do 10 skupin a naSe vzorky se nachazely v 6 z nich
- S1-3, S5, S6 a S10.

Kohorty byly rozdéleny na darcovské a pacientské. Zatimco v pacientské kohorté
jsme nepozorovali zadny polymorfismus, ktery by ovlivhoval vysledek HSCT,
v kohorté darct jsme vexonu 2 MICA pozorovali polymorfismus, ktery mél
statisticky signifikantni efekt na celkové preZiti, a to i v multivariantni analyze.
Jednalo se o polymorfismus nachazejici se ve skupiné S4, kde se na pozici 14
nachazela misto tryptofanu aminokyselina glycin. S ohledem na pozici
aminokyseliny a genu se tedy jedna o polymorfismus MICA-14. Aminokyselinovou
sekvenci odliSujici S4 od ostatnich skupin Ize najit v tabulce 40.

Aminokyselinova sekvence MICA exonu 2 od pozice 3 do 37

Skupina Sekvence

Skupina S1  HSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRYD

Skupina S2 HSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRCD

Skupina S4 HSLRYNLTVLSGDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRCD

Skupina S6 HSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCD

Skupina S7 HSLPYNLTVLSWDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRYD
Tabulka 40 — Aminokyselinova sekvence od pozice 3 do pozice 37 proteinu MICA
s vyznacenym glycinem na pozici 14 ve skupiné S4.

71



Nejprve jsme provedli analyzu pro celkové preziti u 4 nejCetnéjSich skupin exonu 2
MICA - S1/S1 (n=52), S1/S2 (n=13), S1/S4 (n=25) a S1/S6 (n=9), ostatni skupiny
mély méné nez 5 vzorku, a tudiz se do analyzy nedostaly. Mezi skupinami byl
statisticky signifikantni rozdil (p < 0,05) s nejhor§im pfezitim u pacientu, jejichz darci
spadali do skupin S1/S1 a S1/S4 (obrazek 19).
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Obrazek 19 — Kaplan-Meierova kfivka celkového preziti pro skupiny exonu 2 MICA.

Tyto dvé skupiny pak byly nasledné pouzity pro dalSi, multivariantni analyzu, ve
které bylo cilem zjistit a pfipadné potvrdit, zda klinické parametry neovliviiovaly
vysledek univariantni analyzy. Multivariantni analyza potvrdila, Ze Kklinické
parametry skuteCné vysledek neovlivnily a pacienti, ktefi byli transplantovani
Stépem od darce se skupinou S4 (neboli MICA-14Gly) méli 2,7krat vySSi riziko oproti
pacientlim, ktefi byli transplantovani stépem s S1/S1 (HR=2,745 (95% CI, 1,113-
6,771, p < 0,05)). Pro potvrzeni, zda se zhorSeni preziti skuteCné zaklada na
pritomnosti S4, byly nasledné pouzité vSechny vzorky bez ohledu na pocet sekvenci
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v dané skuping, a provedlo se srovnani skupin obsahujici S4 a neobsahujici S4
skupinu ve S&tépu (obrazek 20). Tato analyza potvrdila, Zze pfitomnost S4
v darcovském $tépu skutecné vede k signifikantné kratSimu OS (s p hodnotou <
0,01 u univariantni analyzy a p < 0,05 u multivariantni analyzy s HR=2,254 (95% Cl,
1,058-4,801)). Stejna (univariantni) analyza byla provedena i pro ostatni skupiny
s vy$8im poctem pacientl (tj. S1 vs non-S1, S2 vs non-S2 a S6 vs non-S6) ale bez
potvrzeného statisticky signifikantniho rozdilu mezi skupinami.
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Obrazek 20 — Kaplan-Meierova analyza celkového preziti u pacientl, ktefi byl
transplantovani Stépem obsahujicim nebo neobsahujicim skupinu S4 v exonu 2
MICA (MICA-14Gily).

Co se tyCe procentualniho zastoupeni umrti v jednotlivych skupinach, pacientu
v non-S4 skupiné zemfielo 44 %, zatimco ve skupiné s S4 Stépem zemrelo 59 %
pacientl. NejCastéjSi pfiCinou umrti u pacientl s S4 Stépem byl relaps (u 41 %),
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stejné jako u pacientl bez S4 (54 %), pacienti s S4 ale vyrazné Castéji umirali na
infekci (36 %) ve srovnani s pacienty bez S4 (22 %) (tabulka 41).

Stéps S4 Stép bez S4

Pocet Zivych pacientu 41 % 56 %
Pocet zemfelych pacientu 59 % 44 %
Davody umrti

Relaps 41 % 54 %
Infekce 36 % 22 %
Organové selhani 14 % 1 %
GVHD 9 % 11 %
Odmitnuti Stépu 0% 3 %

Tabulka 41 — Procentudlni zastoupeni prezivSich a zemrelych pacientl spolu
s davody umrti pfi srovnani pacientl se stépem od darce s S4 nebo bez.

Na nasem souboru dat jsme zkoumali také efekt varianty MICA-129 jak u darcu, tak
u pacientd, a to v€etné shody a neshody mezi darcem a pacientem, ale Zadny efekt
jsme nepozorovali. V pfipadé porovnani OS pfitomnosti MICA-129Val/Val s MICA-
129Val/Met a s MICA-129Met/Met u darcu byla p=0,73. U pacientl pak pro tuto
analyzu vysla p hodnota 0,97. V pfipadé srovnani shody a neshody mezi darcem a
pacientem rovnéz nebylo dosazeno statistickeé signifikance (p=0,42).

Referenéni sekvence pro MICB tvofily v exonu 2 Sest skupin, stejné jako pro exon
3, zatimco pro exon 4 bylo vytvofeny na zakladé referencnich sekvenci tfi rizné
skupiny. V8echny nase vzorky ale vzdy odpovidaly prvnim tfem skupinam v kazdém
exonu, tj. S1-3. Pouze jeden darce mél sekvenci exonu 2 MICB odpovidajici skupiné
S5.

Po provedeni analyz stejnym zplsobem jako u MICA jsme sledovali efekt skupiny
S1 v exonu 2 genu MICB v pfipadé pfitomnosti u pacienta. Pacienti s S1 skupinou
méli signifikantné vySSi riziko relapsu nez pacienti bez této skupiny (p < 0,01)
(obrazek 21).
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Obrazek 21 — Kaplan-Meierova analyza preziti bez relapsu u pacientd, ktefi méli
v exonu 2 MICB skupinu S1 (MICB-58Lys) vs bez skupiny S1 (MICB-58Glu).

Tento efekt sice numericky pfetrvaval i v multivariantni analyze, ale nebyl statisticky
signifikantni (p=0,069 s HR=3,764, 95% CI, 0,902-15,707). Polymorfismus, ktery
odliSuje skupinu S1 exonu 2 MICB od ostatnich je aminokyselina glutamat na pozici,
kde maji ostatni skupiny lysin (tabulka 42). S ohledem na pozici se tak jedna o
MICB-58Glu (vypocitano bez vedouci sekvence).

Aminokyselinova sekvence MICB exonu 2 od pozice 49 do 63

Skupina

Skupina S1
Skupina S2
Skupina S3

Sekvence

QWAEDVLGAETWDTE
QWAEDVLGAKTWDTE
QWAENVLGAKTWDTE

Tabulka 42 — Aminokyselinova sekvence od pozice 49 do pozice 63 proteinu MICB
s vyznacenym glutamatem na pozici 58 ve skupiné S1.
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5.4 Diskuze — funkéni analyza

5.4.1 Vliv (ne)shody KIR a HLA na vysledek HSCT

V nékolika pracich bylo popsano, Zze neshoda mezi darcem a pacientem v KIR-HLA
vede k lepSimu OS a niz8imu riziku relapsu u pacientd s AML.52 174208 Ng druhou
stranu, tento vysledek nepotvrdily prace Yahng a Shimoni s kolektivy, ktefi popisuji
u pacientd s AML naopak vyS$Si riziko relapsu, horSi OS a CetnéjSi reaktivaci
CMV 209,210 | y dal§ich diagnozach, které byly indikaci pro HSCT jsou pak vysledky
vlivu neshody KIR a HLA rozporuplné.?’" Populace pacientll se pochopitelné
vyrazné liily a proto neni mozné z téchto vysledku vytvofit jednoznacny zavér, nase
data se vSak spiSe kloni k pracim Ruggeri et al.’% 74 a Mancusi et al.?%® i
Bakhtiariho et al.?'? které popisuji neshodu mezi KIR a HLA jako benefitni s ohledem
na RFS a OS.

V nasem datasetu jsme pak pozorovali vedle vlivu poCtu shody a neshody KIR-HLA
také efekt jednotlivych KIR se shodou v HLA na preziti bez relapsu, konkrétné u
2DL1. V pfipadé neshody mezi 2DL1 a HLA ligandem bylo pfeziti pacienta bez
relapsu signifikantné delSi oproti pacientim, ktefi 2DL1-HLA shodu méli. Statisticky
signifikantni vliv tohoto efektu na celkové pfeziti se neprokazal. Roli shody 2DL1
s HLA ligandem popsali Gaafar et al., ti nicméné popisuji efekt 2DL1 shody na vySSi
riziko rozvoje aGVHD.?'3 V naSem datasetu sice pacienti se shodou v 2DL1-HLA
méli lehce zvy3eny vyskyt aGVHD, rozdil ale nebyl statisticky signifikantni (83 % vs
74 % u pacientl s neshodou).

v,

NejcetnéjSimi alelami genu 2DL1 v kavkazské populaci jsou *001/*002, *003 a
*004.1% Jak popsali Bari et al., alely *001, *002 a *003 vedou k silngjSi a
na této pozici cystein.?'* Nase analyza vlivu KIR se shodnym HLA nebyla nicméné
provedena na urovni alel a je tfeba zminit i to, ze zatimco alely *002 a *003 byly
druha a treti nejCetnéjSi v naSem vzorku, nejcetnéjsi byla *035, coz je nejspise
sekvenacni chyba a neni tak mozné fici, zda se misto ni nejednalo o alelu *004. Na
druhou stranu Ize zaménu *004 za *035 predpokladat, protozZe takto Casta alela se
v naSem souboru nevyskytovala viibec, coz dava tusit sekvenacni chybu. Z pohledu
proteinu se alely *004 a *035 100% shoduiji, tudiz ma i alela *035 cystein na pozici
245. Tato alela, pfitomna v %4 vzorkud, vede k proteinu se slab$i inhibici, zbyvaijici
2DL1-HLA) tak doSlo u vétSiny vzorkd ksilné inhibici NK bunék a tim
pravdépodobné niz8i GVL, coz je spojeno s vySSim rizikem relapsu. Stejny vysledek
se ukazuje u celkového preziti, kde ale nedoslo k jeho statistickému priakazu.
SilngjSi inhibice spojena s horsi reakci Stépu proti leukémii a horS§im celkovym
prezitim odpovida jiz dfive publikovanym pracim.?!’
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5.4.2 Vliv polymorfismi NKG2D, MICA a MICB na HSCT

Nékolika tymy byla popsana role polymorfismi NKG2D ligandl na vysledek HSCT,
primarné MICA-129 a MICB-98. Polymorfismus MICA-129 u pacienta hral roli
v rozvoji GVHD a v celkovém preziti. Pacienti s MICA-129 Val/Val méli zvySené
riziko rozvoje cGVHD'48, coZ jsme pozorovali i v nasem datasetu, kde mélo 43 %
homozygotnich pacientu s touto alelou aGVHD, na rozdil od pacientd, ktefi mél
MICA-129 Met/Met nebo Val/Met, u kterych doSlo k rozvoji cGVHD u 22 % z nich.
V dalSi studii pak bylo pozorovano lepsi celkové preziti u pacientu, ktefi méli
alespon jednu alelu MICA-129 Met, a to presto, Ze pacienti s obéma alelami MICA-
129 Met/Met trpéli ¢astéji aGVHD, ackoliv u nich byla mortalita spojena s aGVHD
niz§i.'47 U nasich pacientll jsme toto neprokazali, coz odpovida i jinym pracim
zaméfenych na toto téma.215 216

Byl popsan vliv MICA-129 nejen u pacienta, ale také u darce. St&p obsahujici
alespon jednu alelu MICA-129 Met mél ve studii Martina et al. vliv na nizsi riziko
nerelapsové mortality.?'® To se v naSich vysledcich neprojevilo, zato jsme ale
objevili polymorfismus MICA-14 majici vliv na celkové preziti v pfipadé pritomnosti
u darce. Pacienti se Stépem od darce, ktery mél alespon jednu alelu MICA-14 Gly,
méli signifikantné horsi preziti, a to nejen v univariantni analyze, ale tento efekt byl
potvrzen v multivariantni analyze.?'” Vysvétleni by mohlo leZet v pozici samotného
polymorfismu, a to zaméné aminokyseliny vdoméné a1, ktera se podili na vazbé
k receptoru NKG2D. S ohledem na pozici polymorfismu by mohlo dojit k rozdilné
afinité k receptoru a tim vést k rozdilné reaktivité NK bunék, jak naznacuji Chen
s kolektivem.2'® Dilezitou roli hraje to, Ze se jedna o pFitomnost polymorfismu na
darcovskych lymfocytech, tedy i T lymfocytech. Tyto bunky jsou tak citlivéjSi
k zabijeni NK burikami a $tép tudiz neni schopen plinit svou funkci tak, jako kdyby
k eliminaci darcovskych lymfocytd nedochazelo.%

Vedle role MICA byly zkoumany i polymorfismy a shoda mezi darcem a pacientem
v genu MICB."° Popsan byl efekt shody MICB-98 mezi darcem a pacientem na
vysledek HSCT.™® Na naSich datech nebylo mozZné tento efekt zkoumat,
protoZe neshoda mezi darcem a pacientem byla v naSem souboru pozorovana
pouze u 5 vzorku, coz je nedostatecny pocet pro statistickou analyzu. Objevili jsme
ale polymorfismus, ktery by mohl mit vliv na HSCT. Jedna se o polymorfismus
vedouci k zaméné aminokyseliny na pozici 58 genu MICB (MICB-58 Lys/Glu)
v doméné a1 MICB proteinu. Efekt jsme na rozdil od MICA-14, ktery ma roli v
darcovském S$tépu, pozorovali pfi pfitomnosti u pacientl. V univariantni analyze
jsme pozorovali u pacientl, ktefi meéli alesponn jednu alelu MICB-58 Glu,
signifikantné vysSi riziko relapsu oproti pacientim bez této alely. Tento vysledek
nicméné nebyl potvrzen v multivariantni analyze, a to nejspiSe rozdilem mezi
skupinami pacientu, protoze vétsi pomér pacientd s MICB-58 Glu (51 vs 19 %) bylo
transplantovano s aktivnim onemocnénim, které je znamo svym negativnim vlivem
na vysledek transplantace. Stejné jako v pfipadé MICA-14 se jedna o zadménu
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aminokyseliny v oblasti zodpovédné za vazbu k receptoru, kde mize zména vést
k jiné vazbé k receptoru. Pouzijeme-li logiku popsanou u MICA-129, kde pfitomnost
alely MICA-129 Met vedla k silnéjsi afinité k receptoru a silnéjsi, ale kratsi reakci NK
bunék'48, a budeme u MICB-58 predpokladat stejnou intenzitu vazby (coz by muselo
byt potvrzeno dalSimi experimenty), mizeme u MICB-58 Glu oCekavat rovnéz kratsi
reakci NK bunék, ktera tak vede k horsSi protinadorové reakci a vySSimu riziku
relapsu. To by mohlo vysvétlovat i duvod, pro¢ tito pacienti hafe dosahovali
kompletni remise.

Vedle polymorfisml na urovni ligandl jsme zkoumali i efekt polymorfismd v ramci
receptoru NKG2D. Konkrétné polymorfism( vedoucich k HNK haplotypu. V praci
Espinozy a kolektivu bylo popsano, Ze pacienti, ktefi byli transplantovani stépem
s HNK1 dosahovali lepsiho preziti''’, coz ale nebylo v na$i praci potvrzeno,
podobné jako v praci Apithy a kolektivu.?'9
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6 ZAVERY PRACE

VySe uvedena prace je prvni dosud publikovanou studii zkoumajici alelickou
distribuci KIR a NKG2D s MICA a MICB v ¢eské populaci a popisujici vliv
polymorfismu MICA-14 a MICB-58 na vysledek alogenni transplantace kmenovych
bunék. Nase vysledky ukazuji vliv pfitomnosti MICA-14 Gly v darcovském Stépu na
horsi celkové preziti a poukazuji na potencialni roli pfitomnosti MICB-58 Glu u
pacienta s ohledem na casny relaps. Dale jsme pozorovali distribuci alel
odpovidajici distribuci alel v kavkazské populaci.

