Zmiennosc genetyczna oraz ekspresja receptorow komorek NK
z rodziny NKG2 i ich ligandow w przebiegu allogenicznego
przeszczepienia komorek krwiotworczych

Streszczenie

Allogeniczne przeszczepienie komorek krwiotworczych (ang. Allogeneic Hematopoietic Stem
Cell Transplantation, HSCT) to procedura stosowana gtownie w leczeniu choréb i dysfunkcji uktadu
krwiotworczego, w tym chorob rozrostowych. HSCT wykonywane jest z wykorzystaniem materiatu
pochodzacego od odpowiednio dobranego dawcy w gtownym uktadzie zgodnosci tkankowej (ang. Major
Histocompatibility Complex, MHC, u cztowieka - Human Leukocyte Antigen, HLA). Pomimo wysokiego
wspotczynnika sukcesu, wdrazania nowych strategii kondycjonowania biorcow
i profilaktyki, procedura ta obarczona jest ryzykiem wystgpienia groznych komplikacji
poprzeszczepowych. Wsrod nich wyréznia sie m.in. infekcje bakteryjne, grzybicze i wirusowe,
odrzucenie przeszczepienia czy wznowe choroby pierwotnej. Jednymi z najczesciej wystepujacych
komplikacji po allogenicznym HSCT sa infekcja wirusem cytomegalii (CMV) a takze, wystepujaca
w dwoch formach; ostrej i przewlektej, choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. Graft-
verus-Host Disease, acute/chronic GvHD). Ryzyko wystapienia choroby GvH zwigzane jest z wieloma
czynnikami zaréwno ze strony biorcy jak i dawcy, ale najbardziej istotnym jest stopien doboru
w HLA pomiedzy para dawca/biorca. Dla powodzenia allogenicznego przeszczepienia decydujacy jest
czas procesu petnej odnowy uktadu immunologicznego w zakresie wszystkich populacji
limfocytarnych.

Komorki NK (ang. Natural Killers) sa populacja limfocytow, ktore jako jedne z pierwszych
ulegaja rekonstytucji w organizmie biorcy po allogenicznej transplantacji komarek krwiotworczych.
Wykazuja one wtasciwosci typowe zarowno dla wrodzonej jak i nabytej odpornosci, co czyni je
niezwykle ciekawym przedmiotem badan. Prawidtowe funkcjonowanie komoérek NK regulowane jest
przez szereg aktywujacych i hamujacych receptorow zlokalizowanych na ich powierzchni. Wsrdd nich
wyroznia sie receptory lektynopodobne nalezace do rodziny NKG2, w tym receptor hamujacy NKG2A
oraz receptory aktywujace NKG2C i NKG2D. Maja one zdolnos¢ do oddziatywania
z komodrkami docelowymi, na powierzchni ktorych dochodzi do ekspresji HLA-E, MICA i MICB
nalezacych do nieklasycznych czasteczek MHC klasy I.

Geny kodujace zaréwno klasyczne, jak i nieklasyczne czasteczki MHC zlokalizowane sg w regionie
potozonym na krotszym ramieniu chromosomu 6. Podobnie do klasycznych loci, geny kodujace
nieklasyczne czasteczki MHC klasy | cechuja sie znaczng zmiennoscig polimorficznoscig. Wyjatek
stanowi HLA-E, ktorego allele *01:01 oraz *01:03 wystepuja z czestoscia ok. 99% w ogolnej populacii,
a ich rozktad jest niemal identyczny.

HLA-E jest ligandem dla dwoch receptorow; hamujacego NKG2A oraz aktywujacego NKG2C
(kodowanych, odpowiednio, przez geny KLRC1 oraz KLRC2). Pomimo strukturalnego podobienstwa
obydwu receptorow, zdolnos¢ NKG2A do wigzania HLA-E jest ponad 6-krotnie wieksza, niz NKG2C, co
spowodowane jest przez roznice reszt aminokwasowych w pozycjach 165-168 (dla NKG2C) oraz 167-
170 (dla NKG2A). Sposrod nieklasycznych loci MHC klasy |, najwieksza zmiennoscia polimorficzng
cechuje sie MICA, dla ktdorego odkrytych zostato ponad 100 alleli. MICA oraz MICB sg ligandami dla
receptora aktywujacego NKG2D, ktorego obecno$¢ powiazana jest z cytolitycznymi
i cytotoksycznymi wtasciwosciami komorkami NK. Czasteczki MICA/MICB oraz HLA-E moga wystepowac
zarowno w postaci biatek transbtonowych, jak i w macierzy zewnatrzkomoérkowej w postaci
rozpuszczalnej (ang. soluble, s; sMICA, sMICB, sHLA-E).



