Az NKAML témával kapcsolatos − részleteket is tartalmazó − irodalom vázlatos ismertetése
(A szöveg a hivatkozott közlemények adatait, összefoglalóját, ábráit bemutató 

diák sorrendjéhez igazodik).
1.   Rubnitz és mtsai (már tárgyalt) közlése a memphis-i (USA) St Jude Children’s Research 
      Hospital-ból származik. A „Kórház” kutatási volumenének, minőségének, eredményeinek színvonalát − pl. az ott dolgozó (egyébként a 2012 évi Szent-Györgyi jubileumunkra meghívott) Nobel-díjas Peter C Dogherty (1996-ban, a zürichi Rolf M Zinkemagel-lel) − személye, és a „háttér”, a mi Szent-Györgyi Albert Klinikai Központunkét „meghaladó” környezeti és egyéb adottságai ( pl. ~ 3400 alkalmazott, az évi 80 mrd HUF-nak megfelelő 400 millió USD költségvetés) is kellőképpen fémjelzi, tükrözi.
2.    Az SH2 domént tartalmazó inozitol foszfatáz (SHIP) befolyásolja az NK sejt „repertoárt”.
      SHIP hiányában ugyanis (SHIP −/− egerekben) két inhibitor receptor dominál az NK sejtekben. Ilyenkor a teljesen „összeférhetetlen” (mismatched) csontvelő transzplantátum nem lökődik ki, és a túlélési idő megnyúlik. Az SHIP fontos az alloHCT sikerességében, a rejectio és a GVHD tekintetében.

3.   Az alloHCT-vel (esetlegesen) bevitt T sejtek elősegítk a megtapadást és GVL hatást
      fejtenek ki, de − sajnálatosan − ugyanakkor GVHD-t is okoz(hat)nak. A T sejtek eltávolítása kivédi ugyan a GVHD-t, ám fokozza a kilökődés és a leukaemia relapsusának esélyét.
Egerekben a transtplantáció előtt adott alloreaktív NK sejt infúzió feleslegessé teszi a nagyon intenzív kondicionáló előkezelést és csökkenti a GVHD gyakosiságát.

Emberi alloHCT során a donor-versus-recipiens NK sejt alloreaktivitás kiküszöböl(het)i a kilökődést, a a leukaemia relapsusát, és kivéd(het)i a GVHD-t. 

4    Az előző két közléshez fűzött kommentár a „teljes meg-nem-egyezés” (perfect mismatch)
       jelentőségét taglalja. (Érdemes a következő ábrát figyelmesen tanulmányozni).

5.   A részleges HLA-mismatch, a haploidentikus alloHCT kimenetelét az NK sejtek

      „ jótékonyan” befolásolják. 

Az ábra felső részén látható esetben a donor és a recipiens szövetei megegyeznek a KIR ligandok (HLA-A,  -B és -C allélek) tekintetében. Ekkor az NK sejtek (receptorai) „érzékelik” a megfelelő HLA molekulákat, s gátló szignálok következtében további „akció” nem jön létre..

Az ábra alsó részén pedig látható a KIR ligandok meg-nem-egyezésének esete; ekkor az 
NK sejtek KIR-jei nem kapcsolódnak ligandhoz, nem lesz gátlás, és az aktiváló receptorok által kiváltott hatás érvényesül: az NK sejtek megtámadják a leukaemia sejteket (GVL hatás);

megtámadják továbbá a gazda antigén prezentáló (APC) sejtjeit is, ezért a recipiens nem-haemopoetikus („összes, többi”) sejtjeire irányuló G VH reakció „kevesebb” lesz; a recipiens „gazda” (host) T sejtjeinek megtámadása pedig a kilökődést (host versus graft, HVG) védi ki.

Mivel az NK sejteknek többféle aktiváló és gátló receptora van, egyéb folyamatok is befolyásolhatják a GVL, GVH és HVG reakciókat, pl. a − killer T8 − T sejtek is.
6.   AML beteg gyermekekben az első remissióban végzett alloHCT során kimutatható volt a
      GVL hatás, és ez korrelált a „betegségmentes túlélés” (disease-free survival, DFS) mértékével.

7.   A már említett (Rubnitz) közlemény előzményeként a szerzők autológ NK sejt kezelést
      végeztek alloHCT után. Ez azonban nem eredményezett antitumor hatást, mivel 
− feltehetőleg − nem volt NK sejt receptor - autológ tumorsejt meg-nem-egyezés (mismatch), ezért bekövetkezett a kötődés és a gátló hatás. Ennek ellenkezője volt várható az allogén NK sejt infúziótól, melyet transzplantáció, őssejt bevitel nélkül végeztek. (Az eredményekről az előzőekben már szó volt).

8.   112 AML beteg (61 teljes remissióban, 51 relapsusban) részesült HLA haploidentikus

      hemopoetikus transzplantációban, közülük 51 NK-alloreaktív, 61 pedig nem-NK-alloreaktív donortól. Az NK-alloreaktív donoroknak − értelemszerűen − olyan HLA I osztályú KIR ligandjai voltak, amelyek a recipiensben hiányoztak: ez a „hiányzó saját” felismerésének (allorecognition of missing self) helyzete. Az ilyen esetekben csökkent a relapsus aránya (3% versus 47%), jobb volt az „eseménymentes túlélés” (event-free survival, EFS) mind a relapsusban transzplantáltak (34% versus 4%), mind a remissióban transzplantáltak (67% versus 18%) esetében; azaz : csak az NK-alloreaktív donoroktól történő tramszplantáció jár „túlélési előny”-nyel.