V8echny vyty&ené cile prace definované v &asti CILE, HYPOTEZY A OTAZKY
DIZERTACNI PRACE byly spinény:

1. Odpovida zastoupeni jednotlivych alel a polymorfism{ jinym populaénim
studiim provedenym na kavkazské populaci?
¢ Na zakladé sekvenacni analyzy (Sangerova sekvenace a NGS) jsme
popsali nejCetnéjsi alely genu KIR, MICA, MICB a NKG2D a potvrdili,
Ze vysledky odpovidaji dalSim studiim.
2. Ovliviuji znamé polymorfismy (MICA-129, MICB-98, NKG2D haplotyp)
vysledek transplantace?
¢ V nadem souboru nehraly znamé polymorfismy roli, a to ani v pfipadé
celkového preziti po HSCT, ani v pfipadé relapsu.
3. Jsme schopni identifikovat zatim neznamé polymorfismy ¢i alely, které
ovliviuji vysledek HSCT?
¢ |dentifikovali jsme dva nové polymorfismy s vlivem na HSCT. Jednak
vliv polymorfismu MICA-14 v darcovském $tépu, ktery ovliviioval
celkové preziti pacientd, tak i vliv polymorfismu MICB-58 u pacienta,
ktery by mohl vést k CasnéjSimu relapsu Ci k horSimu dosazeni
kompletni remise pfed samotnou HSCT.
4. Hraje pfitomnost inhibi¢nich a/nebo aktivacnich KIR, v pfipadé shody s jejich
ligandy, roliv HSCT?
e V této pracijsme potvrdili, Ze hraje roli poc€et inhibi¢nich KIR receptor(
s pfitomnym odpovidajicim HLA ligandem jak s ohledem na relaps,
tak s ohledem na celkové preZiti.
e V univariantni analyze jsme sledovali vliv shody 2DL1 s HLA ligandem
na relaps.

Ziskané vysledky by bylo vhodné potvrdit na vétSim souboru dat, idealné
v multicentrické studii, ve které by bylo mozné l|épe posoudit vliv jednotlivych
polymorfismu a vlivu shody a neshody KIR-HLA na vysledek HSCT. V pfipadé
prikazu vlivu danych parametrt by pak bylo mozné k nim pfihlédnout pfi vybéru
optimalniho darce.
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10 PRILOHY

10.1 Data — priloha 1

Gen 3 nejéetnéjSi | 3 nejcetnéjSi alely | 3  nejéetnéjsSi | 3 nejéetnéjsi alely
alely dle | dle Wagner et al. | alely v nasem | v japonské populaci
Amorim et al. | (rozpéti vyskytu) vzorku dle Yawata et al.

2DL1 | *003 *003/*034 (30-40 %) | *035 (25 %) *003 (90 %)
*002 *001/%002 (30-40 %) | *003 (24 %) *002 (7 %)
*004 *004 (10-20 %) *002 (22 %) *004 (1 %)

2DL2 | *001 *001 (50-60 %) *009 (30 %) *003 (4 %)

*003 *003 (40-50 %) *001 (2 %)
*001/*002 (0-10 %)

2DL3 | *001 *001 (50-60 %) *030 (4 %) *001 (87 %)
*002 *002 (30-40 %) *002 (4 %)

*005 *005 (0-10 %) *007 (2 %)
2DL4 | *005 *008 (25-35 %) *008 (65 %) *001 (45 %)
*008 *001 (25-35 %) *001 (43 %) *005 (17 %)
*001 *005 (20-25 %) *005 (40 %) *011/*006 (obé 13 %)
2DL5A | *001 *005 (nelze urcit) *001 (26 %) *001 (11 %)
*005 *001 (nelze urcit) *005 (23 %) *005 (5 %)
2DL5B | *002 *002 (nelze urcit) *002 (32 %) *002 (3 %)
*008 (10 %)
2DS1 | *002 *002 (55-65 %) *006 (24 %) *002
NEW (20-25 %) *013 (12 %)
*006 (5-15 %)

2DS2 | *001 *001 (75 %) *001 (52 %) *001

2DS3 | *001 *001 (60-75 %) *001 (33 %) *002

2DS4 | *001 *001/*017 (25 %) *003 (30 %) *001 (50 %)

*003 *003 (20-25 %) *001 (29 %) *004 (13 %)
*010 *006 (20-25 %) *006 (21 %) *007 (13 %)
3DL1 | *001 *001 (15-25 %) *015 (24 %) *015 (46 %)
*004 *005 (15-25 %) *004 (22 %) *007 (13 %)
*005 *004 (15-25 %) *002 (19 %) *005 (13 %)
3DL2 | *007 *001 (20-25 %) *001 (39 %) *002 (46 %)
*002 *007 (15-25 %) *007 (31 %) *010 (12 %)
*001 *002 (15-25 %) *002 (28 %) *007 (12 %)
3DL3 | *001 *001 (10-25 %) *001 (38 %) Chybi
*003 *003 (10-25 %) *009 (23 %)
*009 *009 (10-20 %) *003 (21 %)
3DS1 | *013 *013 (95-100 %) *013 (39 %) *013 (17 %)

Tabulka | — Srovnani a procentualni zastoupeni nejCetnéjSich alel v nasem datasetu
oproti dvéma nejvétsim studiim na kavkazské populaci od Amorim, Wagner a pro
srovnani s jinou populaci pfidany alely japonské populace od Yawata.!9% 193, 19
Shoda s naSim vysledkem je vyznaCena tuéné (bez ohledu na poradi). Rozdily
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v procentech je mozné vysvétlit rozdilnou metodikou pro ur€ovani alel i rozdilnou

metodikou vypoctu frekvence. V praci Amorim et al. neni frekvence jednotlivych alel
v procentech uvedena.

10.2 Pirehledové a plvodni prace
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Natural killer cells possess key regulatory function in various malignant diseases, including
acute myeloid leukemia. NK cell aclivity is driven by signals received through ligands
binding activating or inhibitory receptors. Their activity towards elimination of transformed
or virally infected cels can be mediated through MICA, MICE and ULBP ligands binding
the activating receptor NKG2D. Given the efficiency of NK cells, potential target cells
developed multiple protecting mechanisms to overcome NK cells kiling on various levels
of biogenesis of NKG2D ligands. Targeted cells can degrade ligand transcripts wia
microRMNAs or modify them at protein level to prevent their presence at cell surface va
shedding, with added benefit of shed ligands to desensitize NKGZ2D receptor and avert
the threat of desfruction via NK cells. NK cels and their activity are also indispensable
during hematopoietic stem cell transplantation, crucial treatment option for patients with
malignant disease, including acute myeloid leukemia Funclion of both NKG2D and iis
ligands is strongly affected by polymorphisms and particular dlelic vadants, as different
dleles can play variable rcles in ligand-receptor interaction, influencing NK cell function
and HSCT outcome diferently. For example, role of amino acid exchange at position 129
in MICA or at position 98 in MICB, as well as the role of other polymorphisms leading to
different shedding of ligands, was described. Finally, match or mismatch between patient
and donor in NKG2D ligands affect HSCT ocutcome. Having the information beyond
standard HLA typing prior HSCT could be instrumental to find the best donor for the
patient and to optimize efects of treaiment by more precise patient-donor match. Here,
we review recent research on the NKG2D/NKG2D ligand biclogy, their regulation,
description of their polymomhisms across the populations of patients with AML and the
influence of particular polymomphisms on HSCT ouicome.

HKeywords: natural killer group 2 member D, MICA, MICB, ULBP, hematopoietic stem cell transplant, acute myeloid
leukemia, polymorphism
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INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) is an aggressive malignancy
origimated from a myeloid lineage of bone marrow cells with
median overall survival of 85 months and 24% 5-year overall
survival according to National Cancer Institute in the USA (1, 2).
Most patients with AML achieve complete remission after
chemotherapy treatment, but relapse is almost inevitable and
often indicates the appearance of treatment-resistant clones (3).
Carrying specific gene mutations enable drug-resistance,
survival, and uncontrolled proliferation. However, for the
disease progression, AML cells also need to escape immune
system control. Healthy immunosurveillance should eliminate
AML cells by using two main effector cells types that play pivotal
and complementary role in this mechanism - T lymphocytes and
natural killer (NK) cells. Unlike T cells, whose function depends
on the recognition of “non-self” peptides presented on HLA
molecules, NK cells recognize cells with or without the altered
level of HLA molecules and thus can recognize transformed cells
that hide these molecules as a mechanism of escape T-cells (4).
Besides direct attack targeted to transformed cells, NK cells also
compete with myeloid leukemic blasts to colonize the bone
marrow niche and to adhere to bone marrow fibroblasts,
preventing myeloid blasts from proliferation (5).

Interaction between AML and NK cells exists in both
directions, as AML cells use multiple mechanisms to protect
themselves, including modification of NK cells in patients.
Individuals with AML have low levels of cytotoxic NK cells,
usually combined with decreased expression levels of activating
receptors, for example, NKpdé6 (6), NKp30 (7), NKG2D (6) or
DNAM-1 (8, 9). In contrast, inhibitory receptors tend to be
increased, for example a decreased DNAM-1 is being associated
with increased expression of inhibitory receptors TIGIT and/or
TACTILE (9). Another inhibitory receptors implicated in NK
cells” tolerance to the AML blasts are inhibitory KIR, NKG2A,
CD158b, and LIR-1 (6, 10). In addition, AML cells express a high
amount of soluble activating receptors’ ligands responsible for
NK cells silencing through downregulation of their receptors by
chronic exposure causing exhaustion of NK cells (11).

To overcome immunosurveillance impairment caused by
malignant cells, hematopoietic stem cells transplantation
(HSCT) is an essential treatment option for patients with
relapsed AML NK cells have a crucial role in the success of
HSCT by affecting host, graft, and residual leukemic cells. The
graft-versus-leukemia (GvL) effect of NK cells was already
described in 1986 (12). In addition, NK cells decrease the
incidence of graft-versus-host disease (GvHD) by reduction of
antigen-presenting cells, and elimination of host T cells,
preventing praft rejection (13).

To take full advantage of their potential, it is crucial to
understand the mechanisms of ligand-receptor functions and
to know better the parameters, which can influence the outcome
of HSCT. Balance of NK cells reactivity depends on the
combination of signals transduced from inhibitory and
activating receptors and their ligands present on “examined”
cells. Main and broadly investigated inhibitory and activating
receptors of NK cells are KIR receptors which recognize HLA

class I-bearing targets, while activating natural cytotoxic
receptors (NCR), namely NKp30, NKpd4 and NKpd6, DNAM-
1 and NKG2D recognize non-HLA molecules and ligands
expressed de novo on “stressed” cells (14-17).

This review focuses on activating NKG2D receptor, its
ligands, their regulation, and on the role of their
polymorphism in AML patients and dependency of the
polymorphism of NKG2D and its ligands on HSCT' outcome.

NKG2D RECEPTOR

NEKG2D (encoded by the KLRKI gene - killer cell lectin-like
receptor subfamily K, member 1) i a C-type lectin receptor
present on the surface of natural killer (NK) cells, v8 T cells,
CD8+ T cells and CD4+ T cells (18-20).

KLRKT 15 composed of 10 exons (exons 1A, 1B, and 2-9) and
9 introns, with exons 2-4 encoding intracellular/transmembrane
domain and exons 5-9 encoding the ligand-binding outer
domain, which i exposed into the extracellular space (21).

NKG2D receptor recognizes and hinds multiple ligand
families, and upon ligand’s engagement it interacts with
adapter dimer DAP10, which triggers activation signal leading
to cell-mediated cytotoxicity (degranulation), co-stimulation of
cytokine production, playing an important role in the turmorous
and infected cells elimination (18, 22, 23),

Although NKG2D shows strong evolutionary conservation,
two different haplotype blocks have been described. Haplotype
block Hb-1 contains two alleles called LNKI (low-activity
related) and HNKI (high-activity related), in three haplotype
combinations - LNKI/LNK], HNKI/HNKI, and LNKI/HNKI.
For haplotype block Hb-2, the situation is similar with
haplotypes containing LNK2 and HNK2 alleles (24),

From a clinical perspective, HNKI/HNK1 and HNK2/HNK2
haplotypes seem to be associated with lower cancer risk than
LNKI/LNKI and LNKZ/LNK2, respectively (24). NKGID
receptor haplotypes also show a significant impact on
transplantation outcomes, Patients with standard-risk
hematology malignancy (AML and acute lymphoblastic
leukemia, ALL in first complete remission, malignant
lymphoma in complete remission, chronic myeloid leukemia,
CLL in chronic phase and any status of a myelodysplastic
syndrome) undergoing HSCT with HNK1 haplotype donor
have lower transplantation-related mortality and better overall
survival (difference in 5-year overall survival of 73% vs. 49%,
p=0.01) (18). NKG2D haplotype also represents a candidate
biomarker for the prediction of treatment-free remission,
described currently in patients with CML treated by dasatinib,
where patients with HNKI/HNKI haplotype achieved molecular
response faster than patients with other haplotypes (25).

As mentioned in the Introduction, AML cells can modify the
expression of activating receptor of NK cells, including the
NKG2D receptor, as described by Hilpert et al. in 2012 (26).
Khaznadar and colleagues investigated AML patients, dividing
them into two groups according to clinical outcome. The group
with deficient NK cell profile (NK-DP), reduced expression of
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NKGID, DNAX accessory molecule-1, NKp46 and IFN-yhad a
higher risk of relapse, while the group with NK cell-high profile
(NK-HP) had a significantly lower risk of relapse and better
median overall survival (HR 0.66, 95% CI 0.44-0.99) (27).

NKG2D LIGAND

NKG2D ligands in human can be divided into two families -
MIC (MHC class l-related chain) family and ULBP/RAET
(HCMV Unigue Long 16-binding protein/Retinoic acid early
transcript) family, Both are distant HLA class | homologues but
do not assodate with -2 microglobulin and have no known role
in antigen presentation (26).

NKG2D ligands are called stress-ligands as their presence i
stimulated predominantly in damaged, virally infected, or
tumorous cells (27). Besides of these stimuli, these ligands can
be upregulated by standard cel-stress conditions including heat
shock (28), oxidative stress (29), and ionizing radiation (28, 30),

NKG2D ligands are also expressed on healthy conditions,
particularly on proliferative cells like embryonic cells (31),
myeoid progenitors (32), normal intestinal epithelial cells (33),
or cells of repairing tissue (34). The mechanisms protecting these
cells against NK cell attack are not fully known. It seems that on
healthy cells, NKG2D ligands alone is not suffident signal to
trigger NK cell activation (35). The intracellular localization of
NKG2D ligand is an additional observed protecting mechanism
causing ligand’s inaccessibility to the receptor (33, 35), On the
other hand, the presence of NKG2D ligands on immune cells also
plays an important role in regulating immune responses (36).

The polymorphism of NKG2D ligands genes affects
susceptibility to different diseases (37), disease severity (38),
transplantation outcome (organ or HSCT), and serves as a risk
factor (39) and/or as protective factor for cancer (40).

MIC Family

MIC family comprises 7 genes, from which only two are
expressed (MICA and MICB) and an additional five being
wnsidered as pseudogenes (MICOC, MICD, MICE, MICF, and
MICG) (41).

Both MICA and MICE contain 6 exons and 5 introns - exon 1
encodes leader sequence, exons 2 - 4 encode three extracellular
domains ol, o2, and @3, exon 5 encodes the transmembrane
region and exon 6 encodes the cytoplasmic tail. The majority of
polymorphisms of MICA and MICB alleles are concentrated on
exons 2, 3, 4, and 5, predominantly within 02 and o3 domains
(Figure 1) (41, 42).

In the current Iiterature, there are two different nomendature
approaches for MICA allele description (summarized in
Figure 2).

The first approach is based on a sequence of exon 5, called
exon 5 (EX5) microsatdlite alleles’ group, and corresponds to a
repeated sequence of 4 to 10 Ala (GCT) codons within this exon,
with alleles named A4, A5 A5, A6-10. A5.1 MICA alleles are
specific by having additional guanine nucleotide insertion
between codons 20 and 21, resulting in a premature stop

codon at codon 41 (43). This truncated protein lacks the
cytoplasmic tail encoded by exon 6 (41, 44). This difference is
translated into the form of anchorage of the final protein to the
cell membrane. Most of MICA alleles are transmembrane-
anchored glycoprotein with a cytoplasmic taik AS5.1 alleles
create glycophosphatidylinositol (GPI)-anchored glycoproteins
(45). To date, it is not clear if other microsatellite alleles (A4, A6-
Al0) could encode similar truncated proteins too, This feature
seems to arise as a consequence to cytomegalovirus’ (CMV)
immunoevasin UL142 (46), This immunoevasin enables the
immune escape of the infected cells by retaining protein
product of MICA alleles in the Golgi apparatus while not
affecting truncated proteins encoded by MICA A5.1 alleles
(46, 47).

