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Souhrn

NK bunky jsou dllezitou komponentou pfirozené imunity, ktera zajistuje obranné reakce proti
virlim, bakteridlnim a parazitarnim intracelularnim patogendim a nddorové zménénym burikam.
NK bunky jsou schopny rychlé odpovédi bez predchozi senzibilizace a cytotoxicka reakce neni
zavisla na ptitomnosti antigenG hlavniho histokompatibilniho systému. NK buriky produkuji
fadu cytokinl (napt. INF-y, GM-CSF a TNF-f) a chemokin( a touto cestou reguluji jak pfirozenou,
tak ziskanou imunitni odpovéd. Naproti tomu jsou pozitivné i negativné regulovény cytokiny
a chemokiny produkovanymi dalsimi burikami imunitniho systému. Pozornost je zamétena na
moznost ovlivnéni nadorového procesu pomoci NK bunék aktivovanych cytokiny a chemokiny.
Ve studiich provadénych na mysich modelech, ale i v nékolika klinickych studiich bylo prokazano,
Ze pfitomnost cytotoxickych bunék v nddorovém stromatu je asociovana s piiznivejsi prognézou
nadorového onemocnéni. Existuje ale i mnozstvi dokladd, ze v nadorovém stromatu dochazi
k produkci fady cytokint a chemokin(, z nichz mnohé maji ambivalentni efekt.
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Summary

NK cells are an important component of natural immunity, which provides a defence response
against viruses, bacterial and parasitic intracellular pathogens and tumour cells. NK cells are ca-
pable of rapid responses without prior sensitization and cytotoxic response is independent of
the presence of the antigens of the major histocompatibility system. NK cells produce a number
of cytokines (e.g. INF-y, GM-CSF and TNF-$3) and chemokines and in this way they regulate both
the natural and acquired immune response. By contrast, NK cells are regulated both positively
and negatively by cytokines and chemokines produced by other immune cells. Attention is focu-
sed on the possibility of influencing the tumour process by using cytokine- and chemokine-acti-
vated NK cells. In studies in mice models as well as in several clinical trials, it has been shown that
the presence of cytotoxic cells in tumour stroma is associated with a more favourable prognosis
of cancer. There is also plenty of evidence that in tumour stroma a number of cytokines and che-
mokines are produced which may have ambivalent effects.
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NK BUNKY, CHEMOKINY A CHEMOKINOVE RECEPTORY

Uvod

NK buriky jsou dllezitou komponentou
pfirozené imunity, ktera zajistuje obranné
reakce proti virim, bakteridlnim a parazi-
tarnim intracelularnim patogenim a na-
dorové zménénym burikdm. Po kontaktu
s poskozenou bunkou jsou NK buriky
schopny rychlé odpovédi bez predchozi
senzibilizace a cytotoxicka reakce neni
zavisla na pfitomnosti antigent hlavniho
histokompatibilniho systému [1-2]). NK
burky tvofi pouze 5-10% mononukle-
arnich bunék v periferni krvi. Pfesto jsou
dllezitou slozkou pfirozené imunity. NK
bunky se nachazeji ve viech télnich kom-
partmentech, jejich zastoupeni je viak
v nékterych orgdnech odlisné. Napfi-
klad v lymfatickych orgénech je pocet NK
bunék az 10krat vyssi nez v periferni krvi
[3]. Zvy$ené pocty NK bunék jsou nacha-
zeny i v plicich, jatrech nebo sleziné [4].

Aktivované NK bunky produkuji fadu
cytokind (napft. INF-y, GM-CSF a TNF-3)
a chemokin(, které vedou k autokrinni
a parakrinni aktivaci bunék podilejicich
se na imunitni reakci. Touto cestou jsou
NK buriky schopny regulovat pfiroze-
nou i ziskanou imunitni odpovéd [5-6].
Naproti tomu jsou pozitivné i negativné
regulovany jak dal$imi burfikami imunit-
niho systému, tak poskozenymi anebo
nadorové transformovanymi bunkami.
V experimentalnich studiich zabyvajicich
se moznosti vyuziti NK bunék v protina-
dorové terapii je zaméfena pozornost na
roli chemokin a jejich receptord.