9.    A „ programozott sejthalál” granzim útvonalai; „halál ezer vágás által”:

       A T lymphocyták és az NK sejtek citotoxikus granulumai − egyebek mellett − granzimeket (granulum enzimek, Gzm) tartalmaznak. Ezek szerin-eszterázok, és a „programozott sejthalál” (programmed cell death, PCD) több útvonalát aktiválják. Íly módon biztosítanak védelmet a patogénekkel és a tumorokkal szemben, amilyek viszont speciális „stratégiákkal” rendelkeznek a PCD elkerülésére. A granzimek szerepet játszanak az immunregulációban, a gyulladásos, proteolytikus funkciókban.

A következő négy ábra „alapismereteket” foglal össze.

10.    A humán granzimek három csoportja („cluster”):  triptáz locus (Gzm A és K)

                                                                                           kimáz locus (Gzm B és H)

                                                                                           metáz locus (Gzm M)

Láthatók az egyes Gzm-ek hasítási helyei, valamint

az aktív „területek”, „centrumok” (site), a tripszin szerinproteáz doménen belül.

11    A Gzm A homodimer kristályszerkezete:
       a.) a GzmA diszulfiddal összkapcsolt két aktív centruma ( His57, Asp102, Ser 195) 
„szembe néz” egymással (l. a jobboldalon); az α 1, 2, valamint a β 1 - 6 és 7-12 láncok láthatók.
       b.) a Gzm A fontos célpontja a SET, melynek elhasítása a DNS károsítás útvonalár aktiválja. 

A modell azt mutatja, hogy hogyan illeszkedik a GzmA-t „körülvevő” SET (protein) peptid a GzmA aktív centrumába.

12.   A granulumok exocytosisa révén közvetített sejthalál:

       Amikor a citotoxikus T lymphocyta vagy az NK sejt felismeri a célsejtet, a granzimeket és perforint (PFN) tartalmazó granulumok bejutnak az „immunológiai synapsis”-ba (IS), a két sejt membránja „összeolvad”, a PFN és a granzimek a granulumokból „kiszabadulnak” az IS-ba, ahonnan a PFN megkönnyíti a granzimek bejutását a célsejt citoszoljába. 
A sejthalálhoz a GzmB vagy a kaszpázok vagy a kaszpáz szubsztrátumok, a GzmA pedig a szubsztrátumok hasítása révén vezet.
 A GzmA és a GzmB bejut a sejtmagba, ahol további szubsztrátumokat hasít.
13.   A DNS károsodásának Gzm útvonala:

       A GzmA által „generált” „ oxigén szabad gyökök” (reactive oxygen species, ROS) az endoplazmatikus reticulumhoz kapcsolt SET komplex-et „beviszik” a magba, ahol a szintén bejutott GzmA széhasítja a SET komplex három részét (SET, HMGB2 és APE1) *,
 így két nukleáz aktiválódik, létrehozva az egyszálú DNS léziót. 
A GzmA „lebontja” továbbá a H1 linker hisztont és eltávolítja a „mag” (core) hisztonokról a„ „farkakat” (tails): így a kromatin „felnyílik” és hozzáférhetőbb lesz a nukleázok hatása számára.
* [Kiegészítés:
     Az akut myeloid leukaemia (AML) „másik neve”: akut non-lymphoid leukaemia (ANLL). Ennek egyik altipusa (6;9) kromoszóma transzlokációval jár, amely viszont a 9q34 helyen egy „cél-gén” aberrans transzkripciójához vezet.
 Négy ilyen beteg analízise kapcsán egy normális kariotípusú „akut differenciálatlan leukaemiás” (acute undifferentiated leukaemia, AUL) beteget is vizsgáltak, monogramja:SE.

 Megállapították, hogy a 9-es kromoszóma töréspontjai a 7,5 kb transcript-ot (mRNS) kódoló can-nak nevezett gén egyik intronján (intron containing the breakpoints on chromosome 9, icb-9) vannak. Ezenkívül egy „új”, 5,5 kb transcript-ot is kimutattak, amely az  SE betegben „nagymennyiségű” (abundant) volt. Íme, ez a set elnevezés eredete.

A set gén által kódolt SET fehérje (polipeptid) − általában − nem egyedül, hanem komplex-ben hat. A SET komplex öt tagja közül három a GzmA szubsztrátja. Ezek: maga a SET (nucleosome assambly protein), a HMBG2 − HMG-2 − (DNA bending protein) és az APE1 (base excision repair endonuclease).

A másik kettő pedig: a pp32 (tumor suppressor protein) és az NM23 (GzmA-activated DNase), ezt a SET gátolja.

A vázolt rendszer főbb hatásai, az előbb említett DNS károsodás (illetve: „repair”) befolyásolásán kívül az oxidativ stresszel és az apoptosissal kapcsolatosak. A SET komplex gátolja ezenkívül a hiszton acetilációt és a DNS metilációt, így − mint ”onkogén” − a tumorok keletkezésében, progressziójában játszik szerepet. Ezekben a mechanizmusokban kiemelt szerepe van a GzmA-nak. E miatt „GzmA-bombáról” (GzmA-bomb; A-bomb: atombomba), és az általa kiváltott „nukláris háború”-ról is beszélnek.