The second nomenclature approach is based on the gene
sequence, but not always all exons have been sequenced. The
sequence alleles nomenclature (for example MICA *008:01:09) is
similar to the HLA World Health Organization nomenclature,
comprising gene name (MICA or MICB), separator (%), allde
group (for example *008), field separator (): specific MICA
protein (two-digit format, for example, 01) and next closer
specification as described at hla.alleles.org/nomenclature/
naming.html (48). This nomenclature approach is used not
only for MICA but also for MICB alleles (48). To date 223
MICA sequence alleles encoding 104 proteins and 138 MICB
alleles encoding 37 proteins have been described (release June
2020) (48).

According to the large study of 1.2 million donors with
German descent, the most common MICA allele in Caucasian
(German) population is MICA*008 (A5.1) with a frequency of
423% followed by MICA*002 (A9 microsatellite allele) with
11.7%, and MICA"009 (A6 microsatellite allele) with 8.8%. The
most common MICE allele in the same population is MICB*005
with a frequency of 43.9% followed by MICB*004 with 21.7% and
MICB*002 with 18.9% (49). Taking another populations into
account, MICA 008 is the most frequent MICA allele worldwide
with MICA*002, MICA*009, MICA*DI0 and MICA*004 taking
next places varying according to inter-ethnic variability (49-51).
Also, MICE results across the population correspond to the
German study, e, most frequent is MICB*005 and followed
by MICB*002, MICB*004, MICE*014, and MICB*003 (52).

ULBP Family
All 10 ULBP family members are officially named RAETT genes
and are orthologs of the mouse Raetl genes (53), Six genes of
them are expressed (ULBPI - 6), while 4 are pseundogenes (53).
ULBPI (RAETII), ULBF2 (RAETIH), ULBF3 (RAETIN),
ULBP4 (RAETIE) and ULBPs (RAETIL) have 4 exons while
ULBPS (RAETIG) comprises 5 exons, Exon | encodes leader
sequence, exons 2 and 3 define the ol and o2 domains, and exon
4 encodes a hydrophobic sequence, both for GPI anchor region
and transmembrane region with the cytoplasmic tail {53-56).
ULBP2 and ULBPS can form both transmembrane-anchored
and GPl-anchored form, ULBFP1, ULBP3 and ULBP6 are only
GPl-anchored and ULBP4 forms just transmembrane-anchored
protein (Table 1) (57, 58). Exon 5 seems to encode for the
extended cytoplasmic domain (ULBP5) or is non-coding (other
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ULBPs) (54-56). Compared with MIC, ULBP proteins lack a3
domain (53), which seems to have no effect on NKG2D binding
{53), but it probably precludes CD8 (T cells co-receptor)
binding (59).

ULBF/RAETI genes seem to be less polymorphic than MIC
genes, although this could be caused by a lower number of
sequenced samples (52). Four out of the six ULBP genes have
been found to be polymorphic in exons 2 and 3, coding
extracellular part of the protein. So far no polymorphism has
been described in ULBP! and ULBP3 within exons 2 and 3 (52).
The most polymorphic gene is ULBP4 with 11 known alleles
(52), followed by ULBPS with 7 known alleles, ULBP2 with 6
alleles and ULBPS with3 described alleles (52, 60). Currently,
ULBP polymorphism has been studied in 223 Euro-Caucasoid,
60 Afro-Caribbean, 52 Indo-Asian individuals (61), Kolla South
American Indians (60) and Thais (62), a broader sampling is
required to achieve a true picture of ULBP polymorphism. For
the Caucasian population, the most common ULBP4 allele

is "002, while for Thais it is “001, and for Kolla Indians it is
003 (60). Similarly, ULBP6 alleles frequency also differs between
populations, Caucasians having *003 most often, Thais *001 and
Kolla Indians 002 (60). The variability in the frequency of ULBP
alleles among individual populations seems to be associated with
differences in life conditions and contact with unique
pathogens {60).

REGULATION OF NKG2D LIGANDS

As mentioned above, NKG2D ligands are stress-associated
molecules upregulated on damaged or transformed cells to
attract immune cells, especially NK cells, Their expression is
regulated by numerous pathways and signals on multiple levels
of biogenesis - on transcriptional, translational, and post-
translational level (Figure 3).
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TABLE 1 | Human NKGZD lgands.

Ligand name  Alemnative name  Number of exons  Anchorage lype
MICA PERB11.1 8 WGP
MICE PERB11.2 L ™
ULBP1 RAET1I 4 GA
uLep2 PAET{H 4 TWEP
ULBP3 RAETIN 4 GPh
ULBP4 RAETHE 4 ™
ULBPS RAET1G 5 TMGEH
ULBPS RAETIL 4 GA

TN, ranamambane hpes; G, givoondphosphafdyinosiolinksd fypa

In malignant cells, upregulation of NKG2D ligands
expression is induced initially by hyperproliferative state
occurring during early tumorigenesis. Hyperproliferation
activates E2 transcription factor, which induces NKG2D
ligands’ transcription (34). Hyperproliferative state could also
trigger DNA damage response (63), and so activate p53 (64).
Activated p53 then enhances transcription of NKG2D
ligands (65).

NKGZD ligands’ mRNA wsually has a very short half-life; it is
rapidly degraded and needs to be stabilized for translation
Besides the increased transcription, DNA damage response also

plays a role in the mBN A stabilization via signaling protein TBKI1
and transcription factor IRF3, which induce conditions that help
to increase the half-life of NKG2D ligands transcripts (66).

In contrast, faster degradation of NKG2D ligand transcripts
can be induced by specific microRNAs that bind to their 3
untranslated region and repress their translation (67).
MicroRNA regulates stress ligands overexpression, as only
when MICA and MICB mENA exceeds the microRNA
repression, the NKG2D ligands are expressed on the cell
surface. Overexpression of microRNAs can help tumors to
downregulate NKG2D ligands expression and then escape the
immune system (68).

Another mechanism leading to the reduced levels of surface
NKG2D ligands is via poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1)
mediated repression of transcription. This mechanism seems to
be spedfic for leukemia stem cells and enables them to escape
immune surveillance and later to cause relapse of disease (69).
This opens the possibility to use PARP inhibitors for AML
patient (70), an approach that the first clinical trials are
currently assessing (71-73).

At the protein level, NKG2D ligands are regulated by various
post-translational modifications, First, described in MULT1
ligand {mouse homolog of human ULBPL), is ubiquitin-
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dependent degradation (74). Ubiquitin modifications occur
primarily on lysine residues of target proteins (75). The
presence of multiple lysins in the cytoplasmic tail of MICA,
MICB and ULBP5 (RAETI1G) suggests that this regulation could
also exist for these human ligands (76). It has been shown, for
example, that KSHV (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus)
uses E3 ubiquitin ligase K5 to downregulate cell surface
expression of MICA and MICR (77).

A crucial system of NKG2D ligands regulation is the
production of soluble variants of the NKG2D ligands by
various mechanisms - co-transcriptional alternative splicing,
post-translational ligand shedding, exosome ligand excretion
and phospholipase C (PI1-PLC) cleavage for ligands anchored
by GPL Shed ligands passively block NKG2D receptor on the NK
cell, which is then internalized into the cell and degraded, leading
to impairment of its function (78). This mechanism helps cancer
cells to escape immune surveillance by blocking NKG2D and
consequently NK cell activity. Another benefit of released ligands
for cancer cell is that this cell became less visible for NK cells due
to the lower NKG2D ligands’ concentration on its surface (79).

Co-transcriptional regulation by alternative splicing can also
lead to soluble forms of NKG2D ligands, and has been described
for ULBP4 (55) and ULBP5 (54). In RAET1G (ULBPS5) it creates
a product RAET1G2, where alter native splicing in exon 4 caused
a frameshift and premature termination of the protein sequence
and thus led to the soluble form of RAET1G (ULBPS) (54). The

next example was described in ULBP4 (RAET1E) with a produa
of spliced variant clled RAETIEZ where a stop codon was
placed within intron between exons 3 and 4, producing a
shortened form of ULBP4 (RAETIE) (80).

First, ligand shedding is mediated by two proteases families,
“a disintegrin and metalloproteinase” (ADAMs) family (81) and
matrix metalloprotease family (MMPs) (82, 83). From the
ADAM proteases family, ADAM9, ADAMI0 and ADAMIL7
have been shown to be active in shedding of MICA, MICB and
ULBPZ ligands (84). Matrix metalloproteases are able to shed
ULBP2 (83) or MICA (82, 85). Polymorphism of some NKG2D
ligands can bypass the shedding process; for example, MICA®008
is bound to the membrane through GPI anchor, makes this allele
resistant to protease-mediated cleavage (45).

The second way for cancer cells to remove NKG2D ligands at
the protein level is the use of constitutive production and release
of endosome-derived vesicles called exosomes, which eliminate
active proteins or microRNAs from cells. The NKG2D ligands
are expressed and carried on the surface of tumor exosomes and
released into the environment (86). The NKG2D ligands released
via exosomes have a proven effect on the downregulation of
NKG2D and desensitization of cytotoxic cells (87, 88).

The last mechanism which cells can use to cut off their ligands
15 using cleavage via phospholipase release (PI-PLC), described
in GPI anchored ULBP1 (RAET1I), ULBP2 (RAET1H), ULBP3
(RAETIN) and ULBP6 (RAETIL) (89). This mechanism is

Fromnters in inmundogy | wsie fonbasin.og

March 2021 | Volums 12 | Amicle 651751



Machukdona el al.

MEEZD/L in AML and HSCT

described on gastric tumor cells (89) and needs to be confirmed
for other types of cancer.

The way of ligands shedding, either by protease cleavage or by
exosomes, is most likely dependent on ligands attachment to the
cell membrane. GPl-anchored MICA alleles vs. other
transmembrane attached MICA alleles could serve as a model -
protein product of MICA 008, GPl-anchored NKG2D ligand, is
not usually cleaved by proteases but is released by exosomes (90).
On the other hand, other transmembrane-attached MICA, MICB,
or ULBP are primarily released by cleavage (81, 83, 91). Some
ligands, for example ULBP2, can be released by both ways (88).

Solubilization of NKG2D ligands thus can have severe
consequences for cancer patients, as lower cell-surface NKG2D
ligands concentration (83) and presence of soluble NKG2D
ligands in sera, very often, correlate with higher tumor stage and
poor prognosis (84). For example, metalloproteinase ADAMID is
highly expressed in malignant pleural mesothelioma (92), prostate
cancer (93) or in oral squamous cell carcinoma (94), which makes
all of those tumor types able to escape immune surveillance by
NKG2D ligands shedding,

In general, solubilization of MICA is a widespread mechanism
of NK cell escape in malignant diseases. Holdenrieder et al
described an increased level of soluble MICA in lung cancer,
colorectal and other gastrointestinal cancers, breast cancer,
ovarian cancer, other gynecologic cancers, renal cancer, and
prostate cancer as mentioned above (79). Paschen et al
described increased levels of sMICA also in melanoma (95),
while in hematological malignancies, a higher level of sMICA
and sMICB was described in multiple myeloma (96) and various
leukemias (97, 98).

NKG2D LIGANDS AND ACUTE
MYELOID LEUKEMIA

As described above, multiple mechanisms enable tumors to escape
immune surveillance with ligand shedding being one of the most
important. In relation to AML, in 2003, a seminal work of Salih
et al investigated AML blasts and found various NKG2ZD ligands
expressed on these cells, but they also demonstrated that patients
with AML had significantly elevated levels of soluble MICA and
MICB in comparison with healthy donors (99). This observation
was confirmed nine years later by Hilpert et al, who discovered
that 70% of AML blasts were positive for at least one NKG2D
ligand (with 15% of patients having leukemic cells expressing even
four or five different NKG2D ligands), and in addition, 100% of
patients with AML in this study had detedtable serum levels of
NKG2D ligands with MICA being the one most often detected in
the sera (97). In AML patients, also complete absence of surface
expression of NKG2D ligands was described, and it is believed to
be a consequence of malignant cell development (32).

In addition to shedding and no presence of NKG2D ligands
on the cell surface, polymorphisms of NKG2D ligands may play
a role in AML development, although data are still too sparse to
make clear conclusions. Currently, there are only two studies
addressing the relationship between MICA polymorphisms and

leukemia, including acute myeloid leukemia, work of Luo et al.
focused on people of Han nationality of Southern China (100)
and work of Baek et al. on Korean patients (101). There is a need
to extend this type of studies to a wider population to allow for
significant conclusions.

Luo et al described differences between patients with leukemia
and healthy ethnically matched controls. According to their
observation, homozygotes with microsatellite alleles A5 and
allele MICA®0I0 have increased risk for developing leukemia
(specifically for AML, the ratio of frequency was 35.9% in patients
with AML vs. 17.6% in contral samples). This makes MICA A5 a
risk factor for AML. Ji et al in their meta-analysis focused on
multiple types of cancer in multiple populations, described alleles
A5 as protective factor for its carrier (40), which seems
contradictory with AML results of Luo et al. It is necessary to
further study the correlation between alldes A5 as a positive or
negative risk factors across multiple populations and specific
cancers. Alleles MICA AS5.1 (including the most frequent allde
MICA®008) frequency was decreased in heterozygous leukemic
patients, described only on lymphocytic leukemia, with data for
myeloid leukemia, unfortunately, missing (100).

The other study with data from Korean patients induded 324
patients with AML, ALL, and MDS, with 172 AML samples. In
AML patients, the authors observed a higher frequency of MICA
A9 alleles than in the control group (34.9% vs. 22.0%). Although
alleles A% can be found on a transcript level more frequently in
AML patients, presence of protein product is often reduced on the
cell surface by release or shedding of the ligand from AML cells
and rendering tumor cells less detectable by NK and T cells (101).
Similarly to Han population described above, MICA A5.1 alleles
were found with lower frequency in AML patients than in
controls (25.0% vs 38.0%) (101),

Only a little is known about the relationship between of AML
and MICB. Baek et al. observed a difference between patients and
controls only within one MICB allele, MICB*005:03, with lower
frequency in AML patients (2.9% vs. 10.5%) (101).

In the case of ULBP, only one study analyzed ULBEP
polymorphisms and their distribution among patients with
hematological malignancies and among their donors with no
difference in alleles frequency observed. Therefore, ULBP cannot
currently be used as genetic determinants for the risk of
developing a hematological malignancy (61, 102). On the other
hand, although Mastaglio et al. were not assessing
polymorphisms, they described ULBPI expression on AML
blasts correlating with improved 2-year overall survival,
relapse-free survival, and reduced relapse (103).

NKG2D LIGANDS AND
TRANSPLANTATION OF HEMATOPOIETIC
STEM CELLS

Transplantation of hematopoietic stem cells is a standard
treatment of multiple hematology malignancies, as well as non-
malignant diseases (104), The aim of transplantation of HSCT
lies in the graft’s ability to react against residual cancer cells
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present in the patient, the effect known as graft-versus-leukemia
(GvL) response (105, 106). Unfortunately, HSCT has several side
effects and most patients experience some serious complictions -
acute-graft-versus-host disease {aGvHD), chronic GvHD
(cGvHD) andfor relapse (107, 108). These complications also
negatively impact patients’ quality of life and increase mortality.

GvHD can be described as an exaggerated manifestation of
inflimmation based on the interaction between donor
lymphocytes and foreign (ie., patient’s) antigens (109). The
incidence of GvHD (both types) ranges between 40 to 60%,
with mortality around 15% (109). Chronic GvHD is a major
cause of mortality in long-term survivors of HSCT (110), and
acute GvHD is the second leading cause of death after
HSCT (111).

From a pathophysiology perspective, acute GvHD is caused
by a conditioning regimen that damages target tissue (112). This
damage leads to a cytokine storm which activates antigen-
presenting cells (APC) from the patient (and later also donor’s
APC), that are recognized by donor’s T cells (113). During the
second phase, donor's T cells are activated by interaction with
APC, and they proliferate and differentiate into helper T cells
Th-1, cytotoxic T cells and Th-17/Tc-17 (114). These activated T
lls then produce additional cytokines, such as [L-2, which
promotes further activation of T cells and also triggers NK cell
responses (115). The last phase is based on escalation of
inflammation resulting in end-organ damage (109). The
mortality risk depends on the stage and grade of aGvHD
(111). Among the most affected organs are the upper and
lower gastrointestinal tracts, liver, and skin. Grading depends
on the combination of damage of these organs (111). A stricter
definition can be found in NIH consensus criteria from
2014 (116).

Chronic GvHD also consists of three phases, and its trigger is
tissue damage caused by aGvHD, another cytotoxic injury or
infection (117). This damage activates innate immune cells but
also non-hematopoietic cells. The second phase is based on the
overreaction of the adaptive immune system going hand in hand
with the reduction of immune cell regulators, such as regulatory
T-cells, causing upregulation of helper T cells Th-1, Th-17 and in
contrast to aGvHD, also Th-2 (117). Phase three consists in
abnormal tissue repair (117). Clinical manifestations can be
similar to autoimmune disorders, it manifests in oral mucosa,
for example, lichen or planus, it attacks eyes, causing, for
example; keratoconjundtivitis secca or uveitis, and it targets
skin, soft tissues, or inner organs (liver, lung disease,
gastrointestinal tract or CNS) (110).