Wyniki uzyskane podczas przygotowania niniejszej rozprawy doktorskiej opisane zostaty
w trzech publikacjach oryginalnych. Oméwione zostaty w nich zagadnienia zwiazane ze zmiennoscia
polimorficzng gendw kodujacych receptory NKG2A (KLRC1), NKG2C (KLRC2) i NKG2D (KLRK1) oraz ich
ligandy, czasteczki HLA-E, MICA i MICB, jak rowniez ekspresja powierzchniowa omawianych
receptorow na komorkach NK, a takze poziomem rozpuszczalnych form ich ligandow w surowicy
pacjentow.

Pierwsza z prac (Siemaszko i wsp. Frontiers In Immunology, 2023) skupia sie na receptorach
NKG2A oraz NKG2C oraz czasteczce HLA-E, ktéra jest ich wspolnym ligandem. Badania nad
zmiennoscig genetyczng NKG2A/KLRC1, NKG2C/KLRC2 i HLA-E wykazaty, ze u biorcow chorych na
ostra biataczke szpikowa (ang. Acute Myleoid Leukaemia, AML) allel NKG2A rs7301582 C wystepuje
rzadziej w porownaniu do grupy dawcow. Pacjenci, u ktérych doszto do rozwiniecia ostrej postaci
GvHD o bardziej nasilonym przebiegu llI-IV stopnia czesciej charakteryzowali sie obecnoscia delecji
zlokalizowanej w genie kodujacym aktywujacy receptor NKG2C, niz osoby u ktdorych nie wystapity
objawy aGVHD lub rozwineta sie ona jedynie w tagodnym stopniu I.

W przypadku polimorfizmu rs1264457 w genie kodujacym czasteczke HLA-E zaobserwowano,
ze wystepowanie niezgodnosci miedzy dawca i biorca przeszczepu w allelach HLA-E u par w petni
zgodnych w zakresie klasycznych loci HLA(10/10) skutkuje podwyzszonym ryzykiem rozwiniecia
cGvHD, a takze wystapieniem infekcji CMV po przeszczepieniu. Nie zauwazono natomiast zwiazku
pomiedzy brakiem zgodnosci w allelach HLA-E, a rozwinieciem aGvHD.

Kolejnym aspektem pracy byto zbadanie czy stezenie rozpuszczalnej formy HLA-E
w surowicy biorcow, pobranej po HSCT, jest powiazane-z wystapieniem poprzeszczepowych powiktan.
Wykazano, ze zaréwno biorcy, ktorzy rozwineli przewlekta, jak i ostra chorobe GvH charakteryzuja
sie zmniejszonym poziomem sHLA-E, w porownaniu do biorcow, u ktorych te komplikacje nie zostaty
zdiagnozowane. Dodatkowo, zauwazono tez znaczacy wzrost poziomu sHLA-E w surowicy pobranej 90
dni po przeszczepieniu, w porownaniu do stezenia tego biatka 30 dni po transplantacji.

Badania nad ekspresja receptora NKG2C na powierzchni komorek NK przeprowadzone zostaty
za pomoca cytometrii przeptywowej. Wykazaty one, zZe biorcy, u ktdrych rozwineta sie infekcji CMV
charakteryzuja sie podwyzszonym odsetkiem komoérek NK NKG2C+ w dniu 60 oraz 90 po
przeszczepieniu, w porownaniu do biorcow, u ktorych nie doszto do rozwiniecia infekcji. Podobne
zaleznosci zaobserwowano takze w przypadku populacji komérek NK NKG2A-/NKG2C+. Dodatkowo,
zaobserwowano pewne relacje pomiedzy wystapieniem wariantow polimorficznych, a ekspresja
powierzchniowa receptora NKG2C. U pacjentow z obecnoscia co najmniej jednego allelu NKG2A
rs7301582 T oraz z delecja NKG2C zaobserwowano zmniejszony odsetek komdrek NK NKG2C+
w porownaniu do pozostatych chorych po transplantacji.

Kolejna publikacja (Siemaszko i wsp. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis,
2024) dotyczy genetycznej charakterystyki czasteczki MICB, ktora jest jednym z ligandow
aktywujacego komorki NK receptora NKG2D. Badania nad zmiennoscia polimorficzng MICB wykazaty,
ze w przypadku obydwu badanych polimorfizmow (rs1065075 oraz rs3828903), allele G wystepuja ze
zmniejszong czestoscia u dawcow, ktorych biorcy rozwineli przewlekta posta¢ choroby GvH.
Natomiast obecnos¢ allelu MICB rs1065075 G u dawcy lub biorcy przeszczepu zwiazana byta
z obnizonym ryzykiem rozwoju infekcji CMV. Zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem allelu G
w polimorfizmie MICB rs1065075, a rzadszym rozwojem infekcji CMV zostata dodatkowo potwierdzona
z wykorzystaniem analizy wieloczynnikowej, ktora uwzgledniata zmienne takie jak wiek biorcy, czy
obecnos$¢ przeciwciat anty-CMV w klasie 1gG u dawcy i biorcy przed transplantacjg. Badania nad
znaczeniem rozpuszczalnej formy MICB przeprowadzone zostato z wykorzystaniem surowicy biorcow
pobranej 30 dni od przeprowadzenia procedury transplantacji komérek krwiotworczych. Stwierdzono,
ze pacjenci, u ktorych doszto do infekcji CMV lub u ktorych zdiagnozowano przewlekta posta¢ GvHD
charakteryzowali sie podwyzszonym poziomem rozpuszczalnej formy MICB w porownaniu do
pacjentdw, u ktorych nie doszto do rozwoju tych komplikacji. Ponadto zaobserwowano, iz stezenie
sMICB moze byc¢ zwiazane z obecnoscia specyficznych wariantéw genetycznych MICB. Wyzsze poziomy
rozpuszczalnej formy MICB w surowicy wystepowaty u pacjentow z homozygotycznym genotypem AA
zarowno w przypadku polimorfizmu rs1065075, jak i rs3828903.



