Immuunijarjestelma:
luonnolliset tappajasolut

Luonnolliset tappajasolut voivat tuhota SARS-CoV-2-viruksen
infektoimia soluja, mutta vakavaa COVID-19-infektiota
sairastavilla NK-solujen antama immuunivaste toimii
puutteellisesti.

Writkowski et.al havaitsi, etta vaikeaa COVID-19-tautia
salrastavien verenkierrossa on normaalia korkeampi pitoisuus
anti-inflammatorisia molekyyleja, jotka vaikuttavat
kasvutekija-Bl:een (TGF-Bl). Tama vaikutus liittyy NK-solujen
heikentyneeseen antiviraaliseen immuunivasteeseen, mika
heikentaa immuunijarjestelman puolustusta SARS-CoV-2-virusta
vastaan.

RNA-sekvensointianalyysissa NK-solut osoittivat
erityispiirteita COVID-19-potilailla terveisiin verrattuna.
Proinflammatoriset sytokiinivalitteiset signalointireitit

vahvistuivat merkittdvasti. Epatavallinen CD56°"CD16"*° NK-
solupopulaatio laajeni COVID-19-potilaiden PBMC-soluissa
taudin vakavuudesta riippumatta, ja siihen liittyi NK-solujen
sytotoksisuuden heikkeneminen. NK-solupopulaatio kuitenkin

normalisoitui nopeasti samalla kun ep&atavanomaiset CD56°"CD16"
NK-solut katosivat ja NK-solujen sytotoksisuus palautui
potilailla, joilla oli lieva COVID-19, mutta NK-solujen
sytotoksisuus palautui hitaasti potilailla, joilla oli vakava
COVID-19.

Luonnollisten tappajasolujen sytotoksisuuden heikkeneminen
altistaa vakavammalle COVID-19-infektiolle, mutta mita nama
luonnolliset tappajasolut, eli NK-solut ovat?
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Johdanto

Luonnolliset tappajasolut (Natural Killer Cells) ovat T -ja B
-solujen perheeseen kuuluvia yhteisesta kantasolusta
kehittyvia 1lymfosyytteja. Luontaisen immuunijarjestelman
soluina NK-solut Uluokitellaan ryhman I synnynnaisiksi
lymfosyyteiksi (ILC).

Luonnolliset tappajasolut reagoivat nopeasti patologisiin
uhkiin. NK-solut tunnetaan erityisesti virustartunnan
saaneiden solujen tuhoamisesta seka syovan varhaisten merkkien
havaitsemisesta ja kontrolloimisesta.

Erikoistuneita NK-soluja on myos istukassa ja niilla on tarkea
rooli hedelmoittymisessa ja raskauden aikana. NK-solut
havaittiin niiden kyvysta tappaa pahanlaatuisia soluja ilman
erillista aktivointia. Sytotoksisista T-soluista poiketen NK-
solut eivat tarvitse aktivointia antigeenia esittavilta
soluilta.

NK-solut erittavat sytokiineja: interferoni-gamma[IFNy] ja
tuumorinekroositekija-alfa[TNFal], jotka vaikuttavat
immuunivastetta tehostaviin immuunisoluihin, kuten
makrofageihin ja dendriittisoluihin.

NK-solut ovat jatkuvasti yhteydessa muihin soluihin.
Luonnollisen tappajasolun immuunivasteen kaynnistymiseen
vaikuttaa aktivoivien ja estavien reseptorien signaalien
tasapaino NK-solun pinnalla.

Aktivoivat reseptorit tunnistavat molekyyleja, jotka
ilmentyvat pahanlaatuisten syopasolujen ja sairastuneiden
solujen pinnalla kadynnistaen NK -solun sytotoksisen
immuunivasteen. Estavat (inhibitoivat) reseptorit toimivat NK
-solujen varmistusmekanismina, joka estaa NK-soluja tuhoamasta
terveita soluja.