Ve studiich provadénych na mysich
modelech, ale i v nékolika klinickych stu-
diich bylo prokazano, ze prlikaz cytoto-
xickych bunék v nadorovém stromatu je
asociovan s pfiznivéjsi progndézou one-
mocnéni [7-9]. Pfitomnost NK bunék
v nadorovém stromatu je povazovana za
jedno z prognostickych znameni [10-13].
Naproti tomu existuje fada doklad(, ze
v naddorovém stromatu dochdzi také
k produkci fady cytokin a chemoking,
z nichz mnohé maji ambivalentni efekt.
Nadorové stroma je z velké ¢asti tvofeno
makrofagy, které jsou pod regula¢nim
vlivem nadorovych bunék a samy produ-
kuji medidtory, jez podporuji proliferaci
nadorovych bunék, s ndadorem spojenou
angiogenezi a metastazovani. Navic che-
mokiny produkované v misté rostouciho
nadoru jsou odpovédny za vstup neutro-

filnich segmentd. Tyto leukocyty pak po
vstupu do stromatu uvolfuji dalsi angio-
genni faktory, mitogeny a proteolytické
enzymy. Timto mechanizmem vznikd mi-
kroprostredi ptiznivé pro nadorovy rast
a zalozeni vzdalenych metastaz [14].

NK buiiky CD56*4™ a CD56+>"ight

Na povrchu NK bunék mazeme proka-
zovat fadu molekul, které maji funkci re-
ceptoru pro cytokiny, chemokiny, a ad-
hezivni molekuly, pomoci nichZ je mozné
NK bunky identifikovat a urcovat jejich
subpopulace (obr. 1). NK buriky nemaji
vyjadren receptor pro T-lymfocyty (T-cell
receptor — TCR), jsou CD3 negativni [15].
Naopak, vsechny NK burnky nesou mem-
branovou molekulu CD7. Hlavni pan NK
membranovou molekulou je neurdlni
bunécnd adhezivni molekula (neural cell

CD56 bright

adhesion molecule - NCAM) nesouci
oznaceni CD56 [16]. Dalsi povrchovou
molekulou vyjadienou na vétsiné NK
bunék je FcRylll receptor oznacovany
jako CD16. Na zakladé exprese téchto
dvou molekul rozliSujeme dvé hlavni
subpopulace NK bunék, CD56*4m™CD16*
a CD56*ristCD16%™~, Tyto subpopulace
NK bunék vykazuji funkéni odlisnosti
v odpovédi na stimulaci IL-2, v zastou-
peni NKR (natural killer receptors), adhe-
zivnich molekul a v cytotoxické kapacité
[17-18].

NK buriky CD56*"9"t exprimuji na
svém povrchu vysokoafinni receptor
pro IL-2 tvoreny fetézci a, 3,y (IL-2Rafy)
(CD 25, CD122 a CD132) a expanduji v in
vitro a in vivo podminkach i po nizkych
davkach IL-2. Naopak CD56*4™ exprimuji
nizkoafinni receptory pro IL-2 tvoreny fe-
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Obr. 1. Membranové molekuly, aktivace a deaktivace receptoru NK bunék. A — Hlavni
rozdily exprese povrchovych receptorii u NK bright a NK dim. Mira exprese membrano-
vych molekul je vyznac¢ena pomoci znaménka +. B - Po stimulaci receptoru dochazi ke
konformacnim zménam receptoru, které umozni zménu GDP na GTP vedouci k disociaci
By podjednotky s a podjednotkou. Existuji dvé cesty, jak docilit deaktivace receptord.
Prvni je pomoci GTPazy urychleni hydrolyzy aGTP na aGDP. Druhou moznosti je zapo-
jeni G-protein-coupled-receptor kinazy (GRK), ktera je po navazani na By podjednotku
schopna fosforylace receptoru. Fosforylovany receptor se dale vaze s 3-arestinem, nere-
ceptorovou tyrozin kinazou c-Src a dyaminem, ktery usnadnuje endocytézu receptoru

pomoci clatrinu.
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tézci a, B a jejich prolifera¢ni odpovéd je
nizka i na vysoké davky IL-2. Schopnost
usmrcovat terc¢ové bunky je u CD56*4m
bunék vyssi nez u CD56*"s, Tato vlast-
nost CD56*4™ bunék je dana pfitomnosti
velkého poctu cytoplazmatickych granul
obsahujicich perforiny a granzimy a vy3si
denzitou membranovych receptorl pro
Fc fragment IgG.