Older definition (currently seldom used) required onset of
symploms within 100 days for aGvHD and later onset for
cGvHD. This is currently replaced by NIH definition, which is
based on clinical manifestations rather than on the time of the
onset alone (116).

As both GvHD types are potentially dangerous and life-
threatening, all efforts are directed to avoid GvHD completely
or to suppress GvHD manifestation (106). This can be achieved
by a complete match of patient’s and donor’s HLA molecules (10
out of 10) (118), However, the full match can lead to a lower GvL

reaction. The key clinical issue is then minimization of GvHD
and maximization of GvL (119), Some mismatches between
donor and patient in HLA, such as some HLA-DPB1 or
HLA-Cw, can decrease the risk of relapse, which is caused by
GvL reaction of T cells while not increasing the risk of severe
GvHD (119). But leukemic cells can also hide HLA molecules and
then escape T cells survellance. In this situation, NK cells can be
fundamental to eliminate tumorous cells because under standard
circumstances, NK cells are inhibited by HLA molecules. When
HLA molecules are missing, NK cells do not receive an inhibition
signal and wait to be activated. Activating signal cn come from
NK cells-related activating KIR ligand-receptor in case of a match
between patient and donor (120), or it can come from adivating
NKG2D receptor, where ligands match, mismatch or even their
polymorphisms can play a crucial role (121), But there are still
many unanswered questions, like which specific effect individual
polymorphisms play? And do we know some particular
polymorphisms which could influence HSCT outcome, or if
match or mismatch in NKG2D ligands between donor and
recipient influence HSCT?

MICA and HSCT Outcome

Theoretically, the mismatch between donor and patient in MICA
should lead to impaired NK cell, and T cell activation as the
ligand is not recognized by the receptor. The clinical effect in
patient with mismatched donor then should show a lower GvL
effect worsening overall survival, and on the other hand, a lower
risk of GvHD could be expected.

Indeed, Fuerst et al. described a higher risk of relapse {lower
GvL effect) in the donor-recipient mismatch of MICA. His study
was focused on match/mismatch in one amino add - methionine
or valine - at position 129 of MICA, called MICA-129 Met or Val
{122). Based on his data, MICA-129 mismatch can also lead to
higher non-relapse mortality overall, meaning mostly aGvHD
(122). According to Parmar and coworkers, aGvHD in patients
with mismatched MICA is triggered by off T cells. They
speculate that these cells’ response to MICA allo-antigens is
similar to mismatched HLA antigens present on APC (123). It is
worth mentioning that overall survival (OS) rates were lower in
the case of MICA-I129 mismatch, but OS rates were similar for
matched and mismatched MICA pairs at allele level (122), We
can then speculate that it is amino acid at position 129, which
plays the most important role in HSCT outcome and MICA
match/mismatch. Focusing on MICA alleles generally, it has
been described multiple times that donor-recipient match leads
to a lower risk of aGvHD (122-124). We can use similar logic
also to cGvHD, whose incidence is increased in transplant pairs
mismatched for MICA (124). Compared to GvHD occurrence,
data regarding the disease relapse is not consistent across the
literature. Unlike Fuerst, Carapito et al. described lower risk of
relapse in transplant pairs mismatched for MICA (124). A
similar result regarding the relapse and mismatch in MICA
between patient and donor was described by Parmar et al
(123). In this study focused on myeloid leukemias, 3-year
cumulative incidence of relapse in patients with MICA
mismatched vs MICA matched graft was higher for patients
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with a matched graft (20% for mismatched versus 35% for
matched graft) (123). Here authors correlated stronger GvHD
with a lower risk of relapse and thus higher GvL effect, also
worroborated by other studies (125, 126).

The impact of the type of amino acid at position 129 (MICA-
129Met or MICA-129Val) was described to play a role in HSC'T
not only from match/mismatch point of view. MICA-129Met
isoform binds NKG2D receptor with higher affinity than
MICA-129Val isoform, which leads to stronger activation of
NK cells - it stimulates NK-cells mediated cytotoxicity more
effectively, it triggers stronger IFNY release and a faster
activation of CD8+ T cells (121). On the other hand, this
stronger and faster reaction leads to quicker NKG2D
downregulation and reduction of effectivity of NK cells
followed by lower activation of CD8+ T cells, a phenomenon
called exhaustion of NK cell activity (121). On the other hand,
MICA-129Val isoform induces weaker but longer-lasting NK
cell reactivity (121). Consistent with this knowledge is the fact
that homozygous carriers of MICA-1290Met alleles have an
increased risk to experience acute GvHD (121), and
homozygous carriers of MICA-129Val alleles have an
increased risk to experience chronic GvHD (127).
Furthermore, homozygotes MICA-129Met alleles carriers are
at higher risk to experience relapse due to the exhaustion effect
(121, 127). Despite the higher risk of relapse and aGvHD,
patients with Met/Met have better overall survival than Val/Val
carriers (121, 128). Martin et al. in 2020 implicated that patients
receiving MICA-129Met graft have decreased risk of non-
relapse mortality after HSCT (129). Another study describes a
higher risk of CMV infection or reactivation and a higher risk
of non-relapse mortality in patients receiving a graft from a
donor having MICA-129Val/Val (130). The role of an isoform
of MICA-129 may also affect the serum level of soluble MICA
(sMICA) (131). In vitro experiments show that MICA-129Met
clones release more soluble MICA and a higher proportion of
the MICA-129Met variant is retained in intracellular
compartments which could influence HSCT outcome, but it
needs to be confirmed in experiments using patients’ samples
(131), The effect of soluble MICA on chronic GvHD
development was described by Boukouaci et al. (127), The
patients with sMICA > B0 pg/mL after transplantation have a
higher risk of developing c¢GvHD than patients with sMICA <
80 pg/mL. Soluble MICA seems to be an even more important
parameter than allele isoform of MICA-129 as patients with
sMICA > B0 pg/mL have always higher risk of cGvHD
development regardless of MICA-129 varant than patients
with sSMICA < 80 pg/mL (127).

MICB and HSCT Outcome

Besides MICA, also MICB were observed to play a role in HSCT,
as their match or mismatch seems to be a very important player
in HSCT complications (124). Carapito et al described the
impact of mismatch of amino acid - isoleucine (lle) and
methionine (Met) - at position 98 within MICB (MICB-98)
between donor and patient on GvHD and on overall survival
(05) aflected by CMV (132). Although this mismatch occurs in
approximately 6% of transplantations, such transplantation of

hematopoietic stem cells from MICB-98 mismatched but
otherwise fully HLA and MICA matched donor increases risk
of both acute and chronic GvHD development. By monitoring
the effect of match/mismatch in MICB-98 on overall survival
affected by CMV, they found that MICB-98 match significantly
reduced the effect of CMV status on overall survival. Patients
with matched graft had similar OS, regardless of CMV status, But
when the patient received a mismatched graft and was CMV
positive, there was fundamentally worse OS than for CMV
negative patient with a mismatched graft (132). Match in
MICB-98 between patient and donor is then another parameter
which would be good to monitor and which could help to select
the optimal donor.

ULBP and HSCT Outcome

Among ULBPs investigated, only the role of ULBEPS in allogeneic
stem cell transplantation has been described. Antoun et al.
defined 2 common ULBPE alleles, ULBP6*00I or ULBP&*002.
Patients with allde ULBP6*002 had better 8-year relapse-free
survival (44% vs. 25%, p < 0.001) and better 8-year OS (55% vs.
39%, p = 0.003) than patients lacking this allele (102).
Surprisingly, the protein of allele ULBP§*002 triggers lower
cytotoxicity of NK cells. This seemingly controversial result can
be explained by soluble ULEP6*002 which is attached to NKG2D
with high affinity, disabling other NKG2D ligands to activate NK
cells and limiting repeated triggering of NKG2D receptor (133,
134). Zuo et al. explain reduced survival after HSCT of carriers of
ULBP6*001 variant by reduction of tumor antigen availability or
elimination of antigen-presenting cells or T cells, which
suppresses the subsequent development of alloreactive T cell
immunity (133). These results need to be confirmed in

further studies.

CONCLUSIONS

As described, AML cells can deploy multiple protective
mechanisms to survive and to spread. Part of these
mechanisms involve NK cells and their recognition abilities.
But these general mechanisms are not affecting all NK cells in
the same way. Because NK activity is based on the balance of
inhibitory and activating signals mediated by an interaction
between ligands and receptors, AML cells downregulate some
ligands for one of the most critical activating receptor NKG2D.

In various diseases, it has been desaribed that polymorphisms
of NKG2D ligands are positively associated with their
development. For example, an allelic variant of MICA-129 was
described to be associated with systemic lupus erythematosus
(135), MICA*002 allele can have an effect in reducing the risk of
primary sclerosing cholangitis (136), MICB*004 allele is associated
with rheumatoid arthritis (137) and expression of ULBF3 is
upregulated in patients with alopecia areata (138). With all
above asspciations and with first findings of the relationship
between the different allelic distribution of selected NKG2D
ligands in AML patients compared to healthy donors, we believe
that individual polymorphisms could have a broader impact on
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AML development and progression. Still, more comprehensive
studies should be done to draw relevant condusions,

The importance of NKG2D' and NKG2D ligands’
polymorphisms i also evident in studies that showed their
correlation to patients’ outcome after HSCT. Additional markers
may help to estimate the probability of post-transplant
complications, Current data show that a match between patient
and donor in MICA and in MICB can also be beneficial, but we
still know very little about ULBP and about all paymorphisms
playing 2 role in HSCT outcome. It becomes paramount to
understand of the pathophysiological role of NKG2D and
NKG2D ligands, and their role on HSCT outcome. This can be
fundamental for donor selection to improve overall survival with
strong GVL affect and low GvHD. This should be now feasible,
with NGS sequencing becoming easier, more sensitive, and
affordable for larger cohorts,
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Vyznam receptortit NK bunék u alogennich
transplantaci krvetvornych bunék u pacienta
s akutni myeloidni leukemii

Role of NK cell receptors in allogeneic stem cell transplantation
in patients with acute myeloid leukaemia

Machuldovd A%, Pitule P2, Dekojova T2, findra P*, Holubova .2

! Laboraiof sddorovd biologde @ fmemoieraple, Blomedolnske centramn LF UK v Pl
* gt histologie o embryoiogie, LF UK v Plewt

T Hemioiogicko-onkologd dof odidlens; FIV Pleefi

SOUHEN: MK bunky hrajlu alogenni transplantace kostnidrena wwanarmiou ioll, nejen prl eradikac) dhypvajicich nadonwgch bungk, ale ovivau)l
I mzvof rakce Sepu protl hostitell e tedy theba porozurmet jejich regulact a tomuy, jakym zpdsobem mize reakoe Imunitniho systamu paclenta
NE buniky darce ovliviovat. Inhibice a aktivace MK buniek Je fizena celou fadou receptord, kterd reaguil na Siroke spektrum ligandd. A% a2
Inhibiknich, ktere signalizu)l MK bunlam, 2e e clowa bunka v pofadku nebo aktvacnich, kiers vyjadiul néjaks poskozent cllowe bunky. Mezi
nejprozkournang 3l rceptory path KIR a dale NKGZD se srpmi gandy MICA a MICE Prehledu Jejich role v trarsplantact kostni drens s venuje
tato prace.

ELICOVA SLOVA: akutnf myeloidni leukemie - KIR - NEG2D - MICA - MICE

SUMMARY: MK cells play an Important roke In allegeneic stem cell transplantation; not only as effector cells In the eradication of rraining
cancer cells but also as potential Inducers of graft versus host disease, Hence, 1t 1s Important to understand their regulation and how the
patlent’s Immune system affects donor NK cells. NE cell iInhibition or activation Is directed by many receptors which interact with a broad
spectrurn of ligands. Inhibiton ligands signal that the target cell & healthy, and activating ligands reflect that the cell & damaged. The most
Investigated receptors are KIR together with the NKG2D receptor with its ligands MICA and MICE. This work describes their role In stem cell
transplartation.

KEY WORIS: acute myekold leukemia — KIR — MKG2D - MICA - MICE

ovan

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nej-
ZetnéjEim typem akutnich leukemil do-
spélych (aZ B0 %) [1]. Soudasné s tim ma
AML z leukemil nejlkratil celkové pie-
Zitl [2]. AML je v souasne dobé wyladi-
telnd u 30-45 % pacientd we véku do
&0 let, ale se stoupajicim wikem dspés-
nost lédby klesi a2 na 15-5 %,

LéEba AML spoivd v indukéni che-
moterapii & konsolidadni terapii a u pa-
cientl) se stfednim a wysokym rzikem
relapsu je, v piipadé dovolujiciho zdra-
voitnfho stavu pacienta, ko korsolidaEce

indikowvana alogenni transplantace he-
matopostidoich bunék (H5CT) [3,4].
Cilem H5CT je vytvoleni noveé nema-
ligni krvetvorby, kterd nasledné vede
také k likvidaci rezidualnich leuke-
mickych bunék. Kmenové leukemicke
buiky nicméné vykazujf schopnost na
sveém povrchu nevystavovat antigeny
potfebné k navozeni specifické odpo-
védi imunitnfheo systému a unikajl tak
nejen chemoterapii, ale i imunitnimu
dohledu [5]. V takowve situaci lze vyudit
mechanismu pfirozeného imunitnibo
systému, konkrétrd MK na tural killer, pfi-

rozeni zabijedi) bunék, které pfi setkani
5 jinou bufikou vyhodnocujl piitomnost
nebo absenci HLA tFidy | (human feuko-
cyte antigen, dile HLA-l) komplexu na
bufice. ¥ pFipadé, Ze je HLA-l komplex
piitomen, phijima NK bufika set signald,
které vedou skrz inhibignl receptory
{primameé KIR, &killer-cell immunoglobu-
fin-fike recepton, k inhibici reakce NK
bufiky. ¥ pfipadé absence HLA- dochazi
k tzv. missing-self efekiu, kdy MK bufka
nedostédvd inhibini signdl a rovnovaha
bufky s2 posouva smérem k jeji akti-
vad skrz aktivadni receptory [6]. Ma ak-

Transfuze Hematol Dmes 20:33; 29{4k 1-8
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Infaibd End receptory
MK buméh

EIRZOLY
EIRZOL 23
KIRZOLSASE
EIR30LS
EIR3OLT
KIR30L2
COoMEG2A
LILRE
LAGS
ELRG1
SKELECS
MERP1A
PD-1

IRPE0

Tactike
IL1R&
Tk
TiM-3

Tah 1. Inhibigni receptory MK bunék a jejich ligandy [10,11].

Ugandy

HLA-C skupiriy 2

HLA-C skupin 112

NEINETE

NEETE

HLA-A 3 HLA-B akely kodujict epitop Bw4
HLA-A%03 a HLA-A*11

HLA-E

HLA thidy |

HLA.tIrdrII

kzdheriny

kyselina sialovd, gang liosid DSGhS
LLT1 ilektinu-podobry transkripe 1)
PD-LY, P2

o-Herpes virus, pseudorabies virus, fostatidylsanin,

fosfatidyletanolamin

PR

IL-37

PR

Gal-8, Prdser, HMGE, CEACAM]

ME bunék
KIRZDE]
KIRZDS2
KIRZDS3
KIRZDS5
KIR3DS1
KIRZDS4
KIRZOL4
COS4/MKGEIC
COS4/MKGIE
COE FoyRID
COS4/MKEID
DMAM-1
Crss

MEp20
HEp44
HKp45
MKpES
MEpED

Tah 2. Aktivaéni receptory NK bunék a jejich ligandy [10,11].
Aktivatnl receptory  Ligandy

HLA-C skuplry 2

Memanms

Memmarms

HLA-C skupiry 2

HLA-F

Mekolik HLA-C 3 HLA-AR 11

HLA-G

HLA-E

HLA-E

Fi Cast protilatey

MICA, MICE ULEP15

Mectin-2a PVR

LFA-2

B7-He, HCMW-ppas, heparin sulfst
MMLS, vimowy hemaglutinin, PCHA

Komplementovy faktor B virovy hemaglutinin, heparan sulfat

KACL
AKL

HL& - human fewkocyte antigen: MK - natural kiler

Trapsfitze Hematal Dmes 30:33; 29(4): 1-8

tivad bufiky se podill také okelnl pro-
sthedi — cytokiny, kostimuladni receptory
i T ymfocyty [7].