Az érdekfeszítő irodalom − full-text − nálam rendelkezésre áll. − V.I.] 
14.   Az NKT sejtek szerepe a tumorimmunitásban:

       Az NKT sejtek valódi T sejtek, T sejt receptorral (TCR), de eltérően a „szokványos” 
T sejtektől, (amelyek a szokványos nagyobb hisztokompatibilitási − MHC − molekulák által prezentált peptideket „fedezik fel”), az NKT sejtek egy nem klasszikus MHC molekula, a CD1d által prezentált lipid antigéneket ismerik fel. Részt vesznek mind a vele született, mind az adaptív immunrendszerben; effektor és regulátor szerepük van fertőző és autoimmun betegségekben. 
Rák esetében az I tipusú NKT sejtek (I NKT) − melyekre az invariáns TCR, emberben a Vα 24, Jα 18 jellemző a variábilis, illetve junkciós régiók tekintetében − többnyire protektívek. Interferon gamma (IFNγ) termelésük által aktiválják az NK és a CD8(+) T sejteket és a dentritikus sejteket is, IL-12 képzésre serkentve. 
A II tipusú NKT sejtek (II NKT) viszont − melyekre a „többféle” (diverse) TCR és a CD1d által prezentált lipid-felismerés jellemző − a tumorimmunitást gátolják.
 Egymásra ellenregulálólag hatva, az I NKT és a II NKT sejtek új immunreguláló tengelyt képeznek. Egyensúlyuk „manipulálása” fontos lehet a rák immunterápiájában.
A továbbiakban a közlemény ábráit (1. - 3.) nézzük át:
15.   Az éretlen dentritikus sejtek (DC) CD1d felszíni molekulája által prezentált lipid antigének 
       − például endogén (esetleg tumor eredetű) glikolipidek − kötődése révén aktivált
 I NKT sejtek IFNγ-t termelnek. 
Az I NKT sejtek CD40 ligandjuk útján is kötődhetnek az éretlen dentritikus sejtekhez. Ez az interakció és az IFNγ a DC éréséhez vezet mely ezután  IL-12-t termel: ez pedig fokozza az
I NKT sejtek IFNγ és IL-2 termelését, valamint aktiválja az NK sejteket, a CD8(+) T sejteket 
és a macrophagokat.

Ha az antigénprezentáló sejtek olyan CD8(+) T sejtekre juttatják el a tumor antigéneket, melyeket az I NKT sejtek már aktiváltak, akkor fokozott mértékben indukálódnak tumor specifikus CD8(+)T sejtek, és ezek − különbötő effektor mechanizmusokkal (pl. perforin, granzim, Fas ligand, nitrogénoxid) − a tumorsejtek lysisét okozzák.

16.   A II NKT sejtek elnyomják a tumorimmunitást:
       Ha a II NKT sejteket, melyek többnyire CD4(+)-ak, a tumorból származó és a CD1d révén prezentált glikolipidek kötődése aktiválja, ezek IL-13-at termelnek.
 CD11b(+), GR-1(+) myeloid sejteken igazolható, hogy a mikrokörnyezetből származó
 TNF-α receptorhoz (TNFR) való kötődést követő NF-κB jelátvitellel „párhuzamosan” 
az IL-13 jel átvitele (II tipusú IL-4 receptor és STAT6 útvonalon) az IL-13Rα2 felszíni receptor expanzióját eredményezi.
Ehhez hozzákötődve, az IL-13 átviszi (transduces) a jelet az AP-1-en és TGF-β expanziót
idéz elő. Ez a TGF-β viszont elnyomja a tumorspecifikus CD8(+) T sejtek aktivációját − melyek egyébként a tumor regressziójához vezetnének.

Hasonló az IL-13 által indukált M2 macrophagok CD8(+) T sejteket szupprimáló hatása. A szuppressziót az IL-13, a TGF-β, aTNFα blokkolása felfüggesztheti.
17.   Az I NKT és a II NKT sejtek kereszt-regulációja: új immunregulációs tengely:
       Bizonyos helyzetekben, az egyik sejttípus befolyásolhatja, gátolhatja a másik hatását.

Az aktivált II NKT sejtek aktiválhatják a plazmoid dentritikus sejteket (pDC), amelyek IL-12 és MIP-2 révén az I NKT sejtek anergiájához vezetnek.
 Az I NKT sejtek aktivációja viszont DC érést és tumorimmunitás fokozódást eredményez, ugyanakkor IL-2 útján „támogatják” a regulátoros T sejteket, melyek viszont elnyomják (!) az
I NKT sejteket, (miként az éretlen DC-k és a − már említett − CD11b(+),Gr-1(+) myeloid 
sejtek is).
 Ez a kereszt-reguláció (a Th1 - Th2 tengelyhez hasonlíthatóan) immunreguláló tengelyt képez, melynek egyensúlya befolyásol(hat)ja tumorimmunitást, a daganat immunterápiáját. 
18.   GVT hatás és GVH betegség elkülönítése alloHCT kapcsán:

       A donor T sejtek, NK sejtek által közvetített alloreaktivitás allogén HCT kapcsán a residuális tumor tartós „immunológiai kontroll”-jához, elpusztításához vezethet. 
Kívánatos lenne a jótékony GVT (graft-versus-tumor) hatás elkülönítése a káros GVHD-től. 
A GVT hatás fokozását céloz(hat)ja a minor hisztokompatibiltási antigén (mHA) azonosítása; adoptív immunterápia tumor- vagy mHA-specifikus cytotoxikus T lymphocytákkal; a donor vagy a recipiens vakcinációja a tumorspecifikus immunitás fokozására; az NK sejtek adoptív bevitele. 
(Egyéb stratégiák is vizsgálat alatt állnak a GVHD elnyomására, a GVT hatás megőrzése mellett).
 Ha sikerül(ne) e kettőt elkülöníteni, tovább növekedhet(ne) az alloHCT kuratív szerepe.

A közlemény ábrája:

19.   A minor hisztokompatibilitási antigének MHC-hez kötött peptidek, melyek az 
       MHC identikus recipiens sejteken fejeződnek ki.