Useimmat terveet solut ilmentavat pinnallaan MHC I-
reseptoreita. Nama toimivat tunnisteina, joiden avulla



immuunijarjestelma erottaa omat solut vieraista
taudinaiheuttajista. NK -solun pinnalla olevat estavat
reseptorit tunnistavat MHC I:n. Tama "sammuttaa” NK -solun
immuunivasteen estaen terveen solun tappamisen.

Syopasolut ja viruksen infektoimat solut menettavat usein MHC
I-reseptorit, jolloin ne altistuvat NK-solujen sytotoksiselle
immuunivasteelle. Havaitessaan infektoituneen solun NK-solu
vapauttaa perforiinia ja grantsyymeja sisaltavia sytotoksisia
rakeita, mika johtaa kohdesolun hajoamiseen.

MHC I:n ja NK-soluja estavien reseptorien geenit vaihtelevat
ihmisten valilla. Naiden geenien alleelit assosioituvat mm.
joidenkin autoimmuunisairauksien riskiin. NK-solut muuttuvat
ian myota, ja niihin vaikuttavat krooniset virusinfektiot,
kuten sytomegalovirus (CMV). Koska

NK-solut kykenevat tappamaan kasvainsoluja, ne ovat
syopahotoihin kohdistuvan immuuniterapian kannalta kiinnostava
tutkimuskohde. Jotkut terapeuttiset monoklonaaliset vasta -
aineet perustuvat NK-solujen hyodyntamiseen. Tutkijat
kehittdavat myos hoitoja NK -solujen aktivoimiseksi kayttamalla
sytokiineja ja testaavat geneettisesti muunnettuja elavia NK-
soluja immuuniterapiana.

Luonnolliset tappajasolut ja
immuunijarjestelma

Luontaisen (innate) immuunijarjestelman luonnollisia
tappajasoluja ei tule sekoittaa hankinnaisen (adaptive)
immuunijarjestelmn luonnollisiin tappaja T-soluihin (Natural
killer T cell).

Luonnolliset tappajasolut, jotka tunnetaan myos nimella NK-
solut tai suuret granulaariset lymfosyytit (LGL) ovat
synnynnaiseen/luontaiseen (innate) immuunijarjestelmaan
kuuluvia sytotoksisia (eli infektoituneita soluja tappavia)
lymfosyytteja. NK-solut kuuluvat kasvavaan synnynnaisten
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lymfoidisolujen (ILC) perheeseen, jotka muodostavat 5-20
prosenttia kaikista elimiston lymfosyyteista [1].

NK-solujen rooli on verrannollinen hankinnaisen (adaptive)
immuunivasteen sytotoksisten T-solujen roolin kanssa.

Luontaisen immuniteetin jarjestelmat torjuvat nopeasti ja
tehokkaasti mikrobeja ja muita elimistoOn paasseita tail
kertyneita vieraita aineksia tilanteissa, joissa antigeeneja
spesifisesti tunnistavia vasta-aineita ja sytotoksisia T-
soluja ei ole ehtinyt muodostua, seka tilanteissa, joissa
adaptiivinen immuniteetti tarvitsee tehostemekanismeja
tunnistamiensa vieraiden rakenteiden siivoamiseen. NK-solut
aktivoituvat nopeasti (noin kolmessa vuorokaudessa) viruksen
tal jonkin muun patogeenin aiheuttamaan infektioon.

MHC (Major Histocompatibility Complex)

Tavallisesti immuunisolut havaitsevat MHC*-glykoproteiinien
muutokset infektion saaneiden solujen pinnoilla. MHC-
proteiineja kutsutaan usein myos HLA*-antigeeneiksi. MHC-
molekyyleja on kahta tyyppia: luokan I MHC- ja luokan II MHC-
molekyylit.