NK bufiky na zikladé recentnich dat
hraji roli nejen pfi odpovédi na trans-
formované bufky, ale také v rozvoji
GWHD (graft versus host disease, reakce
Stépu proti hostiteli) [8,9] Jejich pfesna
role a to, jakym zplsobem mohou NK
bufky evliviovat vysledek transplan-
tace, je nyni pfedmétem interzivniho
zkoumani, na kterém se podili i nade
pracovizts,

RECEPTORY NK BUNEK

A JEJICH LIGANDY

Kaida zrald MK bufka ma swilj specifidoy
set eceptond, které fidi jejl aktivitu sme-
rem k inhibid nebo aktivad. Mejlépe pro-
zkoumanymi NK receptory jsou tzv. KIR
receptory, kterym jako ligandy slouZi pri-
mamé HLA- proteiny (seznam znamych
receptord MK bunék a jejich ligandd
dle Boudreau et al, 2018 a Sivori et al,,
2019 ke najit v tab. 1 a 2 [10,11]). Mexzi
rejeyznamnéjil aktivani receptory patfi
vedle KIR také MKG2D, jehoZ ligandy
MICA a MICE vykazujl zvySenou expresi
v ramci stresowé odpowsdi [12],

KIR RECEPTORY
KIR receptory jsou exprimovany pri-
mamé na NK bufikich a v nizEim mnog-
stvl také na NKT bufikach [13]. Tyto re-
ceptory jsou kédoviny celou rodinou
KIR geni, které se nachiazeji na chro-
mosomu 19, K dneinimu dni zndme
15 KIR gend, konkrétné 20L1-5 (L1,
L273, L4, L5A a L5B), 30L1-3 (L1, L2, L3),
2D51-5 (51, 52, 53, 54, 55) a 3051, a dile
2 pseudogeny, 20F 1 a 30P1 [14).

KIR geny se skliddaji z 9 exond, exony 1
a 2 kdduji vedoucl ssbovenci, exon 3 do-
ménu 00, exon 4 doménu 1, exon 5 do-
menu 2 a exony &9 pak transmembra-
novou a cytoplasmatickou East proteinu,
Viechrny geny nemusejl obsahovat
viechny exony a stejné tak s mohou
ligit delky jednotliviych exont (obr. 11

Nézvoskod KIR gend odpovids jejich pro-
teinowve struktufe, kdy prvni Eslo, 2 nebo 3,
mad pofetedracd uldmich domén a plis-
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pseudoexon 3 a chybéjic exon 2 pseudogenu 30P1, Cisla v boxech znaéi podet bizl. Kotvici &t se sklidda za stonky,
transmembrancvé &isti a cytoplazmaticke Edsti.

mena 5 a L pak délku imtraceluldmi &sti
proteinu (short-krdtkd/fong-diouha). 5 dél-
kouw intraceluldmi Easti je spojena i funkce
proteinu. KIR proteiny s diouhou intrace-
luldmi doménou - L - majl na swém konci
zpravidla navizan ITIM (immunorecep-
tor tyrosine-based inhibititory meti] a jsou
tud & inhibiEni, KIR proteiny s krdtkou in-
tracelulami domenou — 5 - maji navazany
[TAM (immunoreeptor tyrosne-based acti-
wItion moti) a jsou aktivalnl. Jedinou vy-
jirnkou je KIR 20014, kterd miZe byt jak
inhibi€ni, tak aktivatnl. KIR geny maji vy-
sokou alelideou variabilitu, konkrétna bylo
k 052023 popsino 1617 alel [15] (pozn.
v roce 2020 jich bylo uvedeno ve stejné
databaz IPD-KIR 1100 [16], da se proto
odekivat, & uvedené Eislo jeitd zdaleka

typA a haplotyp B. Ka2dyz nichobsahuje
2 razne sety gend, ale oba haplotypy
obsahuji zv. framework geny, tj. geny,
kterd @rmuji zadatek a konec oblasti KIR
genid — 3013, 30P1, 2004 a 3012, Hap-
lotyp A pak obsahuje pouze jeden ak-
tivalni KIR receptor — 2054, Ne vidy je
ale tento protein nakonec exprimovan
na povrchu bufky a homezygoti pouze
5 haplotypem A takna povrchu swfch NE
bunék nemussji mit ve visledku Zadny
aktivaéni KIR receptor [17].

Zatimeo je variabilita haplotypu A po-
stavena na alelické heterogenitd, wva-
riabilita haplotypu B je dina plede-
vEim kompozcl (pHtomnostl & absend)
genl. Nejvice zatim zndmych proteind
tvofl framework geny pfitomnée jak u ha-

Stejné jako u daliich gend, owliviujl
genetické polymorfismy takeé expresi
a funkci KIR genil. Jiz bylo zminéno, Ze né-
které alely 2054 nevedou k proteinu expri-
movanému na povrchu buiky [17]. Tyka
se to ale | napfiklad 2004 [19], 2002 [20],
20L1 [20] neba 30LT [21]. Nékterd poly-
marfismy vedou k plediasnému ukon-
ceni prekladu pfi tvorbé proteinu, 4. ko
null alelam. Mejvic mull alel, 22, ma gen
2054 (54 %z celkowych 41-alel), nidedo-
vany genem 2DL1, ktery jich ma ale wj-
razné mené, 7 ze 185 (4 %) [18]. Daléi poly-
marfismy pak mohou ovliviiovat hladinu
exprese na povichu bufiky nebo mohou
ovlivfiovat silu vazby receptons k ligandu,
oboji rapfiklad u30L1 [22 23]

nenl konednE). Nejvice alel je popssine plotypu A taki B- 3002 (116 proteind), ROLE HAPLOTYPU,

u 3003 (229 alel kbdujicich 113 prateind),  3DL3 (113)a 2DL1 (74), 30P1 je fame-  POLYMORFISMU

ale nejvice proteind je tvofeno alelami  workpseudogen, proto proteiny netvofl,.  KIR RECEPTORU A SHODY
genu 3012 (116 proteind, které kiduje  Dal3i gen s nejfetnéEim poftem pro- A NESHODY KIR-HLA PRI
168 alell taind je 30L1, kterf se nachad jakv ha-  HESCT

KIR geny jsou dédény v tzv. haploty-
pech, které zndme v zikladu dva, haplo-

plotypu A, taki B, ktery tvofl 94 proteind
(znamé k 05/2023) [T8].

Haplotyp A je sloZen pievdainé z inhi-
bignich KIR, zatimco haplotyp B obsa-
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huje vice aktivadnich KIR, v teoreticks
roving by proto mél $tép darce s haplo-
typem B vést k silngjEi reakd Sépu proti
leukémii. U pacientd 5 AML, ktefi pod-
stoupili transplantaci s darcem s ales-
poifi jednim B hapl otypem bylo skutetné
pozonovano niZi ridho relapsu [24,25]
Také transplantace &tépd od darad s niz-
Eim zastoupenim inhibiénich receptond
vedly k niZiimu viskytu relapsi a del-
Eimu pFadti [26].

Rali hrajl ale takeé jednotlivé alely i po-
lymorfismy dargch gend. Typ aminoky-
saliry ma pozici 245 KIR 2DL1 owvliviuje
miru inhibiénifunkcetohoto receptoru Ve
studii Bariho a kolektivu bylo prokizano,
Ze padenti, ktefi dostali $t&p od dirce
5201 se siln&Eiinhibicni funkcl, vykazo-
wali lep3l pfedit a nizéi riziko relapsu [27].
Autofi dike popisujl, 32 u bunék se slabsi
inhibiénl funkd 20L1 pozorovali u MK
bunék signifikamtné méné degranulace
a sekrece [FN-v [2B]. 5 dplné opainym
vysledkem pfiZel tym Boudreauho et
al. [29]. Ti u padentd s Stépem od darce
s alelami genu 30L1 vedoucimi k slabé
nebo Zidné inhibici (*005, *007 nebo
*004) pozorovali signifikantné niZsl ri-
ziko relapsu & delil 05 oproti pacien-
tim se Stépermn se silng inhibicnimi
alelami (*001, *002) [29]. Podobnych w-
sledkl se dobrali Schaffer et al. [30, 31].
Alely 2001003 a 2DL3*003 hraly roli
v piipadé pHtomnosti v haploiden-
tickém it&pu pro pacienty s AML. Je-
Jjich pitomnost vedla k niEsimu vyskytu
relapsu [32].

VLIV KIR - HLA SHODY
A NESHODY NA HSCT
KIR — HLA shodu/neshodu mez dircem
a padentem lze posuzovat dle vice pi-
stupll na zakladé toho, zda dodhizl k ty-
pizad pouze HLA pacienta, darce nebo
zda je zahmuta i typizace KIR. Pfitom-
nost jednotlivich ligandd a receptord,
atedy i plipadnou aloreaktivitu |ze zkou-
mat jak genotypizac, tak ale i fenotypi-
zacl &i funkEnimi testy NK bunék [33].

WV pfipadg, 22 mame informaci pouze
o HLA pacienta, je vyudit model chybé-
jiciho ligandu® imissing Ngand), kdy ne-
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piitomnost nékterého z ligandd (HLA-
C1, HLA-C2 & HLA-Bw4i pro inhibicni
KIR mi#e vést k aloreaktivit® (MK nedo-
stavd inhibicni signal) v piipadé pitom-
nosti takového KIR u dérce. Tuto reakci
ale powze pledpokladime, protode ne-
mame jistotu, 2o dirce pHsluimy inhi-
bicni KIR receptor ma [34]. Tuto metodu
lze vyuZit v pfipadé haploidentickych
transplantaci, kdy darce neni vady oty-
pizovin kompletné z ddvodu pfedpo-
kladu dédiénosti HLA.

Pokud mame informaci o HLA jak
dérce, tak pacienta a u pacienta chybi
HLA, které je pfitomné u darce, mlu-
vime o missing-self (nebo take KIf-fgand
nebo ligand-ligand missing) neshodé.
Pro pledstavu, darcovsky 5tép od darce
5 HLA-CT i HLA-CZ bude postridat inhi-
bitni signdl od padenta, ktery ma pouze
HLA-C1 a dojde tak k aloreaktivitd [34].
Stejné jako v predchozim plipadé, i zde
tuto reakci pouze pfedpoklidame. Tento
model je vyuiivdn v nepiibuzenskjch
transplantacich, kde jsou padenti i dard
proHLA plné typizovani.

Tretim modelemn je model neshody re-
ceptory a ligandu (receptor-figand mi-
smatch), V tomto plipadé zname HLA
padenta a KIR receptory dérce a mi-
nimédlné jeden inhibiénl KIR zlstdvd
bez pisluiného ligandu (napfiklad pfi-
tomnost KIRZDLT u dérce, ale absence
HLA-C2 u padenta) [35].

Poslednim modelem je pAtomnost
aktivaéniho KIR® Tento model pracuje
5 predpokladem, Ze vedle chybéjiciho
inhibiénihao signdlu je potfeba také pri-
tomnost aktivadniho signélu pro aktivad
NE bufiky. Zde je tedy tfeba znat typ ak-
tivadniho KIR a pitomnost jeho ligandu
u paderta [36].

Bylo popsfinog, Ze padenti s AML nebo
myelodysplastickym syndromem (MDS),
ktefi méli KIR - HLA neshodu, méli sig-
nifikantné del& pfefiti bez nemoci (-
sease-free survival, DFS) i celkové ple-
Zitl (owerall surwival — O5) a niZ3l riziko
relapsu, W pfipadé, e se padent s dar-
cem navic neshodovali nejen v jednom,
aleve dvou ligandech, bylo dosahovino
jeité lepiiho DSF a 05 [37],

Ruggeri s kolektivern sledowvali Sleté
prediti u pacientd s AML, ktefi byli
transplamtovani s nebo bez KIR - HLA
neshady, V plipadé neshody byla prav-
dépodobnost Sletého pfefiti kolem
&0 %, v opainém pfipadé to bylo méné
red 5 % [38]. Podobny efebt - vyEE prav-
dépodobnost 05 we 4.5 letech v pii-
pad& neshody (87 vs. 48 %; p = 0,006}
a wy3il pravdépodobnost DFS (87 vs,
39 %; p = 0,0007) sledoval tym Sebas-
tiana Giebala [39]. Ruggeri et al. popsali
tentyd trend také u haploidentickych
transplantaci [35]. Me viechny price
tento efekt potvrdily. Beelen et al. ne-
pozorovali Zadny benefit v pfipadé alo-
reaktivity [40] podobné jake Bornhiu-
ser s kolektivern [41]. Rozdil we studildh
se di nepochybné vyswEtlit rozdilnou
populac pacientd, ale efekt by mohla
hrat i KIR - HLA neshioda v pfipadé akti-
vaEnich KIR. Tyto receptory by v pfipadé
shody naopak mély protektivni efekt
s ohledem na relaps [42].

Z toho vyphiva, Ze interakce mezi
KIR @ HLA je dilefitym faktorem pfi
transplantaci kostni dfené a je tedy
vhiodné tento parametr sledovat, To vedlo
ke vzniku kalkulatoru shody KIR-HLA
(httpsyfwww.ebi.acukfipd/kir/matchi-
ngiligand/), ktery umodhiuje pracovistim
tuto interakci sledovat na zakladé zadani
HLA pacienta a8 HLA dirce. Slabinou to-
hoto kalkuldton je ale to, 22 sleduje pri-
marné interakei (shodu/neshodu) mezi
inhibiEnimi KIR a HLA, cof oviem wychazi
i z toha, 2e ligandy pro inhibigni recep-
tory jsou znamé lépe net pro aktivaénl
KIR. Tento fakt ale miZe zkreslit vysledny
zphsob reakce MK bunék na bufiky pa-
cienta a je theba se lep&imu prozkou-
mani aktivacnich KIR vénovat.

NEG2D RECEPTOR

A JEHO LIGANDY

MHKG2 {naturl killer group 2) receptory
jsou transmembranové molekuly typu
II's domenou lektinoveho typu C, které
mohou [ale nemusl) dimerizovat 5 pro-
teinem CD34 na bunéénédm povrchu,
Bylo popsdno 7 typd téchto receptond,
MKG2A, B, C, OV E, F a H [43,44]. NKGZA

[ | Receptory NK bunéku ATKB
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a NKGZE jsou receptory inhibicni
Ostatnl receptory z této rodiny jsou ak-
tivaéni [45-47]. Tato rodina proteind je
piftomna na MK bufkacd, ale i na CO8+
a CD4+ T lymfocytech [43,48,49].

NKGID receptor, kddovany genem
KLRK]1, wykazuje oproti KIR receptorim
pomémé malou genetickou variabilitu,
plesto byly popsary Etyfi alely tvofid dva
typy haploblokd, které majiviiv na optoto-
xiditu bufiky. Jedna se o alely LMK1, LNK2,
HMET, a HNEZ, To, jestli je alzla LMK] nebo
HMKT je uréemo na zakladé SMP (single
nudeotide polymorphizm) rs1049174 (ra
této pozid je bud C nebo G). LNE2 vs
HNKZ je urienoc polymorfismem
52255336 (G — A). Jak ji2 ndzev napovida
[LME - low MK}, spousti LNK alela oproti
HME (high MK) alele nizkou cytotoxidtu.
Haploblok Hb-1 obsahuje LMKT a HNKI,
které s2 mohou nachazet ve tiech kombi-
nacich - LNK1/LNET, HNETHNKD a LNE1S
HHET a stejné tak u haplobloku Hb-2 jde
o kombinace LNKZ/LMNKZ, HNKZ/HNKZ
a LNE2Z/HNKZ [50]. Hayashi et al popsali,
Ze kombinace HNE1/HNK] vede ke sniZe-
nému riziku mzvoje nadorového onemoc-
néni oproti kombinaci LNK1/LNET [50].
Espinoza s kolektivern doli k podobnérmu
wysledku u HSCT, kdy pacienti = Stépem
od damch s HNK/HN KT dosahovali lepého
celkového plediti a niEi mortalité plso-
bené transplantaci [51]. V nadem sou-
boru dat nicméné ZEdry efekt haplotypu
NEGZD na wysledek transplantace nebyl
pozorovan [52]

MEGID receptor rozemmava ligandy
MICA, MICE a ULBP1-6, které jsou expri-
mavané na bufikach v piipadé, 2e buriky
zadivajl bumédmy stres (tepelny Sok, oxi-
dativni stres, radiace), virovou infekci
nebo nadorovou transformad [49]. Tyto
ligandy se mohou vyskytovat | na zdra-
wych bufikach (proliferujicl buiky, my-
eloidni progenitorové bufky & zdravé
intestinalni epitelidini bufiky a bufiky
opravujicl pokozenou tkah [49]), ale
v takovém pfipadé se piedpokiids, e
=mamoind piitomnost lgandu nenl pro
reakci bunék s MKGZD receptorem do-
statednd a plevaZuje mnoZstyi inhibic-
nich signalil [53].