(A) A donor sejtfehérjéiből származó peptidek a sejtfelszíni MHC molekulákhoz kötödnek. Az autológ T sejtek toleránsak ezen saját peptidek iránt.

(B) A genom polimorfizmusa miatt azonban a recipiens sejtfehérjéiben aminosav cserék (substitutions) fordulhatnak elő, így a sejtfelszínen, MHC-hez kötődve sajátos (unique) peptidek jelenhetnek meg. A donor T sejtjei ezeket − a recipiens sejtjeit − idegenként azonosítják. Lényegében ez a graft-versus-leukaemia válasz alloHCT kapcsán).
20.   Az NK sejtek aktivációját, gátlását receptorok és jelátviteli utak szabályozzák:
            A közlemény ábrái (1. - 4.):

21.    ITAM tartalmú NK receptorok: 

        Az „ immunreceptor tirozin-alapu aktivációs motívum” (Immunoreceptor Tyrosin-based Activation [Inhibition] Motif, ITAM [ITIM]) szerkezete:
 tirozin [Y]  -  két másik aminosav [xx]  -  leucin [L],   YxxL
(Miként a később − 33.,  a részleteket l. ott − tárgyalandó ITIM(ek) esetében, a különböző ITAM(ok) felépítése is változatos, általánosságban: YxxL/Ix(6-12),(7-12),(6-8)YxxL/I, azaz a két ilyen szekvenciát a farok ( ) jelzett sorszámú aminosavjai választják el).
Az immunglobulin szupercsaládba vagy a C-tipusú lektin-szerű családba tartozó NK receptorok közül a KIR2DS2 és az NKG2C-CD94 komplex transzmembrán részében arginin [R] vagy
 lizin [K] található, a CD16-ban viszont aszpartát [D]. Az előbbiek nem-kovalensen kötődnek az ellentétes töltésű aszpartáthoz a transzmembrán részükben aszpartáttal bíró, ITAM tartalmú jelátvivő alegységekhez (DAP12, FcεRI-γ, CD3-ζ). Ezek többnyire homodimerek, de
 CD3-ζ - FcεRI-γ heterodimer forma is előfordul. 

22.    ITAM-közvetített jelátvitel az NK sejtekben:

        Az ITAM tartalmú jelátvivő alegységek − valószínűlg az SRC család [src, ejtsd: szárk,  
a sarcoma rövidítése; eredetileg: Rous sarcoma protoonkogén]  kinázai által − foszforilálódnak.

Az ezekhez „toborzódó” (recruited) Syk [spleen tyrosine kinase] és/vagy ZAP-70 
[a tirozin kinázokhoz tartozó zeta-chain associated protein kinase 70 − 70 kDa]  (mindkettő kifejeződik az egér és a humán NK sejteken), indítja el a „lefelé” (downstream) jelátvitelt.
Az ábrázolt − „feltételezett” (hypothetical) − jelátviteli útvonalak több vizsgálat adataiból adódnak. Eredmény: az aktin reorganizációja, a degranulatio és a citokin, chemokin gének transzkripciója. (A rövidítések magyarázata az ábra alá írt szövegben található). 

23.   DAP-10-közvetített jelátvitel az NK sejtekben:
        Az NKG2D keresztkötése NK sejt aktivációt okoz, a PI(3)K [phosphoinositol-3 kinase], valamint a Grb2-Vav1-Sos1 komplex  [growth factor receptor-bound protein, adaptor fehérje; vav protoonkogén; a drosophila „Son Of Sevenless” génjének emlős homológja által kódolt faktor] „toborzásával” (recruited), és a DAP-10 [adaptor fehérje] cytoplasmatikus doménjének foszforilált YIN/1 motívumához való társulásával.
Az eredmény: az ábrázolt jelátviteli „lépcsőkön” (cascades) át az aktin reorganizációja és a degranuláció.
*  [ Kiegészítés:     A lipid „tutajok” (rafts, l. 32.) és az aktin szerepe:
                            A mikrodoménekbe rendezett membrán lipidek a lipd tutajok. Ezek jelátvivő partnereket toboroznak, „szállítanak”, amelyek érett immunológiai synapsisbe (IS, l. 34. - 36.) állnak össze; regulálják továbbá az aktin dinamikáját, és citoszkeletonhoz társult fehérjéket toborozva a synapsis szerkezeti stabilitésát alapozzák meg.

A tutajoknak nagyobb komplexszé történő összeolvadásához − amely segíti az IS kialakulását  − a citoskeleton járul hozzá, az aktin reorganizációja (polimerizáció, hálózat-képződés) révén.
Mindez a T sejt (NK sejt) aktivációjához szükséges; a gátló receptorok pedig az aktin citoszkeleton-dependens raft-toborzásának gátlása révén fejtik ki hatásukat.]
24.   CD244 receptor komplexek az NK sejtekben:
        A CD244 citoplazmatikus doménjében lévő TIYXX(V/I) motívum tirozinjának foszforilálódása adaptor fehérjék: SAP [SLAM * associated protein], EAT2 [Ewing sarcoma associated transcript 2], ERT [EAT2-related transducer] „toborzásához” vezet. 
A SAP Fyn-hez [SRC kinase] kötődik, és ez a komplex felelős az NK sejt aktivációért, amikor ezek olyan célsejttel találkoznak, amelyen CD48,  a CD244 ligandja  fejeződik ki.