Luokan I MHC-proteiineja 1ilmennetaan 1lahes kaikissa
selkarankaisen solutyypeissa. Ne esittelevat antigeeneja
sytotoksisille T-soluille. Luokan II MHC-proteiineja
ilmennetaan paaasiassa soluissa, jotka ovat vuorovaikutuksessa
auttaja-T-solujen (T helper-cell) kanssa, kuten
dendriittisoluissa, makrofageissa ja B-lymfosyyteissa.

MHC-proteiineja esiintyy sairastuneiden solujen solupinnoilla,
mika laukaisee sytokiinien erittymisen. Tama johtaa
infektoidun solun 1lyyttiseen hajoamiseen (lysis) tail
apoptoosiin (ohjattu solukuolema).

NK-soluja kutsutaan "luonnollisiksi tappajiksi”, koska niiden
immuunivaste ei edellyta erityista aktivointia ja solun
infektioon viittaava MHC I-markkeria [2]. Taman vuoksi NK-
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solujen immuunireaktio on nopea. Muut immuunisolut, kuten T-
solut, eivat havaitse ja tuhoa haitallisia soluja, joista
puuttuu nama MHC I -markkerit.

MHC-proteiinit toimivat immunologisessa puolustuksessa sitoen
antigeenind toimivan proteiinin pilkkoutumisen seurauksena
syntyneita peptidifragmentteja ja kuljettaen niita antigeenia
esittelevan solun (dendriittisolu naiivien T-solujen
tapauksessa) pinnalle, jossa ne esitellaan yhdessa muiden
stimulatoristen signaalien kanssa T-soluille.

Taman seurauksena aktivoituneet efektori-T-solut tunnistavat
saman peptidi-MHC-kompleksin kohdesolunsa pinnalla, mika voi
sytotoksisten T-solujen tapauksessa olla mika tahansa
infektoitunut elimiston solu, auttaja-T-solujen tapauksessa B-
solu, sytotoksinen T-solu, infektoitunut makrofagi tail
dendriittisolu itse.

* major histocompatibility complex
* human leucocyte-associated antigens
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NK-solut tehostavat synnynnaisen immuunijarjestelman toimintaa

Luonnolliset tappajasolut kuuluvat synnynndisten imusolujen
ryhmaan. Ne ovat yksi kolmesta solutyypista, jotka ovat
eriytyneet tavallisista imukudoksen kantasoluista. Ryhman
kaksi muuta imusolutyyppia ovat B- ja T -solut. NK-solut
erottaa muista lymfosyyteista CD56:n ilmentyminen ja CD3:n
puuttuminen (CD56+, CD3-) [3, 4].

NK -solut erilaistuvat ja Kkypsyvat luuytimessa,
imusolmukkeissa, pernassa, risoissa ja kateenkorvassa [5].
Luonnolliset tappajasolut eroavat luonnollisista tappaja-T-
soluista (NKT) fenotyypin, alkuperan ja efektoritoimintojen



perusteella. Usein NKT-soluaktiivisuus edistaa NK-solujen
toimintaa erittamalla gamma-interferonia.

NK-solut eivat ilmenna T-soluantigeenireseptoreita (TCR), pan-
T-merkkiaineita (CD3), tai pinta-immunoglobuliinien (Ig) B-
solureseptoreita, mutta yleensa ne ilmentavat
pintamarkkereita, kuten CD16 ja CD57. NKp46 -solun
pintamarkkeri on NK -solumarkkeri, joka ilmentyy ihmisisen
solujen lisaksi monien elainten soluissa [6] [7].

Luonnolliset tappajasolut tehostavat luontaisen
immunijarjestelman toimintaa. Aktivoivilla ja inhiboivilla NK
-solureseptoreilla on tarkeita toiminnallisia tehtavia
immunologisen toleranssin (self tolerance) ja NK -solujen
aktiivisuuden yllapitamisessa.