Ligandy MICA a MICE patfi do ro-
diry MIC (MHC class I-related chain),
ULBP1-6 do rodiny ULBP/RAET (human
cytomegalovirus Unigue Long 16-bin-
ding protein/Retinoic acid early trans-
cript]. Obé tyto rodiny jsou piibuzné
5 HLA-l proteimy, ale na rozdil od nich
neasociuji s B2-mikmglobulinem a neni
o nich znama, 22 by na svém powrchu
prezentovaly antigen [54]. Ea'drr:,i' anti-
gen tak necvlivituje zplsob jejich vazby
na receptor. MKG2D ligandy hraji z3-
sadni roli v regulaci imunitni reakce,
proto se dlové budky naudily riznym
zpisobem ovliviiovat jejich plitormnost
na svém povrchu, Geny obou ligandd
se skladaji z wvedouch sekvence, kido-
vané excnem 1, extracelulamich domeén
alphal-2 (exony 2-4) a transmembra-
nove acytoplazmaticks Edstijexony5-6)
(obr. 2) [55 56].

Oba geny jsou velmi polymorfnd,
k 03/2023 je v databdzi sekvend IMGT/
HLA (httpsyfweww.ebiaculkfipd/imgt!
hlafaboutfstatisticsd) 531 alel pro MICA
a 244 pro MICE. Alel ale bude, stejné jako
v pfipadé KIR, nepochybné pfibyvat,
v roce publikaéniho wistupu naii pra-
covni skupiny, tj. v roce 2021, bylo alel
MICA 223 a MICE 138 [45].

POLYMORFISMY NKG2D
LIGANDU A JEJICH VLIV

NA HSCT

Na zdkladé teorie o shodé mezi ligandy
a receptory by méla neshoda mezi dér-
cem a pacientern v MKG2D ligandech
vést k neschopnosti NK bunék tyto li-
gandy rozeznat a tim vést | k niz3l reakd
Stépu proti leukemii (GVL), ale na dr-
how stranu i k niZimu riziku rozvoje
GWHD [49]. Plesto tomu data neodpo-
vidaji. Prace kolektivd kolem Simrit Par-
mar, Raphaela Carapita 3 Daniela Fuersta
popisujl, #2 naopak shoda mea dércem
a pacientern u MICA vede kniz8imu roz-
vaoji aGVHD [57-59], A stejné tak niziimu
CGVHD [57]. To mike byt vyswitleno tim,
Ze primamé zplsobuji GYHD aloreak-
tivnl aff T lymfocyty, které neshodné
NKEG2D ligandy rozeznavajl jako alo-an-
tigeny a pfistupuji k bufikam stejné jako

v piipadé neshody v HLA na antigen-
-prezentujidch bufkdch [58 60].

U relapsu, tj. pfi nedostateéné reakci
Stépu proti leukémii, oviem nejsou
data tak konsistentnd. Parmar a Cara-
pito se svymi tymy pozoroval v pfi-
padé& neshody mezi darcem a pacien-
tern v MICA niZl riziko relapsu [57 58],
Fuerst 5 kolektivemn naopak pozorovali
v pfipadé neshody mezi darcem a pa-
cientern wyiEl riziko relapsw. Jejich studie
ale byla, na rozdil od dvou pledchozich,
postavend na shodé a neshodé v jedné
aminokyseling, konkrétné na piitom-
nosti valinu nebo methionine na pozici
129 (MICA-129%alMet) [59].

Tento polymorfismus pak byl sledo-
van v dalsich pracich, a to i bez ohledu
na shodu mea dércem a pacientem. Li-
gand MICA, ktery ma na pozid 129 me-
thionin, se viZe k NKG2ZD receptoru
5 vySEl afinitou oproti MICA-129 5 vali-
nem, cof vede k rozdilng sile i déloe tr-
vini odpovedi MK bufiky. ZjiednoduZené
tze Fid, 22 MICA-1290et se navade silnéji,
diky demuz spusti silnéjii reakci a o to
dfive pak dojde k viterpani NKG2D re-
ceptoru a MK bufky. Homozygotni
MICA-129 Met/Met pacienti pak maji
z toho divedu vy3i riziko aGWVHD [61].
Maopak, u MICA-129Val je varba k recep-
toru slabii; ale o to delsl, a je tedy vyZEi
riziko cGVHD, cog poterdil Boukouaci
5 tyrmem [52]. Stejny tym také prokazal
vliv solubilmich MICA na vyZ3 riziko roz-
voje cGWHD [62]. V naiemn datasetu hral
roli polymorfismus MICA-14, kdy podani
EtEpu od dirce 5 alespor jednou kopif
MICA-14Gly (misto MICA-14Trp) vedlo
k signifikaritné kratdimu celkowému pie-
Al {p=0,0071) [52].

Co se typde MICE, neshoda v rdmci poly-
morfismu na pozici 98 (MICE-S8]le/Met)
zvySuje riziko rozwoje chronického
i akutntho GYHD v pfipadé, e darce
a piijemce jsou jinak MICA a HLA shodni
a padent je pfitom zdroved CMVY pozi-
tivni [52]. V piipadé, e byl padent CMV
reegativnd, nehrila neshoda takowvou rali
av piipadé shody v MICE-98, nehral zase
roli DMV status padenta [63]. V nasl stu-
dii jsme pozorovali wliv polymorfizmu
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Obr. 2. Struktura gend a proteind MICA a MICB. Pievzato z Machuldovi et al., 2021 [48].
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MICE-58, kde pfitormnost alespof jedné
kopie MICE-58Lys u pacienta vedla knid-
Eimu riziku relapsu nei v pfipadg Ze
MICE-58Lys piitomno nebylo. Toto poeo-
rovani nicméné nebylo potvizeno statis-
ticky (p = 0,069) z divodu nedostatedné
velkého souboru padenti.

ZAVER

Z uvedeného vyplyvd, e receptory NK
bunék hiraji v transplantaci kostni diend
dilefitou roli. Mezi ty zdsadni patfi
shoda mezd dircem a padentem v HLA
a inhibitnimi KIR vedoud k slab3i reakci
Stépu proti lewkeémii, byt tento efiekt neni
potvrzen viemi dostupnymi pracemi.
Taktéi se uvadi, Ze lepiim darcem pro
pacienta s AML je darce s KIR haploty-
pem B pro piitomnost vétiiho mnoZsti
aktivadnich KIR opmoti ha ploidentickému
dard s haplotypam A. Popsano byloi né-
kolik alel a polymorfismi KIR gend, které
ovliviiovaly visledek allo-HSCT, ale tyto
informace wyZadujl daldi potvrzeni na
dostatedné velkém souboru pacientil.
Podobné je to s alelami a polymaorfismy
receptora MEG2Z0 (LME/HNK) a jeho li-
gand MICA a MICB. Bylo popsdno né-
kolik polymorfismi (MICA-129 MICA-14,
MICE-98, MICB-58), které se zdajl mit na
allo-H5CT vliv, ale stejné jahko v piipadé
KIR je potieba dané efekty potwrdit ve
studii zahrnujici dostateény podet pa-
ciertl. ¥ kaZzdém pifpadé& ale plati, 2e si
receptory MK bungk a jejich ligandy za-
slouEf dalil pozomost.
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Abstract: NKG2D and its ligands, MICA and MICB, are known as the key regulators of NK cells.
NK cells are the first reconstituted cells after the allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(H5CT); therefore, it is crucial to understand their role in HSCT outcome. In the presented study, we
investigated the single amino acid changes across the exons 2-4 of MICA and MICB genes, and point
mutations within the NKG2D gene, which defines the type of NKG2D haploblock (HNK/LNK) in the
donors (1 = 124), as well as in patients with acute myeloid leukemia (1 = 78). In our cohort, we found
that graft from a doner with at least one MICA allele containing glycine at position 14 (MICA-14Gly)
is significantly associated with deterioration of a patient’s overall survival (O5) (p < 0.05). We also
observed a negative effect of MICB-58 (Lys — Glu) polymorphism on relapse-free survival (RFS),
although it was not statistically significant in multivariate analysis (p = 0.069). To our knowledge,
this is the first work describing the role of MICA-14 and MICB-58 polymorphisms on HSCT outcome,

Keywords: allogeneic hematopoietic cell transplantation; graft-versus-host disease; graft-versus-
tumor effect; NKG2ZD; MICA; MICE; NK cells

1. Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (H5CT) is the only curative treat-
ment for many patients with myeloid malignancies, mostly in patients with acute myeloid
leukemia (AML). Despite the significant progress in post-transplant therapy, HSCT is still
accompanied by multiple complications. Particularly, graft-versus-host disease (GVHD),
infections, and relapse of the disease are the most common and serious [1].

The recovery of the immune system is critical for the success of HSCT. Natural killer
(NK) cells are the first lymphocytes reaching the standard numbers within the first few
weeks post-transplantation [2], and, therefore, they play a key role in hematopoiesis during
the first months after HSCT. NK cells are recognized as crucial cells for early relapse control,
and recent data have demonstrated that NK cells also affect GVHD development [3-5]. The
exact role of NK cells and crucial parameters, which could help us to improve the outcome
of H5CT, are currently broadly investigated.

NK cells’ activity is driven via inhibitory and activating receptors [6]. The best-known
regulatory receptors of NK cells are the killer immunoglobulin-like receptors (KIR) interact-
ing with their ligands—HLA molecules [7]. Because the virus-infected cells or tumor cells
downregulate HLA molecules, KIR cannot interact with inhibitory receptors, and NK cells

[. Clin. Med. 2021, 10, 4636, https: / / doworg/10.3390 /jem 10204636
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are activated more easily through multiple activating receptors, e.g., NKG2D [7]. NKG2D
binds stress-induced ligands (MICA, MICB, and ULBP/RAET) present predominantly on
damaged cells [8]. NKG2D is a C-type lectin receptor present on NK cells and subsets of T
cells [9]. Its gene was described as strongly evolutionarily conserved, but four haplotype
alleles playing a role in cytotoxicity have been described—LNK1, LNK2, HNK1, and HNK2.
Whether the allele is LNK1 or HNK1 is determined by rs1049174 polymorphism (C — G},
while LNKZ vs. HNK2 is determined by polymorphism rs2255336 (G — A). LNK1 and
LNK2 initiate low NK cytotoxicity, while HNK1 and HNK2 trigger high NK cytotoxicity.
Six different allele combinations create two haploblocks—ILNK1/LNK1, LNK1/HNK]I, and
HNK1/HNK1 form haploblock 1 (Hb-1); LNK2/LNK2, LNK2/HNK2, and HNK2/HNK2
form haploblock 2 (Hb-2) [10]. The haplotype HNK1/HNK] is associated with a decreased
risk of cancer development compared to the LNK1/LNK1 [10]. From the HSCT perspec-
tive, transplantation with HNK1/HNK1 donors is related to lower transplantation-related
mortality and better OS [11].

The predominant NKG2D ligands, MICA and MICB, are highly polymorphic genes
with the main variability in the exons 2—4 encoding extracellular (receptor-binding) do-
mains &1, &2, and «3 [12]. The best-known functional polymorphisms with a role in
HSCT are in exon 3 of MICA and MICB, called MICA-129 and MICB-98 [13]. MICA-129
with methionine binds NKG2D receptor with higher affinity than the variant with valine
causing 1) faster and more intensive activation of NK cells associated with a higher risk
of acute GvHD, and 2) the coherent early exhaustion of the receptor increasing the risk
of relapse [14]. On the other hand, carriers of MICA-129 with valine are at a higher risk
of chronic GVHD because of the longer activity of NK cells [15]. A mismatch between
donor and patient in MICA-129 amino acid was described to increase the risk of acute
GVHD development, as well as for MICB-98 [16-18]. Accordingly, a lower risk of acute and
chronic GVHD was described when full-MICA-allele was matched [17,19]. These results
indicate an important role of MICA/MICB gene polymorphisms in H5CT, which should
be further studied.

The present study investigates the impact of polymorphisms in the NKG2D gene and
the most important exons of its ligands MICA and MICB on the clinical outcome of patients
undergoing H5CT.

2. Materials and Methods
2.1. Cohort Description

Clinical data (detailed in Table 1) were collected from 124 patients with myeloid
malignancies after HSCT and their donors at the Department of Haematology and Oncol-
ogy, University Hospital Pilsen. The samples corresponding donors’ cells (n = 124) were
collected from peripheral blood of patients after the HSCT when donor hematopoiesis was
fully regenerated (confirmed by determination of the 100% level of the chimerism using
the variable number of tandem repeats (VINTR) estimation by fragment analysis during a
routine examination). In a part of the transplanted patients (n =78), pretransplant samples
(corresponding to the patients” DNA) were obtained as well.

Table 1. Clinical parameters of our cohort. * DRI was defined according to Armand et al. [20].
** Secondary malignancy is defined as AML after any previous malignancy. *** Complex kary-
otype is a karyotype with >3 abnormalities. **** PTCY is post-transplantation cyclophosphamide.
##eet HOCT-Cl is hematopoietic cell transplantation comorbidity index [21].

Patient Age Group Type of Donor
<50 32 Related donor (full match) picl
5065 B5 Unrelated donor B
=65 27 Haploidentical donor 35
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Table 1. Cont.
Patient Age Group Type of Donor
Median (years) 58 Conditioning therapy
Range (years) 2374 Myeloablative 3
Patient's sex Reduced m

Male 72 GVHD prophylaxis
Female 52 With PTCY ##++ 3
Diagnosis Without PTCY S0
AML 118 aGVHD
MDs 6 Yes 9h
Disease Risk Index (DRI) * No 23
Low 5 <GVHD
Intermediate 67 Yes 38
High 33 No 64
Very high 7 Unknown 22
Unknown 12 Relapse
AML as secondary malignancy ** Yes 41
Yes 37 No 82
No 87 Unknown 1
Karyotype QOutcome
Normal karyotype 58 Dead 62
Complex karyotype *** 16 Alive 62
Other karyotype changes 11 Cause of death
Unknown 39 Relapse 29
Disease status during HSCT Infection 16
Active disease 43 Organ failure 7
Complete remission 81 GVHD b
Graft source Graft rejection 1
Bone marrow 24 Unknown 3
Peﬁpheriﬁlﬂud Steim 100 HLA mismatch
CMV match/mismatch None e
Match 75 Haploidentical 35
Mismatch 49 ABC/DP-DR 16
Pretransplant T-cell depletion (patient) Sex match/mismatch
Yes (it Match 65
No 60 Mismatch 59
EBMT risk score HCT-CJ #####
1-2 2 >3 M
39 <3 81
4 30 unknown 9
56 29
MNA 2
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2.2. Sample Preparation and Sequencing

DNA was extracted with the Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit (Promega, W1,
USA) according to the manufacturer s protocol. PCR cycles were set up to denaturation for
94 “C for 1 min, with 35 cycles consisting of denaturation (94 “C for 15 s), primer annealing
(for NKG2DD 58.5 °C for 15 s and MICA and MICB 61 °C for 15 s), and extension (in the case
of NKG2D, 72 °C for 60 s, and MICA and MICB 72 °C for 120 s). The last extension lasted
10 min at 72 °C for all samples. Total volume of the reaction was 25 pL of the following:
125 ul 2 > LA Hot Start Master Mix (Top-Bio, Vestec, Czech Republic), 1 uL forward
primer, 1 pL reverse primer, 8.5 pl. water, and 2 ul. DNA. Primers and corresponding
fragment lengths are shown in Table 2.

Table 2. Information about PCR primers used in our study.

Sequence of Le;egﬂ.. of the PCR Primers Published in
quence
F: TGCGAGGTATTTATGTTCTG
NEGETHEL £abp R: ACAGTTTAGGAATACAGCAC [32]
NKG2D-Hb2 230bp F: TTAAGGCTGGAGAATAATGC 23]
R: TCAGTGAAGGAAGAGAAGG
F: CCCCCTTCTTCTGTTCATCA
NEECA 134p (econs 2-4) R: TGACTCTGAAGCACCAGCAC (24]
MICB 21kbp (exons 2-5) ¥ ALACCACCITTILEATTE (24

2.3. Sequence Evaluation

We were looking for the point mutations of NKG2D which led to a different NK cell
activity, while, for MICA /MICB, we used complete sequences of exons 24 of both genes
for the next analyses.

The point mutation in NKG2D was evaluated within the exon 8 of NKG2D at position
10,372,766 of chromosome 12 (rs1049174) and within the exon 4 of NKG2D at position
10,379,727 of chromosome 12 (rs2255336) [25]. Therefore, only the corresponding parts of
the NKG2D gene were sequenced.

In the case of the exons 2—4 of MICA and MICB genes, the reverse and forward
sequences of the individual samples were combined in a CAP3 tool [26] and aligned by the
Clustal Omega tool within the UGENE program [27] to reference sequences downloaded
from the IPD database (3.42 version) [25]. The sequences were then cut into the individual
exons by a custom script in Python. The resulting sequences containing ambiguous
nucleotides were considered heterozygous. These sequences were then deconvoluted
into the combination of the two most common reference sequences. This was achieved
by duplication of sequences, with both nucleotide options at each ambiguous position.
This was repeated until all ambiguous positions were resolved. Subsequently, all possible
sequences were compared with reference sequences, and those without corresponding
reference sequences were removed. From the remaining ones, the pairs whose combination
would recreate original ambiguous sequences were selected. Sequences that did not meet
any of the above conditions were analyzed individually.