Az vitatott, hogy a CD244-EAT2, illetve a CD244-ERT komplexek gátló szignálokat eredményeznek-e (l. az ábra középső részén).  
* SLAM: Signaling Lymphocyte Avtivation Molecule
25.   Az NK sejteket több mint 30 éve fedezték fel. Ezek a nagy, granulált lymhocyták a 

        vele született immunrendszerhez tartoznak; a legújabb felismerések pedig már az emberi „malignitás”-ok kezelése terén vezettek eredményekhez (Caligiuri, 2008).
A következő ábrák néhány részletre mutatnak rá:
26.   A humán NK sejtek fejlődésének modellje.
        A csontvelőből származó CD34+, CD45RA+ progenitor sejtek (pro-NK) a keringéssel eljutnak a nyirokcsomókba, és ott a parafolliculáris térbe „kerülnek” (extravasate), ahol 
− dentritikus sejtek révén − aktiválódnak, s az érési folyamat − pre-NK és NK sejteken át −  
a  CD56bright és a CD56dim NK sejtekhez vezet (l. az ábra jobb szélén). Az érett CD56dim NK sejtek az efferens nyirokutakon át „visszatérnek” a keringésbe; a CD56bright NK sejtek a nyirokcsomókban maradnak és dentritikus sejtekkel kerülnek kölcsönhatásba.
27.   Az ábra „A” részén az NK és a dentritikus sejtek kölcsönhatásai − a „másodlagos 
        nyirokszövet” (secondary lymphoid tissue, SLT) -ben − láthatók. 
A perifériáról az SLT-be kerülő aktivált, érett dentritikus sejtek [1] (mDCs) és/vagy az éretlenek (DCs) „találkoznak” a patogénekkel [2]. Citokineket termelnek, melyek szükségesek az NK sejtek éréséhez [3], túléléséhez (pl. a DC IL-15-öt), és az NK sejtek proinflammatorikus citokin termeléséhez (pl. a DC IL-12, kombinációban IL-1, IL-15, IL-18-cal). 
Az aktivált CD56bright NK sejtek viszont TNF és GM-CSF termelésükkel hozzájárulnak a dentritikus sejtek éréséhez [4]; IFN termelésükkel pedig a dentritikus sejtek aktivációjához [5]: 
s így − indirekt módon − a T sejt „priming”-hoz [6], (bár az NK IFN ezt direkt módon is kiváltja).
Az NK sejtek elölhetik a saját éretlen dentritikus sejteket [7] NKp30 révén. Ez  „hyporesponsive”
dentritikus sejtek kibocsátásához és a T sejt priming csökkenéséhez vezet(het).
                Az ábra „B” része az NK sejt „felismerés”-t (recognition) mutatja.

Normál saját szöveteket az NK sejtek nem támadnak meg [fent, balról], mert a „fő” (predominant) szignál a saját MHC Ia osztályú ligandok felismerése lesz, a gátló KIR (és egyéb) receptorok által, és az aktiváló ligandok hiányában. Lényegében ugyanez a helyzet [l. az ábra jobb felső részén] az NK receptorokat illetően − „saját” vonatkozásban − az AML sejtek esetében is.
Normál allogén gazda-szövetben − feltehetőleg − nincsenek ligandok az aktiváló KIR receptorok (pl. NKG20) számára, annak ellenére, hogy a donor NK KIR a gazda MHC Ia-nak „nem felel meg” (mismatch). Ha pedig,  a donor  NK KIR  és a gazda MHC Ia  mismatch esetén,megvan a ligand az NK aktiváló receptorok (pl. NKG20) számára,  a célsejt lysisekövetkezik be [jobbról, alul]. (Érdemes alaposan, figyelmesen átnézni az ábrát! − V.I.)
28.   MA Caligiuri − az iménti összefoglaló szerzője, a téma szaktekintélye −  vall pályájáról, 

        összegzi felfogását, tanácsait.
29.   A tirozin-tartalmú inhibitor motívumokat tartalmazó immunoreceptorok (ITIMs) számos

        sejtválaszt szabélyoznak ( pl. autoimmunitás, allergia, vörösvérsejt-phagocytosis, GVHD, neuronális plaszticitás) és az NK sejtek negatív (gátló) jelátvitelét is.
Ezt a közlemény ábrái illusztrálják.
30.   A KIR-közvetített negatív jelátvitel korábbi modellje NK sejtekben:
        Az NK sejtek KIR-je a célsejt HLA-C ligandjához kötődik; a KIR citoplazmatikus része ITIM szekvenciájának két tirozinját Src-családba tartozó kináz foszforilálja. Ezek a tirozin foszforilált
 ITIM-ek „toborozzák” (recruit) és aktiválják az SHP-1 tirozin-foszfatázt. A katalitikusan aktív SHP-1 több szubsztrátumot defoszforilál, pl. az aktivációs receptorokat,  a jelátvivő molekulákat: így „kivédi” az NK sejt citotoxicitást.
31.   Az NK sejtek KIR általi gátlásában a Vav1 jelentős szubsztrátum:
        Az SHP-1 katalitikus centrumában Asp/Ala „mutáció” (DA) következik be, s ez fuzionál a KIR-rel, így „csapdát” képez a foszforilált Vav1 számára.
A gátlás során létrejött komplex − KIR/SHP-1(DA) − az NK sejt aktivációt a Vav1 defoszforilálása által blokkolja, mivel defoszforilálódva elvész a Vav1-nek a GTP-ase Rac1-re irányuló guanine

exchange factor aktivitása.