Subpopulace NK bunék maji odlisné
zastoupeni v jednotlivych télnich kom-
partmentech, CD56*9" burky se na-
Iézaji v nejvétsim poctu v lymfatickych
uzlinach, zatimco CD56*¥™ jsou vétsino-
vou populaci v periferni krvi a sleziné [3].
Vsechny NK buriky CD56*"9 maji vyja-
dien s vysokou denzitou membranovy
receptor CD94/NKG2, ktery nélezi do
C-typ lecitinové rodiny, a jen maly pocet
(méné nez 10%) téchto bunék exprimuje
KIR (killer cell imunoglobulin-like recep-
tor). Buniky CD56*19ht maji na svém po-
vrchu ptitomny CC-chemokinovy recep-
tor 7 (CCR7) a s vysokou denzitou CXC
receptor 3 (CXCR3). CD56*isht exprimuji
také adhezivni molekuly z rodiny L-se-
lektinG, které zajistuji vazbu s cévnim
endotelem a umoziuji pfesun téchto
bunék do sekundarnich lymfatickych or-
gand, kde nasledné vstupuiji do interakci
s T-lymfocyty [19].

CD56*4m NK buriky maji v naprosté vét-
3iné (az 85 %) vysoce vyjadreny KIR recep-
tory a naopak nizkou denzitu CD94/NKG2.
Povrchovy CCR7 neni pfitomen, ale silné
jsou vyjadieny CXCR1 a CX3CR1.

Subpopulace NK bunék se lisi i v pro-
dukci cytokind, CD56*"9M produkuji mno-
honasobné vyssi mnozstvi IFN-y, TNF-§,
GM-CSF, IL-10, a IL-13 nez CD56+dim
[17-18,20-21].

Chemokiny

a chemokinové receptory
Chemokiny jsou jednou z nejpocetnéjsich
cytokinovych rodin, ktera ¢ita okolo 50 na-
vzajem si podobnych protein(i [22-23]. Je-
jich souc¢asna klasifikace je zalozena na
rozdilném poctu aminokyselin oddéluji-
cich cysteinova rezidua na N-konci. Roze-
zndava Ctyii skupiny chemokin(: CXC (alfa
chemokiny) CC (beta chemokiny), CX3C
(delta chemokiny) a C (gama chemokiny).
Skupiny CXC a CC se dale déli na dalsi pod-
skupiny podle strukturdlnich homologii
a biologickych aktivit [24].

Za oznacenim CC, CXC, CX3Ca C nasle-
duje oznaceni pismeny L pro ligandy ¢i R
pro receptor a na konci je uvedeno cislo,
které odpovida pofadi jeho objeveni.
Napf. chemokin v literatufe ¢asto ozna-
¢ovan jako stromal derived factor 1 je
dle klasifikace CXCL12 a jeho receptor je
CXCR4 [25-27].

Klasifikace chemokinovych receptor(
kopiruje déleni chemokinovych ligandu.
Chemokinové receptory nalezi do ro-
diny receptord asociovanych s G protei-
nem tvofenym sedmi transmembranové
probihajicimi doménami. G protein je he-
terotrimerickd molekula slozena z pod-
jednotek a,B,y. Prostfednictvim che-
mokinovych receptor(l a jejich ligand je
uplathovéan chemotakticky gradient ve-
douci k polarizaci a migraci NK bunék do
poskozenych tkani.

V experimentalnich pracich bylo do-
lozeno, ze se jeden chemokinovy ligand
mUZe vazat na nékolik receptor a nao-
pak, jeden receptor muize vazat r(izné
chemokiny stejné skupiny. Dosud bylo
rozpoznano témér 50 chemokinl a bylo
popsano nejméné 18 chemokinovych re-
ceptorti [25].