The set of all sequences (the sample sequences and the reference sequences down-
loaded from the IPD database) was then translated into the amino acids by using the
“translate” tool at bioinformatics.org [29] for all individual exons. The correctness of the
translation was controlled by comparing the results of translation with the amino acid
sequence of MICA (sequence Q29983) and MICB (Q29980) available at UniProt [30]. All the
following analyses were done with amino acid sequences. The first step with the amino
acid sequences of each exon was to cluster them into groups. The groups were created
according to the sequence differences by using reference sequences. Each sequence from
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our dataset was then included in the group with the same sequence. The second step was
to label the sequences of the individuals according to the group the sequences fall into.
Samples belonging to one group (homozygous within a particular exon) were labeled as
5x/5x (e.g., 51/51); samples with two different sequences of an exon detected were labeled
as 5x/Sy (e.g., 51/53). In our analyses, we labeled individuals as fully homozygous only in
the case that the sample was homozygous across all three exons.

The combinations mentioned in Table 3 below were then tested by the Kaplan—Meier
method for overall survival and relapse-free survival.

Table 3. Parameters tested by Kaplan—Meier method for OS5 and RFS.

0S and RFS Compared within Parameters

MICA /B exons 24

MICA-129

MICB-98

MICA/B hetero vs. homozygosity

NKG2D haploblocks 1-2

Match and mismatch within exons 2-4 (MICA/B)

Match and mismatch within MICA-129

Match and mismatch within MICB-98

Match and mismatch NKG2D haploblocks 1-2

Each specific group of each exon compared to the other groups

2.4, Statistical Analysis

Only the combinations of groups containing at least 5 samples were used for multiple-
combinations statistical analyses (for example, 51/51 vs. 51/52, 51/54, and 51/56). The
role of presence/absence of a particular group (e.g., samples containing 51 versus samples
without the presence of 51) was evaluated in all enrolled samples.

Analyses of the effect of the groups on OS5 and RF5, and visualizations were per-
formed using Kaplan—Meier analysis and log-rank testing initially. The statistical analysis
was performed using R (version 4, The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria) [31] and packages survival (version 3.2) and survminer (0.4.8). Univariate Cox
regression was used for the assessment of the effect of clinical parameters on O5 and RF5.
Statistically significant clinical parameters from univariate analysis were then used for
multivariate Cox regression (DRI, AML as secondary malignancy, karyotype, disease status
during HS5CT, and cGVHD for OS, as well as for RF5). Results with a p-value lower than
0.05 were assessed as statistically significant.

3. Results
3.1. Clinical Data Evaluation

The demographics of the study population are shown in Table 1 in Section 2. The
median post-transplant follow-up was 16 months (range 0.5-143 months). The OS5 was 63%
atyear 1, 27% at year 3, and 14% at year 5. RF5 after 1, 3, and 5 years was 56.5%, 27%, and
14.5%, respectively. The cumulative incidence of non-relapse mortality (NRM) was 12% at
1 year, and 20% at 5 years. The cumulative incidence of relapse was 17% and 27% at years 1
and 5, respectively. The most common causes of death were relapse (48% of all deaths) and
infection (26%), followed by organ failure (11%), GVHD (10%), and one patient died due to
graft rejection.

The typical correlation between the clinical parameters and patients* outcomes was
observed. A relationship between disease risk score (disease risk index, DRI, [20]) and
RFS5 and OS5 was observed (both p < 0.0001). Contrastingly, the EBMT risk score [32] did
not predict longer or shorter RFS or O5 (RF5 p = 0.62 and O5 p = (.23). Shorter RFS was
highly associated with the presence of complex karyotype (81% of all patients with complex
karyotype had relapse and 69% of all patients with complex karyotype died due to relapse).
The most common cause of death in patients with normal karyotype was infection (43%),
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followed by relapse (29%). Another negative factor in our cohort was previous malignancy,
causing poorer O5 (p < 0.005) with worse relapse-free survival (p < 0.05). The same was
observed in patients with active disease present at the time of the HSCT, compared to
patients in complete remission (OS5 p < 0.05, RFS p < 0.05). Patients with acute GVHD
(aGVHD) grade III-1V (11 = 13) have significantly shorter OS than patients with aGVHD
grade I-1I (n = 15) (p < 0.01). Oppeositely, having chronic GVHD (¢cGVHD) seems to be
protective in comparison with no cGVHD from an OS5 perspective (p < 0.05). Univariate
analysis was carried out for all relevant clinical parameters, and results of this analysis are
shown in Table 4.

Table 4. Results of univariate analysis; statistically significant results are bold. * HR is hazard ratio. ** Cl is confidence interval.

05 RFS
HR* Lower CI ** Upper C1  p-Value HR Lower CI UpperCI  p-Value
Patient age group

<50 1 i
5065 1.706 .922 3.155 .08 1274 0.p02 2.6099 0.527
=h5 1.105 0.490 2494 0.809 0.552 0.173 1763 0.316

Patient's sex

Female 1 1

Male 0.939 0.567 1.557 0.809 0.956 0493 1.856 0.895
Diagnosis

AML 1 i

MDS 0.332 0.046 23498 0.275 0.563 0077 4109 0571
DRI

Low 1 1
Intermediate 0.920 0.278 3.050 0.892 1.181 0152 0.149 0.874
High 3.821 1.151 12.686 0.029 7450 (1.989 56.120 0.051
\-'-1:‘1'_1,' high 8.256 2085 32545 0.003 23.261 2747 196,974 0.004

AML as secondary malignancy

No 1 i

Yes 2,106 1.263 3.513 0.004 2.188 1123 4.261 0.021
Karyotype

Normal karyotype 1 1
(ther changes 1542 0.866 2745 0.141 1.703 0.746 3.887 0.206
Complex karyotype 4162 2100 8.251 <0.001 8404 3.658 10306  <0.001

Disease status during HSCT

Active disease 1 1

Complete remission 0527 0.320 0.869 0.012 0.510 0.265 0.983 0.044
Graft source

Bone marrow 1 1

PBSC (.529 0.457 1.505 (.538 0.646 0.312 1.341 0.241
Type of donor

Haploidentical 1 1
Related 0.p48 0.323 1.298 0.211 1346 0.529 34724 (0533
Unrelated 0.595 0.333 1.063 L.080 0.974 0423 2.243 0.950

Conditioning

Myeloablative 1 1

Reduced 1.564 0.743 3.201 (L2349 0.969 0424 2215 0.940
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Table 4. Cont.
0s RFS
HR* Lower C1**  UpperCl1 p-Value HR Lower CI UpperCl p-Value
GVHD prophylaxis

No 1 1

Yes 1.578 0.910 2736 0.104 0.796 0.348 1.821 (.559
aGVHD

No 1 1

Yes 1.139 0.617 2101 0.678 0.904 0.425 1.923 0.793
«GVHD

No 1 1

Yes 0.476 0.243 0.933 0.031 0.232 0.080 0.673 0.007
HCT-CI

=3 1 1

<3 0.753 0.436 1.302 0.311 0.850 0414 1.745 0.659

3.2. Distribution of Exon Groups and Polymorphisms within the Cohort

The amino acid sequences were distributed into the groups based on the sequences’
similarity (for details see Materials and Methods). The amino acid reference sequences of
exon 2 of MICA create 10 groups (for amino acid reference sequences” distribution see
Supplementary Tables 51-56). The amino acid sequences of donors and patients belonged
to the groups 51, 52, 54, 56, and 57. Exon 3 of MICA was divided into 18 groups; 10 groups
were detected within our samples (51, 52, 55-59, 513, 515, and 516). The reference amino
acid sequences of exon 4 of MICA create 10 groups. The sequences from our dataset fall
into the groups 51-53, 55, 56, and 510. The reference amino acid sequences of exon 2 of
MICB created the six groups, as well as for exon 3 of MICB. Exon 4 has three different
groups. All amino acid sequences of our samples belong to the groups 51, 52, and 53 for all
three exons, except one donor who had 55 within exon 2 of MICB.

In our dataset, 23% of donors and 23% of patients were homozygous within all
sequenced exons 2-4 of MICA. The number of homozygous samples on the exon level
were similar between patients and donors; 49% of all samples (458% of donors and 50%
of patients) were homozygous within exon 2 of MICA, 28% (27% of donors and 28% of
patients) within exon 3 of MICA, and 36% (35% of donors and 38% of patients) within exon
4 of MICA.

Regarding the MICB homozygosity, 23% of all donors and 28% of all patients were
homozygous in MICB. On the exon level, 39% of all samples (34% of donors and 47%
of patients) were homozygous within exon 2 of MICB, 49% (49% of donors and 49% of
patients) within exon 3 of MICB, and 87% (88% of donors and 85% of patients) within exon
4 of MICB.

The rest of the samples were heterozy gous with different combinations (two exons
heterozygous and one homozygous, or other combinations) where we cannot say which
combination of alleles of donor or patient is correct.

NKG2D Hb-1 and NKG2D Hb-2 were evaluated as well. In our cohort, 9% donors
and 10% patients had HNK1/HNK1 combination, 38% donors and 49% patients had
LNK1/HNKI, and 53% donors and 41% patients had LNK1/LNK1 haplotype. Regarding
the Hb-2, only 3% of donors and 1% of patients carry HNK2/HNKZ2, 27% of donors and
38% of patients HNK2/LNK2, and the most represented combination was LNK2/LNK2
with 70% of donors and 61% of patients.
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3.3. Assoctation of Polymorphism with Clinical Data
3.3.1. Donor MICA Exon 2 Plays a Role in Overall Survival

In the donors” cohort containing 124 samples, we found four homozygous MICA
exon 2 combinations (51,/51, 52/52, 54/54, and 56/56) where 51/51 was the most frequent
one (52 samples). In the heterozygotes group, three groups were mostly detected—51/52
(13 samples), 51/54 (25 samples), and 51/56 (9 samples). The rest of the groups were too
rare (1-5 samples) to be statistically evaluated.

Kaplan-Meier OS5 analysis of 51 /51, 51/52, 51/54, and 51 /56 shows a statistically
significant difference between individual groups on OS5 (p < 0.05) (Figure 1). The two worst
group combinations—51/51 and 51/54—were then examined by multivariate analysis to
confirm that no clinical parameter is responsible for this difference. This analysis showed
no effect of the clinical parameters and a 2.8 times higher risk of death for patients with
graft 51/54 than with 51,/51 combination (HR = 2.745 (95% CI, 1.113-6.771, p < 0.05)).

+ S1/51 + 51/52 + 51/84 + 51/86

o
—
L

Overall survival
(=]
w
o

0.25
p=0.034
——
0.00
B 10 20 an 40 50 60
Time (months)
Number at risk
- | 52 8 27 19 13 8 6
- 13 10 8 & 7 & 3
- | 25 14 B 5 3 2 1
L 2] T 5 4 4 4 3
o] 10 20 a0 40 50 B0

Time {months)

Figure 1. Kaplan—Meier OS analysis of groups within exon 2 of MICA.

From the additional analysis of the presence/absence of a particular group, we con-
firmed the linkage of group 54 with significantly shorter OS5 (with p < 0.01 for univariate
analysis and p < (.05 for multivariate analysis with HR = 2.254 (95% CI, 1.058-4.801))
compared to non-54 groups (Figure 2). The percentage rate of survivors and dead patients
with causes of death are summarized in Table 5. The univariate analysis was carried out
for the other groups, but no statistically significant difference was observed with them
(p=0.61for 51 n =104 vs. non-S1 n=17; p=0.1 for 52 i = 18 vs. non-52 n = 103; p = 0.07
for 56 n = 13 vs. non-56 n = 108).

We found that the 54 group has glycine at position 14 of MICA, which distinguishes
the 54 group from the others which have tryptophan at this position (Table &).
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= non-54 =+ 54

1.00
0.75
2
<
-3
» ns0
©
g
(@]
0.25
p =0.0071
0.00
0 10 20 30 40 50 60
Time (months)
Number at risk
- | a7 64 a7 36 28 22 15
- | 35 18 12 8 5 4 3

0 10 20 30 40 50 &0
Time (months)

Figure 2. 05 of patients transplanted with graft containing at least one copy of MICA-14Gly (54)
versus grafts lacking MICA-14Gly group of MICA exon 2 (non-54).

Table 5. The percentage rate of survivors and dead patients, with causes of deaths for patients
transplanted with or without grafts with MICA exon 2 54 group.

S4+ Grafts Non-54 Grafts
Alive patients 41% 56%
Dead patients 59% 44%
Causes of death

Relapse 41% 54%

Infection 36% 22%
Organ failure 4% 11%
GVHD 9%, 11%
Graft rejection 0% 3%

Table 6. Comparison of amino acid sequences of MICA exon 2 (selected part of the sequence,
positions are calculated without the leading sequence). The pelymorphism MICA-14Gly is labeled.

MICA Exon 2 Amino Acid Sequence from Position 3 to 37 of MICA Protein

Group Sequence
Group 51 HSLEYNLTVLSWDGSVOSGFLAEVHLDGOPFLRYD
Group 52 HSLRYNLTVLSWDGSVOSGFLAEVHLDGOQPFLRCD
Group S4 HSLEYNLTVISGDGSVOSGFLAEVHLDGQPFLRCD
Group S6 HSLEYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGOPFLRCD
Group 57 HSLPYNLTVLSWDGSVQSGFLAEVHLDGOPFLRYD

3.3.2. Patients’ Homozy gosity within MICB Seems to Be Linked to a Lower Risk of Relapse
in Univariate but Not in Multivariate Analysis

A statistically significant difference was detected in RF5 between MICB homozygous
and MICB heterozy gous patients (p < 0.05) (Figure 3), and a similar situation can be seen in
the case of MICB exon 3, where heterozygous patients with two different groups (51/53
and 52/53) have worse RF5 than patients with 53 /53 with p < (.05 in univariate analysis
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(Figure 4). None of these analyses were confirmed by multivariate analysis (for MICB
homozygosity vs. heterozygosity, p = (1.322, for MICB exon 3 p = (L376). In the donors
group, no significant role of homozygosity/ heterozy gosity for RFS or OS was observed
(data not shown).

=+ heterozygous patients = homozygous patients

1.00
w 0.75
2
c
)
w
&
2os0
a T
a
]
025
p=0.016
0.00
0 10 20 30 40 50 60
Time (months)
Number at risk
- 53 21 11 7 6 5 4
- 22 16 11 5 5 2 2

a 10 20 30 40 50 60
Time (months)

Figure 3. RFS5 of MICB homozy gous versus heterozygous patients using univariate analysis.

== S1/83 == 52/53 = B3

1.00

o
-
(4]

Relapse free survival
a
o
o

025

p=0.022
0.00

O 10 70 30 40 50 60

Time (months)
Number at risk

- 12 6 3 2 2 2 1
- 20 6 4 2 1 1 1
= | 34 19 11 6 6 2 2

o 10 20 a0 40 50 60

Time {months)

Figure 4. Univariate analysis—RFS of patients according to their exon 3 of MICB.
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3.3.3. MICB-58Lys Can Be Linked to a Lower Risk of Relapse

We observed the role of the presence/absence of a specific group within exon 2 of
MICB. The patients without the 51 group had a significantly lower risk of relapse than
patients with 51 in univariate analysis (p < 0.01) (Figure 5), but this observation was not

confirmed by multivariate analysis (p = 0.069 with HR = 3.764, 95% CI, 0.902-15.707).

=+ non-51 <+ S1

1,00
o 0.7S
2
e
=
]
@
2oso
@
w
(=%
i
# 025
p = 0.007
0.00
) 10 20 a0 40 50 &0

Time {months)
Number at risk

- 37 22 14 7 ] 2 2
- a1 18 " & 5 5 4
0 10 20 30 40 50 B0

Time (months)

Figure 5. Univariate analysis—RF5 of patients with at least one copy of MICB-538Glu (51) versus
patients lacking MICB-58Glu (non-51) group of MICB exon 2.

The polymorphism which distinguishes the group 51 from the others is an exchange
of lysine to glutamate at position 58 of MICB (the position is calculated without the leading
sequence) (Table 7).

Table 7. Comparison of the amino acid sequences of MICB exon 2 (selected part of the sequence,
positions are calculated without the leading sequence). The polymorphism MICE-58Glu is labeled.