W ostatnim, nieopublikowanym manuskrypcie, wchodzacym w sktad rozprawy, zostaty
omowione zagadnienia zwiazane z czasteczka MICA oraz receptorem aktywujacym NKG2D. Badania
nad rozpuszczalng forma MICA w surowicy pacjentow pobranej 30 i 90 dni po przeszczepieniu
ujawnity, ze stezenie sMICA wzrasta wraz z uptywem czasu po HSCT. Podwyzszony poziom
rozpuszczalnej formy MICA zostat stwierdzony w surowicy biorcow pobranej 30 dni po przeczepieniu,
u ktorych zdiagnozowano zaréwno ostra, jak i przewlekta posta¢ GvHD. Zaobserwowano rowniez, iz
stezenie rozpuszczalnej formy MICA moze by¢ zwiazane z genotypem MICA. Pacjenci, u ktérych
wykryto co najmniej jeden allel rs1065075 G (genotypy AG oraz GG), a takze pacjenci, ktorych dawcy
posiadali allel rs1065075 G, charakteryzowali sie podwyzszonym stezeniem rozpuszczalnej formy MICA
w surowicy w porownaniu do osob, u ktorych wykryto homozygotyczny genotyp AA.

U pacjentow ze zdiagnozowana przewlekta choroba GvH ekspresja powierzchniowa receptora
NKG2D na komorkach NK byta podwyzszona w dniu +60 i +90 od przeszczepienia w poréwnaniu do
0sob, u ktorych nie wykryto tej choroby. Dodatkowo, odsetek komorek NKG2D+ NK roznit sie u biorcow
w zaleznosci od poziomu rozpuszczalnej formy MICA. Wyzsze czestosci komorek NKG2D+ NK w +30
dniu po przeszczepieniu wystepowaty u pacjentow, u ktorych poziom rozpuszczalnej formy MICA
w surowicy byt nizszy (sMICA< mediana).

Ponadto, stwierdzono potencjalne znaczenie prognostyczne polimorfizmu NKG2D rs1049174
w przypadku ryzyka rozwoju ostrej postaci choroby GvH. Rozktad genotypow polimorfizmu rs1049174
w grupie biorcow bez lub z tagodnym stopniem | aGvHD byt zblizony do rozktadu genotypow w grupie
kontrolnej, ktora stanowity zdrowe niespokrewnione osoby, dawcy krwi z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa we Wroctawiu. Istotne roznice zaobserwowano poréwnujac biorcow
z bardziej nasilong choroba aGvH II-IV stopnia i osoby zdrowe z grupy kontrolnej lub biorcow bez
ostrej choroby aGvH II-IV stopnia.

Zwienczeniem cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej jest praca
przegladowa dotyczaca opisu biologicznych i klinicznych wtasciwosci receptora aktywujacego NKG2C,
a takze jego oddziatywaniu z czasteczka HLA-E, bedacej wspdlnym ligandem dla receptorow NKG2C
i NKG2A (Siemaszko i wsp. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis,2023).

Wynik opisane w cyklu prac wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej wskazuja na
istotna role zmiennosci genetycznej i ekspresji powierzchniowej receptorow komarek NK

Z rodziny NKG2 w przebiegu procesu odnowy uktadu immunologicznego u pacjentow poddanych
allogenicznemu przeszczepieniu komorek krwiotworczych. Wystepowanie okreslonych wariantow
genetycznych, predysponujacych do rozwiniecia omawianych poprzeszczepowych powiktan moze
miec¢ znaczenie prognostyczne. Z kolei rozpuszczalne formy ligandow receptorow komorek NK,
nalezace do nieklasycznych czasteczek MHC klasy |, maja potencjalne znaczenie jako biomarkery
rozwoju poprzeszczepowych komplikacji, takich jak ostra i przewlekta choroba GvH oraz infekcja
CMV