32.   A KIR általi gátló jelátvitel revideált modellje NK sejtekben:    
        A korai, aktin-független LFA1 jelátvitel − az Src-kináz útján − foszforilálja és aktiválja a Vav1-et. Ugyanakkor viszont a Vav1-nek az ITIM-hez kötött SHP-1 általi, aktin dependens defoszforilálása „kivédi” az aktin dependens folyamatokat: a természetes citotoxicitási receptoroknak (pl. NKG20) „lipid tutajok”-ra való „toborzását” (recruitment), a receptorok foszforilálását, s így a − szinergisztikus − aktivációt
* [ Kiegészítés:
A továbbiak könnyebb megértése érdekében − számos biokémiai, metodikai részlet mellőzésével − néhány „ alapismeretet” érdemes feleleveníteni.
A protein-tirozin foszfatáz (PTP-ase) családba tartozó SHP (SH2 domént tartalmazó foszfatáz,

Src Homology 2 domain-containing Phosphatase) − két típusa: az SHP-1 és az SHP2 − szerkezete: két SH2 domén (az Src onkoproteinnek és több jelátvivő fehérjének a foszforilált tirozint − phosphotyrosine, pY − felismerő és kötő része),
                   egy katalitikus domén (fehérje-tirozin foszfatáz) és a

                   C-terminális farok, benne két tirozin (Tyr536 és 564, illetve Tyr542 és 580).

A különböző sejtek különböző, túlnyomórészt gátló jellegű folyamatokban szereplő receptoraiban

hasonló − de nem teljesen azonos − ITIM(ek) (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) 

van(nak), ezek általános felépítése:   S/I/V/LxYxxI/V/L,    ahol a „/” jel egyes aminosavak   „vagylagos” voltára utal.
Érdekes módon ennek egy formája − az előzőekben tárgyalt, aktivációs ITAM- on belül (!)

megtalálható − a „fülke” closet ITIM, például az SxYxxL, pontosabban az SPYQEL szekvencia.
[ Az egybetűs jelzések:  S   szerin,   I   izoleucin,   V   valin,   L   leucin,  Y   tirozin,   P   prolin, 
Q  glutamin,  E   glutaminsav,   x  egyéb aminosav(ak) ].

Az ITIM receptor(ok)ként (ITIMRs, pl. az NK sejtek KIR-jében) működik. Intracelluláris ligandja a már említett többféle (enzim, jelátvivő) fehérjének, elsődlegesen az SHP-nek SH2 doménje.
Megjegyzendő, hogy a KIR extracelluláris ligandja − amint már tárgyaltuk − az MHC I osztályú antigén.

 A KIR citoplazmatikus farkában két inhibitoros ITIM van. Az első, N-terminális és
 „membrán-közeli” ITIM nemcsak lényeges, hanem elégséges is a gátlás létrejöttéhez.
 Ennek az első ITIM-nek a foszforilációja „megkülönböztetett” (preferential) SHP-2
kötődéshez vezet, és így a tirozin foszfatáz(ok)nak a  foszforilált ITIM(ek) által kiváltott „toborzása” és aktiválódása lehet a gátlás egyszerű magyarázata. 

A foszfatáz(ok) hatására ugyanis defoszforilálódnak a tirozinok az aktivációs receptorokban

(pl. az ITAM-kapcsolt receptorok, a DAP10-kapcsolt NKG2D, valamint a tirozintartalmú 2B4 receptor); továbbá az aktivációs útvonal különböző tirozin-dependens jelátvivő komponensei: vagyis az SHP egyszerűen „leállítja” (shut down) a foszfotirozin-dependens jeleket.]
33.   Az SPH-1 és SPH-2 szerkezetbeli finom különbözősége eltérő gátlóképességre utal:

       Az SHP-1-nek az ITIM receptorokhoz (ITIMRs = KIR) való kötődéséhez két ITIM szekvencia foszforilálása szükséges; a gátló KIR foszforilált első ITIM-je az SPH-1 második SH2 doménjéhez kötődik. 
„Toborzáskor” az SHP-1-nek a két C-terminális tirozinja foszforilálódik. Mindkettő képes a saját SH2 doménnel intramolekuláris kölcsönhatásba lépni; a közöttük lévő „kis távolság” 
(Tyr536, Tyr564) azonban nem teszi lehetővé a két SH2 doménhoz (N-terminális és 
C-terminális) való egyidejű kötődést.

Az SHP-1 akkor lesz „legaktívabb”, ha az ITIM receptorhoz kötődik: ez után ugyanis a disszociáció két monovalens SH2 domén - foszfotirozin kölcsönhatást eredményez, amelyeknek azonban csak az egyike lesz katalitikusan aktív.

Ettől eltérően, az SHP-2 két C-terminális foszfotirozinja között „nagyobb” a távolság 
(Tyr542, Tyr580), így mindkettő egyidejűleg képes az SH2 doménekkel intramolekuláris kölcsönhatásba lépni.

Ennek következtében az SHP2 az ITIM receptorról katalitikusan aktív konformációban „válik le”

(released), méghozzá divalens intramolekuláris komplex − aktív ! − formában.  Továbbá: 
az SHP2 képes kötődni a KIR mindkét foszforilált ITIM-jéhez vagy akár csak az elsőhöz

(amint a képen látható).

Még egy átmeneti jellegű ilyen kapcsolódás is − az SPH2 mindkét C-terminális tirozinjének foszforilációjával együtt − tartós katalitikus aktivitású SHP-2 „kibocsátását” (release) eredményezi. Másként: az SHP-2 akkor is képes molekulákat defoszforilálni, ha már nincs ITIM

receprorhoz kötve.

Az előbbiekben vázolt szerkezeti különbözőségek eltérő működésre, gátlóképességre utalnak.
34.   Az NK sejtek effektor funkcióihoz sejt-sejt kapcsolat, „immunológiai synapsis” szükséges.

35.   A  kép az immunológiai synapsis szerepét mutatja a komplex regulácóban.

        („Magyarázó” szöveg a következő dián).