NK-solut osallistuvat myods adaptiiviseen immuunivasteeseen
[8]. Kokeet ovat osoittaneet NK-solujen kyvyn mukautua
valittomaan ymparistoon ja muodostaa antigeenispesifista
immunologista muistia, joka on olennainen sekundaarisiin
infektioihin vastaamisessa samalla antigeenilla [9].

NK -solujen rooli immuunivasteissa on tarkea tutkimuslinja
tutkimuksessa, jossa kaytetaan NK -solujen aktiivisuutta
mahdollisena syopahoitona.

* MeSH = Medical Subject Headings
* FMA = The Foundational Model of Anatomy Ontology

NK-solujen historia

Varhaisissa syoOpapotilaiden tutkimuksissa soluvalitteisesta
sytotoksisuudesta kasvainkohdesoluja vastaan havaittiin
johdonmukaisesti niin sanottua "luonnollista” reaktiivisuutta.
Jotkin lymfosyytti-populaatiot hajottivat poikkeuksellisesti
kasvainsoluja ilman, etta niita oli aikaisemmin herkistetty
kasvainsoluille.

Tohtori Henry Smith (Leedsin yliopiston ladketieteellinen



korkeakoulu) julkaisi havainnosta tutkimuksen (1966), jossa
vahvistettiin, etta kasittelemattomat lymfoidisolut pystyivat
antamaan Lluonnollisen immuniteetin kasvaimille [10]. Monet
tutkijat olivat tehneet vastaavia havaintoja, mutta koska
loydot olivat ristiriidassa tuolloin vakiintuneen mallin
kanssa, monet pitivat naita havaintoja artefakteina*.[11]

* Artefakti (ladketiede):

1. keinotekoinen tuote; rakenne tai piirre, joka ei ole
luonnollinen, vaan johtuu manipulaatiosta.

2. kuvan vaaristyma tai sumeus, joka johtuu kasittelysta tai
varastoinnista.

Vuoteen 1973 mennessa "luonnollinen tappava” reaktiivisuus
vahvistettiin useilla lajeilla. Havaintojen seurauksena
postuloitiin oletus erillisen solulinjan olemassaolosta, jolla
on tama kyky. Havainnon, etta ainutlaatuinen lymfosyyttityyppi
oli vastuussa spontaanista sytotoksisuudesta, teki 1970-luvun
alussa Rolf Kiessling ja Hugh Pross hiirilla [12] sekda Hugh
Pross ja Mikael Jondal ihmisilla [13][14]. Hiiri- ja
ihmistutkimukset toteutettiin Tukholman Karoliinisen
instituutin professorien Eva Kleinin ja Hans Wigzellin
ohjauksessa.

Kiesslingin tutkimus koski T-lymfosyyttien hyvin
karakterisoitua kykya hajottaa kasvainsoluja, joita vastaan ne
oli aiemmin dimmunisoitu. Pross ja Jondal tutkivat
soluvalitteista sytotoksisuutta ihmisen veressa ja erilaisten
reseptoria sisaltavien solujen poistamisen vaikutusta tahan
sytotoksisuuteen. Mydohemmin samana vuonna Ronald Herberman
julkaisi samanlaisia havaintoja hiiren efektorisolun
ainutlaatuisesta luonteesta [15]. Ihmisilla tehtyjen
tutkimusten tiedot vahvisti suurimmaksi osaksi West et al.[16]
kayttaen samanlaisia tekniikoita ja samaa erytroleukeemista
kohdesolulinjaa, K562. K562 on herkka ihmisen NK-solujen
hajoamiselle. Sittemmin K562 51-kromin vapautumismdarityksesta
on tullut yleisimmin kaytetty maaritys ihmisen NK-



toiminnallisen aktiivisuuden havaitsemiseksi [17].

Menetelman yleinen kaytto on johtanut siihen, etta
laboratoriot ympari maailmaa voivat helposti vertailla
kokeellisia tietoja. Kayttamalla epajatkuvaa
tiheyssentrifugointia ja monoklonaalisia vasta-aineita,
luonnollinen tappamiskyky kartoitettiin suurten,
granulaaristen lymfosyyttien alaryhmaan (LGL), jotka tunnetaan
nykyaan NK-soluina.