Chemokiny hraji daleZitou roli v koor-
dinaci pfirozené i ziskané imunitni odpo-
védi. Reguluji pohyb nezralych progeni-
torovych lymfoidnich bunék, recirkulaci
zralych naivnich T- a B- lymfocytd. Che-
mokiny zajistuji i migraci antigen prezen-
tujicich bunék zahrnujici jak dendritické
buriky, tak i buriky z linii monocytd/mi-
krofagl. Chemokiny navic zvysuji afi-
nitu a aviditu B1 a 32 integrin{ na povr-
chu leukocytii k endotelidlnim receptorim
zahrnujici intracelularni adhezivni mole-
kulu 1 a 2 a vaskularni buné¢nou adhe-
zivni molekulu 1 [28].

Rada studii prokazala inhibi¢ni efekt
chemokind na rdst naddorG. Chemokiny
CCL3 CCL21 CCL27 CX3CL1 uvolfiované
v misté nadoru pfitahuji cytotoxické
T-lymfocyty, NK bunky a dendritické
buriky, které se podileji na ucinné pro-
tindadorové odpovédi [29-33]. Che-
mokin CCL2 navic reguluje vstup mo-
nocytd/makrofagli do nadorového
stromatu a potencuje jejich cytotoxicky
protinadorovy efekt [34]. CX3CL1 zesi-
luje protinddorovou aktivitu NK bunék
[35]. Chemokin CCL5 je Siroce exprimo-
van na rliznych imunokompetentnich

bunkach, véetné aktivovanych NK bun-
kach, které se podileji na inhibici nddo-
rového rlistu [36].

Chemokinové receptory

na NK burnkach

Podle Cambella et al vétsina NK bunék
silné exprimuje receptory CXCRT,
CXCR4 a CX3CR1, naopak receptory
CXCR2 a CXCR3 jsou podle jejich po-
zorovani vyjadreny slabé [37]. Prace ji-
nych autor(l vSak popisuje nalez pouze
receptoru CXCR4, a ne CXCR1, CX3CR1,
CXCR2 a CXCR3 [38].

Naopak v pfipadé receptort pro CC
chemokiny se shoduji zavéry dvou studif
v absenci receptord CCR1, CCR2, CCR3,
CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8 a CCRI na
povrchu klidovych NK bunék. K zvy-
Seni exprese receptord CCR2, CCR4,
CCR5 a CCR8 dochézi az po in vitro akti-
vaci IL-2 nebo IL-15 [37-38].

Pfitomnost povrchovych receptorl pro
chemokiny se u NK bunék lisi podle ex-
prese CD16 molekuly. NK burnky CD16*
maji silné vyjadiené molekuly CX3CR1,
CXCR1 a CXCR4, slabé exprimované
CXCR2 a CXCR3 molekuly, receptory
CCR1-7, CCR9 a CXCRS5 nejsou pfitomny.
Na NK bunkach CD16™ neni membranovy
receptor pro CXCR1 detekovén a recep-
tor pro CX3CR1 je pfitomen v nizké den-
zitné, zatimco receptory CCR5, CCR7,
CXCR3 a CXCR4 jsou silné vyjadieny.
Membranové molekuly CCR1-4, CCR6,
CCR9 a CXCR2 nejsou na CD16~ NK bun-
kach detekovany [37].