36.   Az NK sejt immunológiai synapsisa  (NKIS):
  Az NK és a célsejt kölcsönhatása adhézióval, összekapcslódással kezdődik.
Ha  a célsejten hiányoznak az MHC I molekulák (vírusfertőzés  vagy tumor kapcsán), ez aktiváló NKIS (l. bal oldalt) kialakulásának kedvez. 
Az NK sejt aktiváló receptorainak „találkozása” a ligandokkal a jelátvivő molekulák foszforilálását és az aktin citoskeleton átrendeződést idézi elő. Ez viszont még stabilabb kapcsolathoz vezet azáltal, hogy egy F-aktin gyűrű  keletkezik a pSMAC területen, továbbá signalosoma képződik a cSMAC-ban számos jelátvivő és adaptor molekulából.
[ Megjegyzés: az immun synapsis Supramolecular activation cluster (SMAC)-ként is definiálható;
koncentrikus gyűrűi: a centrális, a perifériás és a disztális, ezek „molekula-keverékeket” 
(pl. proteinkináz-C, Fyn − src kináz −; LFA-1: lymphocyte function associated antigen-1;

CD43: szialoforin foszfatáz, CD45: tirozin foszfatáz) tartalmaznak.] 

 Így egy pozitív feed-back hurok jön létre, amely jel-erősödéshez (amplification) és folyamatos jelátvitelhez vezet; ez pedig nagyban stimulálja az aktin polimerizációt és az MTOC-nak 

(Microtubule organizing center, „centrosoma”) az aktiváló NKIS-hez való polarizálódását. 
A perforint és granzimeket tartalmazó lytikus granulumok a microtubulusokon át és az MTOC transzlokációjával a cSMAC-ba jutnak, majd kibocsátódnak. A perforin „kilyukasztja” a célsejt
membránját, így a granzimek bejutnak és apoptosist indukálnak.

A célsejt lysise után az NK sejt „leválik” és újabb célsejtet keres
Ha pedig a célsejten vannak MHC I molekulák, az NK sejt receptoraihoz kötődés után, gátló szignálok fognak dominálni, és gátló NKIS alakul ki (l. jobboldalt).
A − proximális − jelátvivő molekulák foszfatáz-közvetítette defoszforilálása az aktivációs jelátvitel  megszakadásához (disruption) és a signalosoma képződésének „leállásához” (blocking) vezet.
Ez pedig kivédi az aktin cytoskeleton átrendeződést és gátolja az MTOC és a lytikus granulumok polarizálódását: így a célsejt túlélését eredményezi.
37.   Az NK sejtek alloreaktivitása −  melyet a donor NK sejtek KIR-jei és a recipiens HLA

         határoz meg − összefügg az AML-ben végzett haemopoetikus sejt transzplantáció (HCT) 

        sikerével.
Mind HLA „azonos” (209 eset), mind HLA „eltérő” (mismatched, 229 eset) transzplantációk kapcsán a donor KIR B/x genotípusa [ = legalább egy B haplotipus]   −   a KIR A/A-val 
[ = két A haplotipus]  összehasonlítva    −   „jobb” 3 éves túléléssel (overall survival, OS)  

és a relapsus-mentes túlélés (relapse-free survival, RFS) javulásával járt.
Ezért (a HLA tipizálás mellett) a donor KIR haplotipusa meghatározását is el kell(ene) végezni.

38.   A cytokin-indukálta killer sejtek (CIK) cytotoxikusak autológ és allogén AML célsejtekre.

        Ezeknek a funkcionálisan heterogén lymphocytáknak többsége három altípusba 
− CD3(-) CD56(+), CD3(+) CD56(-), CD3(+) CD56(+) − sorolható. 
Közülük az első, a CD3(-) CD56(+) viselkedik úgy, mint a klasszikus NK sejt: a cytotoxicitás fokozódik az AML célsejteken a HLA I osztályú molekulák blokkolása kapcsán. 
A másik két − CD3(+) − változat esetében a jól ismert NK receptorok (pl. KIR, NKG2D)
 nem játszanak szerepet
[Ha az olvasót a CIK „létezésén” kívül további részletek érdeklik, ezeket a figyelemre méltó közleményben megtalálja.]
39.   Technikai szempontból (Current Good Manufacturing Practices, CGMP) is fontos,
         hogy   az  immunterápia számára elérjük az allogén NK sejtek megfelelő expanzióját és aktivációját.

Ismeretes, hogy az NK sejtek cytotoxicitását az Interleukin-2 fokozza. Módszerükkel, amely

− többek között − az Interleukin-15 hatásán alapul, jelentős NK sejt expanzió érhető el.

(További részletek a következő ábrán láthatók).

40.   Intézetükben (St. Jude Children’s Research Hospital) a haploidentikus donortól  

        leukaferezissel nyert (NK, T sejteket, monocytákat tartalmazó) terméket  genetikailg módosított − egyebek mellett membránhoz kötött IL-15-öt (mb15) kifejező −
 K562  myeloid leukaemiás, besugárzott sejtekkel együtt tenyésztik IL-2 jelenlétében. 
Az így kapott NK sejtdús szuszpenziót, T sejt mentesítés után, vagy direkt beadják az
„„NK-érzékeny” folyamatok (pl. AML, Ewing sarcoma) esetében, vagy pedig 
genetikai módosítás − anti CD18 kiméra receptor kifejeződése − után  alkalmazzák
 a „kevésbé érzékeny” (pl. ALL, B-sejtes non-Hodgkin lymphoma) esetekben.
41.   A donor-versus-recipiens NK sejt alloreaktivitás allogén haemopoetikus 
        transzplantációban:
Az NK sejtek KIR ligandjainak „meg-nem-felelése” (mismatch) esetén − minthogy ilyenkor ezek
a donorban megvannak, a recipiensben pedig hiányoznak − alloreakció jön létre.
Ez, mind őssejttranszplantáció, mind a transzplantáció nélküli NK sejt infúzió alkalmazásakor immunterápiás hatást eredményez, a következő ábrák tanúsága szerint.
42.   Az akut leukaemiában alkalmazott HLA-haploidentikus őssejt-transzplantáció
        protokolja:

A graft három nagyságrenddel (ezerszer) több őssejtet tartalmaz, mint CD3+ T sejtet. Ez utóbbiak eltávolítása kivédi a graft- versus-host betegséget. A nagyadagú (megadose) őssejt 
− a HLA-gát „áttörésével” − biztosítja a megtapadást
43.   A donor-versus-recipiens alloreaktív  NK sejt „repertoár” a transzplantáció után
        regenerálódik:

A donor NK sejtjei, a saját HLA ligandok számára  KIR2DL2/3 gátló receptort fejeznek ki.
Ezek a saját HLA ligandokkal (HLA-C 1 csoport) talákozva „kiképződnek” (licensed/educated), 
és alloreaktívvá válnak olyan nem-egyező (mismatched) allogén célsejtekkel szemben, 

amelyek nem fejeznek ki saját HLA-KIR ligandokat (l.a kép baloldalán).
A jobboldali rész azt mutatja, hogy a KIR ligandban nem egyező (mismatched) donortól átültetett őssejtek − hasonló módon − alloreaktív NK sejtek (klónok) kialakulását eredményezik. 

Ezek azután kipusztit(hat)ják a leukaemiás sejteket (= GVL hatás), valamint elöl(het)ik a recipiens T lymhocytáit (= a kilökődés megelőzése) és dentritikus sejtjeit (= GVHD kivédése).
44.   A humán alloreaktív KIR(+) NK sejtek, amelyek a célsejtek HLA 1 osztály allotipusa
       tekintetében „nem-megfelelőek” (mismatched), hatékonyan felismerik a humán AML 
CD34(+) CD38(-) leukaemiás őssejtjeit, és ezekre nézve cytotoxikusak lévén, a betegség kimenetelét javítják.
 („Megkímélik” ugyanakkor az előbbiekkel azonos immunfenotipusú egészséges csontvelői haemopoetikus őssejteket ! ).
45.   A haploidentikus őssejt-átültetés után az NK sejtek KIR „ repetoár”-jában az   

        allotipusok közt különbség  van:
Az átültetés után a „helyreállítás” (reconstitution) „sorrendje” (hierarchy), hatékonyság szempontjából: legerősebb a HLA- C1 kötő, majd a HLA-Bw4, utána a HLA-C2 kötő altipus.

A HLA-C1 altipus „meg-nem-egyezése” (mismatch) a graft „élettartama” (survival), és a betegekre vonatkozó „eseménymentas túlélés” (EFS) tekintetében a legkedvezőbb; vagyis az egyes KIR receptorok vonatkozásában különbség igazolható.
46.   A KIR haplotipusok és a HLA I osztályú ligandok asszociációja:
        Ír népességben vizsgálva − többek között − azt találták, hogy a KIR3DL1(*)01502 nőkre volt specifikus. Az írekben talált többféle KIR:HLA „társulás” (association) viszont eltért a más populációkban találtaktól, s ez ellene szól az (itt részleteiben nem tárgylandó) „általános szelekciós nyomás”-nak.

47.   A membrán nanotubusainak szerepe:
        A nanotubuson fizikailag kötnek össze „nagyobb távolságokról” sejteket. Kialakulásuk a receptor-ligand kölcsönhatással és az NK sejt aktivációjával függ össze. A szubmikronos „kapcsolatok”-ban (junction) fehérjék gyűlnek össze, köztük a jelátvivő adaptor DAP10, amely az NKG20 aktiváló receptorhoz társul; továbbá az MHC I osztályú „A” fehérje (MHC class I A, MICA), amely az előbbi(ek) ligandja. Így következik be az NK és a target sejt közötti synapsisban az NK aktiváció kiváltása (trigger). Ráadásul,  a Vav-1 és a tirozin-foszforilált fehérjék is felszaporodnak. A nanotubusok segítik a „távoli” célsejtek lysisét vagy direkt módon, vagy a célsejteknek a nanotubus útvonalon való mozgásával. Ennek során a szoros kapcsolat és az immunológiai synapsis révén jön létre a lysis; azaz: a nanotubusok specifikusan irányítják a célsejtek mozgását. Végül is, azok a célsejtek, amelyek nanotubuson át kapcsolódtak az NK sejtekhez, gyakran feloldódtak (frequently lysed); a nanotubus − mikromanipulátorral történő − eltávolítása viszont csökkentette a célsejtek lysisét.
„Footnote”

 A speciálisnak mondható, ám számos általános orvos-biológiai tudnivalót tartalmazó jelen összeállítás közzétételében − melyben az avatott szakemberek bizonyára találnak hiányosságokat, hibákat, elírásokat − az a cél vezetett, hogy - elsősorban a Klinika orvosai
számára − betekintést nyújtsak az oktató, betegellátó és kutatói tevékenység mindennapos

feladatai mellé, a saját, szűkebb érdeklődési területen is túlmutatva, az általánosabban is
érvényes biokémiai, molekuláris biológiai részletekbe, (melyeket  „a kiváló medikus jobban

ismer”  -  !?). Immár „swan-song” jelleggel újra hangsúlyozom: az igényes klinikus „tartson lépést”, ne „szűküljön be”, sőt  … !         − V.I.