MICB Exon 2 Amino Acid Sequence from Position 49 to 63 of MICB Protein

Group Sequence
Group S1 OWAEDVLGAETWDTE
Group 52 QWAEDVLGAKTWDTE
Group 53 OWAENVLGAKTWDTE

3.3.4. Role of Known Polymorphisms Was Not Evident in Crur Cohort

We also analyzed the effect of known ligand polymorphisms called MICA-129 and
MICB-98, and polymorphisms within the receptor NKG2D (HNK1 and LNK1). Our results
did not show any difference between grafts from MICA-129Val/ Val, MICA-129Val/Met
or from MICA-129Met/ Met donors (p = (.73, data not shown), and we did not detect any
difference in OS of patients with any MICA-129 combination (p = (.97, data not shown).
Focusing on match/mismatch, our cohort did not show any statistically significant result
(p = 0.42) (Figure 6).
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Overall survival

=+ match = mismatch

1.001
073
0.50
0.25
p=042
0.00
o] 10 20 30 40 50 &0
Time (months)
Number at risk
- 54 24 18 i g B 5
= | 1p 10 5 2 1 1 1

1] 10 20 30 40 50 &0
Time (months)

Figure 6. O5 of patients with matched graft versus patients with mismatched graft within MICA-120,

Regarding the MICB-98, we did not ocbserve any association of MICB-98 amino acid

with RFS or OS. We did not investigate the role of match and mismatch between donor
and patient at MICB-98 position because of the low number of mismatched patients (five
patients with mismatched graft).

We did not see any difference in HSCT outcome between grafts from HNK/HNK and

grafts from HNK/LNK or LNK/LNK in our cohort.

All the above-mentioned results are summarized in Tables 8 and 9.

Table 8. Results of multivariate analysis for OS; statistically significant results are bold.

MICA Exon 2—Comparison of Group Combinations

p-Value Hazard Ratio Lower CI* Upper CI
51/51 1
51/52 2.062 0.427 0.088 2.062
51/54 0.028 2745 1.113 6771
51/56 0a1zo 0193 0.024 1.538
MICA Exon 2 (MICA-14Gly)}—MICA-14Gly (54) Presence Versus Absence (non-54)
p-Value Hazard ratio Lower CI Upper CI
MNon-54 1
54+ 0.035 2254 1.058 4.80
MICA-129 Match/Mismatch
p-Value Hazard ratio Lower CI Upper CI
Match 1
Mismatch 0155 2407 0718 8.069
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Table 9. Results of multivariate analysis for RFS.

Donor—MICB Homozygote Versus Heterozygote

p-Value Hazard Ratio Lower CI* Upper CI
Homozygote 1
Heterozygote 0.433 1.693 0454 6.300
Patient—MICB Homozygote Versus Heterozygote
p-Value Hazard ratio Lower CI Upper CI
Homozygote 1
Heterozygote 0.322 2101 0.483 9134
MICB Exon 3—Eeterozygotes (S1/83 + 52/53) Versus Homozygote (S3/53)
p-Value Hazard ratio Lower CI Upper CI
51/53+52/53 1
53/53 0.376 0.506 0112 2.286
MICB Exon 2 (MICB-58G1u)}—MICB-58GIu (51) Presence Versus Absence (non-51)
p-Value Hazard ratio Lower CI Upper C1
MNon-51 1
S1+ (.09 3764 €.902 15.707

4. Discussion

Our study was focused on the detection of single nucleotide substitutions leading to
the inclusion of other amino acids within NKG2D, MICA, and MICB, and exploring their
potential role in the outcome of patients.

Some amino acid changes associated with an outcome, such as MICA-129 (Val/Met) or
MICB-98 (Ile/Met), were already investigated. Multiple works describe the role of MICA-
129 polymorphism in GVHD development and OS. Patients” MICA-129Val/Val genotype
has an increased risk of cGVHD according to Boukouaci et al. [15]. This was also observed
in our study, where 43% of patients with MICA-129Val/Val had ¢GVHD compared to
patients with Val/Met or Met/Met, only 22% of whom developed cGVHD. In addition,
Isernhagen and colleagues found that patients with at least one allele with MICA-129Met
have better OS5, although homozygotes with MICA-129Met/Met experience aGVHD more
frequently. However, aGVHD-related mortality is lower in those patients [14]. We did
not confirm this association, which is in line with other works [23,24] also not proving
this connection.

Besides the role of the patient’'s MICA-129, the role of the donor’s MICA-129 polymor-
phism was described previously [34]. Patients with a graft from a donor with at least one
MICA-129Met allele should have a lower risk of NRM [34]. This trend was not seen in our
study, but we observed a potential role of different poly morphism—MICA-14 (rs1063630)
on OS. Patients receiving a graft from a donor who has at least one copy of MICA-14Gly
(group 54/5x) had significantly worse O5. MICA-14 polymorphism is found in exon 2
which encedes binding domain o1, which directly interacts with NKG2D. This amino acid
exchange can lead to a different atfinity to NKG2D, causing various reactivity of NK cells,
as Chen et al. indicated in their work [35]. Because the described polymorphism played the
role when presented on donors’ leukocytes, we can speculate about the higher sensitivity
of activated immune cells expressing NKG2D ligands to NK cell killing [3].

Apart from studying MICA, the role of MICB-98 match and mismatch between patient
and donor was investigated too. Unfortunately, we cannot provide any confirmation of the
results from Carapito et al. [18], who stated that the MICB-98 match reduces GVHD inci-
dence as well as an effect of CMV on HSCT outcome, because, in our set of patients/donors,
we have only five mismatches, preventing statistical analysis. However, we observed the
effect of an amino acid exchange (MICB-58Lys — Glu) within exon 2 of MICB. In contrast
to MICA-14, where the effect depended on the donor’s polymorphism, this effect is seen
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in patients. Patients with at least one allele with MICB-58Glu have a significantly higher
risk of relapse than patients without this allele, confirmed by univariate analysis but not
by multivariate analysis. The reason why the result of multivariate analysis is not sta-
tistically significant can lie in higher representation of patients transplanted with active
disease in the S1 group (51% of patients carrying S1 group vs. 19% of patients without 51).
The exchange appears in a binding domain a1 of MICB, and we can speculate that this
exchange can influence binding domain structure and change the affinity to the NKG2ZD
receptor. In the case of MICA-129, patients with Met/Met had a higher risk of relapse,
and MICA-129Met triggers a stronger but shorter (due to a sooner NKG2D exhaustion)
reaction of NK cells than MICA-129Val [15]. Using this logic on MICB-58, we can expect
that MICB-58Clu binds NKG2D similarly, i.e., with higher affinity, activating a stronger
but shorter NK cell reaction, which can lead to anticancer immune reaction failure. This
hypothesis can explain the decreased ability to achieve complete remission in patients
carrying MICB-58Glu observed in our cohort.

The polymorphisms in MICA /MICB genes could also be associated with different
cell surface expression and soluble form levels [36,37] and could potentially influence
the ligand regulation on transcription [38], translation [39], or post-translation [40] level;
therefore, the determination of serum level, as well as surface protein level, should be
further investigated.

The last investigated polymorphisms were the HNK haplotypes of the NKG2D recep-
tor. Espinoza et al. observed that patients with the so-called standard-risk disease have
improved O5 in the case that they received graft with HNK1 [11]. We did not find any
statistically significant difference in HSCT outcome between grafts with or without HNK1
(p = 0.9). Similar results as ours can be found in the work from Apithy et al. [41].

5. Conclusions

We found a new polymorphism (MICA-14Gly) influencing HSCT outcome in our
cohort of patients undergoing HSCT for AML. We did not observe the role of already
known polymorphisms. Our results, together with the different results for already known
polymorphisms, indicate the necessity of integrated multicenter studies that can better
evaluate the effect of individual polymorphisms and their potential use in donor selection
and risk assessment of post-transplant complications.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ / www.mdpi.com/ article / 10.33%
0/jem10204636, 51, Tables 51-56: Amino acid sequences of MICA and MICB distributed into the groups.
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MICA

Group 51 | PHSLRYNLTVLSWDGSVOSGFLAEVHLDGQOPFLRYDROKCRAKPQGOW
AEDVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLEMTLAHIKDOKE

Group S2 | PHSLRYNLTVLSWDGSVOSGFLAEVHLDGOPFLRCDROKCRAKPOGOW
AEDVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDOKE

Group S3 | PHSLRYNLTVLSGDGSVQSGFLAEGHLDGQPFLRCDROKCRAKPOQGOWAED
VLGNKTWDRETRDLTGNGKDLEMTLAHIKDOKE

Group 54 | PHSLRYNLTVLSGDGSVOSGFLAEVHLDGOPFLRCDROQKCRAKPQGOW
AEDVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDOKE

Group 55 | PHSLRYNLTVLSWDGSVOSGFLAEGHLDGOPFLRCDROKCRAKPOGOWAE
DVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLEMTLAHIKDQKE

Group 56 | PHSLRYNLTVLSWDGSVOSGFLTEVHLDGOPFLRCDROQKCRAKPQGOW
AEDVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLREMTLAHIKDOKE

Group 57 | PHSLPYNLTVLSWDGSVOSGFLAEVHLDGQOPFLRYDROKCRAKPQGQW
AEDVLGNKTWDRETRDLTGNGKDLEMTLAHIKDOKE

Group S8 | POSSL"PHGAVLGWICAVRVSC'GTSGWSALPAL"QAEMOGKAPGTVGRRCP
GEK'DMGORDOQGLDRERKGPODDPGSYOQGPERR

Group §9 | PHSLRYNLTVLSGDGSVQSGFLAEVHLDGOPFLRCDROKGRAKPOGQOWAED
VLGNKTWDRETRDLTGNGKDLEMTLAHIKDOKE

Group 510 | PHSLRYNLTVLSGDGSVQSGFLAEASGWSALPAL*"QAEMQGKAPGTVGRRCP
GEK"DMGORDQGLDRERKGPODDPGSYQGPERR

Table 51. Amino acd sequences of MICA exon 2 groups. Groups found in our cohort are bold.

Group 51 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTVPOSSRAQ
TLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLESGVVLRRT

Group 52 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPOSSRA
QTLAMNIRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRT

Group 53 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLESEEWTVPQSSRAQTL
AMNVENFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLESSVVLRRT

Group 54 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPQOSSRAQTL
AMNVENFLKEDAMKTKTRYHAMHADCLOQELERYLKSGVVLRRT

Group 55 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPOSSRA
QTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQELRRYLKSGVVLRRT

Group 56 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONVETEEWTVPQSSRA
QTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRRYLESSVVLRRT

Group 57 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONVETEEWTVPOSSRA
OTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLQELRRYLESSVVLRRR

Group S8 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTVPOSSRAQ
TLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLESSVVLRRT

Group 59 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPQSSRA
OTLAMNVRNFLKEDAMEKTKTLYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRT
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Group 510

LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHEFYYDGELFLSONLETEEWTMPOSSRAQTL
AMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSSVVLRRT

Group 511 LHSLOEMRVCEIHEDNSTRSSOQHFY YDGELFLSONVETEEWTVPOSSRAQT
LAMNVENFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLESSVVLRRT
Group 512 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONVETEEWTVPOSSRAQTL

AMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQELRRYLESSIVLRERT

Group 513

LHSLREIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPQSSRA
OTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRT

Group 514 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONVETEEWTVPOQSSRAQTL
AMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLESSVVLRT-
Group S15 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETKEWTMPQSSRA

QTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRT

Group 516

LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONLETEEWTMPOSSRA
OTLAMNVRNFLKEDAVKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLRRT

Group 517 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDGELFLSONVETEEWTVPOSSRAQTL
AMNVENFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQELRRYLESGVVLERR
Group 518 LHSLOEIRVCEIHEDNSTRSSOHFYYDRELFLSONLETEEWTMPOSSRAQTL

AMNVRENFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOELRRYLKSGVVLERT

Table 52. Amino acid sequences of MICA exon 3 groups. Groups found in our cohort are bold.

Group 51 PPMVNVTRSEASEGNITVTICRASGFYPWNITLSWRODGVSLSHDTQOW
GDVLPDGNGTYOTWVATRICOGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Group 52 PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASSFYPRNITLTWRODGVSLSHDTOOW
GDVLPDGNGTYOTWVATRICOGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Group S3 PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASSFYPRNIILTWRODGVSLSHDTQOWG
DVLPDGNGTYQTWVATRICRGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Group 54 PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASGFYPWNITLSWRODGVSLSHDTOOWGD
VLPDGNGTYQTWVATRICOGEEQSFTCYMEHSGNHSTHEVPS

Group 55 PPMVNVIRSEASEGNITVTICRASGEFYPWNITLSWRODGVSLSHDTOOW
GDVLPDGNGTYOTWVATRICEGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Group S6 PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASGFYPWNITLSWRODGVSLSHDTQQOW
GDVLPDGNGTYOTWVATRICOGEEQRFTCYMEHSGNHSTHAVPS

Group 57 PPMVNVIRSEASEGNITVTCRASSFYPRNILTWRODGVSLSHDTOQOQWGDV
LPDGNGTYQTWVATRICOGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Group 58 PPMVNVTRSEASEGNITVICRASGFYPWNITLSWROQDGVSLSHDTOQOWGD
VLPDGNGTYQTWVATRICOGEEQRFTCYMEHSRNHSTHPVPS

Group 59 PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASSFYPRNIILTWRODGVSLSHDTQOQOWGDV

LPDGNGTYQTWVATRICRGEEQRFTCYMEHSRNHSTHPVPS

Group 510

PPMVNVTRSEASEGNITVTCRASSFYPRNIILTWRODGLSLSHDTQOWG
DVLPDGNGTYOTWVATRICRGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Table 53. Amino acid sequences of MICA exon 4 groups. Groups found in our cohort are bold.
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MICB

Group 51 | PHSLRYNLMVLSODGSVOSGFLAEGHLDGOPFLRYDROKRRAKPOGOW
AEDVLGAETWDTETEDLTENGODLRRTLTHIKDOKG

Group 52 | PHSLRYNLMVLSODGSVOSGFLAEGHLDGOPFLRYDROKRRAKPOGOW
AEDVLGAKTWDTETEDLTENGQDLRRTLTHIKDQKG

Group 53 | PHSLRYNLMVLSODGSVOQSGFLAEGHLDGOPFLRYDROKRRAKPOGOQW
AENVLGAKTWDTETEDLTENGODLRRTLTHIKDQKG

Group 54 | PHSLRYNLMVLSQDGSVOQSGFLAEGHLDGOPFLRYDROKRRAKPRDSGOKM
SWELRPGTORPRT*"ORMGKTSGGP*LISRTRKE

Group S5 | PHSLRYNLMVLSODGSVOSGFLAEGHLDGOSFLRYDROKRRAKPOGOW
AENVLGAKTWDTETEDLTENGOQDLRRTLTHIKDQKG

Group S6 | PHSLRYNLMVLSQDGSVQSGFLAEGHLDGQPFLRYDROKCRAKPOGOWAE
DVLGAETWDTETEDLTENGODLRRTLTHIKDOKG

Table 54. Amino add sequences of MICB exon 2 groups. Groups found in our cohort are bold.

Group S1 | LHSLOEIRVCEMHEDSSTRGSRHFYYNGELFLSONLETQESTVPOQSSRAQT
LAMNVINFWKEDAMKTKTHYRAMOQADCLOKLORYLKSGVAIRRT
Group 52 | LHSLQEIRVCEIHEDSSTRGSRHFYYNGELFLSONLETQESTVPQSSRAQTL
AMNVINFWKEDAMKTKTHYRAMOADCLOKLORYLKSGVAIRRT
Group 53 | LHSLOEIRVCEIHEDSSTRGSRHFYYDGELFLSONLETQESTVPOQSSRAQTL
AMNVINFWKEDAMKTKTHYRAMOADCLOKLORYLKSGVAIRRT
Group 54 | LHSLOEIRVCEIHEDSSTRGSRHFYYDGELFLSONLETQESTVPQSSRAQTLAM
NVINFWKEDAMKTKTHYRAMOADCLOKLORYLKSGGPSGEQ

Group 55 | LHSLQEIRVCEIHEDSSTRGSRHFYYDGELFLSONLETQESTVPQSSRAQTLAM
NVINFWKEDAMKTKTHYRAMQADCLOKLQ* SGVAIRRT

Group S6 | LHSLOEIRVCEIHEDSSTRGSRHFYYDGELFLSONLETQESTVPQSSRAQTLAM
NVINFWEEDAMKTKTHYRAMOQADCLOKLORYLKSGVAIRRT

Table 55. Amino acid sequences of MICB exon 3 groups. Groups found in our cohort are bold.

Group 51 | PPMVNVICSEVSEGNITVTCRASSFYPRNITLTWRODGVSLSHNTQOWGD
VLPDGNGTYQTWVATRIRQGEEQRFTCYMEHSGNHGTHPVPS

Group S2 | PPMVNVTCSEVSEGNITVTCRASSFYPRNITLTWRODGVSLSHNTQOWG
DVLPDGNGITYQTWVATRIRQGEEQRFTCYMEHSGNHGTHPVPS

Group 53 | PPMVNVTCSEVSEGNITVICRASSFYPRNITLTWROQDGVSLSHNTQOWG
DVLPDGNGTYQTWVATRIRQGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPS

Table 56. Amino acid sequences of MICB exon 4 groups. Groups found in our cohort are bold.
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