Vliv chemokint
na chemotaxi NK bunék
Nadorova tkan je tvofena nejen nado-
rovymi burikami, ale i bufikami stromal-
nimi. Zatimco makrofagy a fibroblasty
jsou nalézdny v nadorovém stromatu
konstantné, pfritomnost ostatnich popu-
laci imunokompetentnich bunék je pro-
ménliva. Je prokazano, ze zanétliva re-
akce a nadorovy rlst jsou Uzce spojeny
a v fadé pripadlt maiji i prognosticky vy-
znam. Ndlez lymfocytarniho infiltratu
v melanomové tkani je spojen s pfizni-
vou progndézou, zatimco v pripadé karci-
nomu prsu je pfitomnost zanétlivého in-
filtrdtu spojena s horsi prognézou.
Nadorové mikroprostiedi ur¢ované
interferony, interleukiny a zvlasté che-
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mokiny je rozhodujici pro charakter za-
nétlivé reakce. Vlivem chemotaktického
gradientu nadorového mikroprostredi
jsou pfitahovény T-lymfocyty, dendri-
tické bunky, granulocyty, makrofagy
i NK bunky. Vsechny uvedené bunky
mohou produkovat chemokiny a spolu
s chemokiny tvofenymi nadorovymi
bunkami maji urcujici vliv na charakter
zanétlivé reakce. Rozhoduji o tom, zda
imunitni odpovéd povede jako v pfi-
padé melanomu k rejekci nddoru, nebo
naopak zvysi invazivitu a metastazovani
tumoru pozorované u infiltrativniho na-
doru prsu [39].

Intracelularni signalni cesty
indukované chemokiny

v NK bunkach

Prenos signalu zprostiedkovanym che-
mokinem lze rozdélit do tfi krokd: 1. na-
vazani chemokinu nareceptor ainterakce
s G proteinem, 2. aktivace intracelularni
efektorové molekuly, 3. inaktivace recep-
toru [40] (obr. 1).

Receptory pro chemokiny nélezi do
rodiny molekul tvofenych sedmi trans-
membranovymi doménami, které jsou
na COOH-konci asociovany s G protei-
nem. Mezi N-koncem (extracytoplazma-
ticky) a COOH-koncem (intracytoplaz-
maticky) je sedm transmembranovych
hydrofobnich oblasti receptoru. Vné
membrany se nachazi tfi extracelularni
domény a uvnitf tfi intracelularni hydro-
filni domény. COOH-konec je bohaty na
serin/treonin, které jsou po navazani li-
gandu fosforylovany.

Protein G je tvofen tfemi podjednot-
kami a, 3, y. Po navazani ligandu na ex-
tracelularni ¢ast molekuly dojde ke
konformacnim zménam hydrofobnich
oblasti, coz je dUlezité pro zvyseni va-
zebné afinity k alfa podjednotce hetero-
trimerického G proteinu. Nasledné, alfa
podjednotka zméni svou konformaci,
coz umozni navazani GTP. Po této vazbé
nastane odstépeni B,y podjednotky od
o podjednotky. Prostfednictvim GTP-a
podjednotky dochéazi k aktivaci fosfoli-
pazy C a adenylat cyklazy [41]. Adeny-
Iat cyklaza je aktivovana Gas proteinem
a inhibovan Gai, zatimco fosfolipaza C je
aktivovana Gagq. Jako sekundarni mes-
sengery jsou uplatnény v pfipadé adeny-
lat cyklazy cAMP a v pfipadé fosfolipazy

C diacylglycerol a inositol 1,4,5 trifosfat.
Zpétnovazebna regulace chemokino-
vych receptord probiha dvéma zpUsoby.
Prvni moznosti je hydrolyza GTP-a na
GDP-oa GTPazou, s naslednou rekonsti-
tuci heterotrimerického Gapy proteinu.
Druhou cestou je inaktivace zprostred-
kovana kindzou vazajici se na B,y pod-
jednotku G proteinu. Tato kinaza fosfo-
ryluje COOH-konec receptoru vazaného
s G proteinem a zpUsobi cestou B-arres-
tinu, c-Src kindzou, dynaminu a clathrinu
endocytézu receptoru [40,42].

Zaver

V priibéhu nadorového onemocnénijsou
aktivovany jak cytotoxické burnky (cyto-
toxické T-lymfocyty a NK buriky), tak dalsi
bunéc¢né populace (makrofagy, dendri-
tické buriky, B-lymfocyty), které maji spo-
le¢né s nadorovymi burikami zasadni vliv
na charakter protinadorové imunitni od-
povédi. Pfitomnost aktivovanych NK
bunék jesté neni dikazem ucinné proti-
nadorové odpovédi. Pro klinické vyuziti
NK bunék jsou nezbytné detailni znalosti
biologickych vlastnosti chemokinl a je-
jich receptorl a jejich vlivu na nadorové
mikroprostiedi.
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