Timonen ja Saksela osoittivat wvuonna 1980, etta
tiheysgradientilla eristetyt suuret granulaariset lymfosyytit
olivat vastuussa ihmisen NK-aktiivisuudesta [18]. Tama oli
ensimmainen kerta, kun NK-solut visualisoitiin
mikroskooppisesti, ja se oli suuri lapimurto alalla.

NK-solujen alaryhmat

NK-solut luokitellaan:

= CD56°™" -soluiksi ja

= CD56"" ~ soluiksi [19][20][3]

CD56°™" NK-solut eritt&vat sytokiineja ja ovat toiminnaltaan

samankaltaisia kuin T-auttajasolut [20]. CD56°™"" NK-solut
muodostavat valtaosan luuytimen, toissijaisista
imukudoselimista, maksan ja iho NK-soluista [3].

Imukudosta on my0s imukerasissa. Imukerasia l0ytyy
risakudoksista, Peyerin levyista suolistossa, umpilisdkkeesta
ja hengitysteiden limakalvolta. Naista imukudoksista
kaytetaan nimitysta MALT-jarjestelma (mucosa-associated
lymphoid tissue). Imukudoselimet voidaan jakaa ensisijaisiin
imukudoselimiin, joita ovat luuydin ja kateenkorva seka
toissijaisiin imukudoselimiin, joita ovat perna, risat,
imusuonisto imusolmukkeineen, erilliset imukeraset ja
imukerassikermat.
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CD56™" NK-soluja l6ydetdan pasdasiassa perifeerisestd verestd*,
[3]. Naita NK-soluja luonnehtii "kyky tappaa” sairastuneita

soluja [20]. CD56™" NK-solut ovat aina CD16-positiivisia (CD16
on vasta-aine-riippuvaisen soluvalitteinen sytotoksisuus (ADCC
— Antibody-dependent cellular cytotoxicity)) valittaja [20].

CD56°™"" NK-solut voivat muuttua CD56°" -soluiksi CD16
valityksella [3]. Luonnolliset tappajasolut tuhoavat viruksen
infektoimia soluja CDl16-valitteisesti vasta-aine-
riippuvaisessa soluvalitteisessa sytotoksisuudessa (ADCC)[21].

Kaikilla COVID-19-potilailla CD56°™"" NK-solujen toiminta on

heikentynyt, mutta CD56™" on heikentynyt vain vakavaa COVID-19-
infektiota sairastavilla [21].

* Perifeerinen veri kulkee sydamen, valtimoiden, kapillaarien
ja verisuonien lapi. Sen tarkein tehtava on kuljettaa happea
ja ravintoaineita elimiston soluihin ja kudoksiin seka
poistaa hiilidioksidia ja muita kuona-aineita elimistoOsta.

NK-solujen reseptorit

NK-solureseptorit voidaan erottaa toiminnan perusteella.
Luonnolliset sytotoksisuusreseptorit indusoivat suoraan
apoptoosin (solukuoleman) Fas-ligandiin sitoutumisen jalkeen,
mika osoittaa suoraan solun tartunnan.

MHC-riippumattomat reseptorit kayttavat vaihtoehtoista reittia
apoptoosin indusoimiseksi infektoiduissa soluissa.
Luonnollinen tappajasoluaktivaatio maaraytyy estavan ja
aktivoivan reseptoristimulaation tasapainon perusteella.
Esimerkiksi, jos 1inhiboiva reseptorin signalointi on
nakyvampaa, NK-soluaktiivisuus estyy; samoin, jos aktivoiva
signaali on hallitseva, seurauksena on NK-solujen aktivaatio
[22]. NK-solureseptorityypit (joissa on inhiboivia ja joitain
aktivoivia jasenia) erotetaan rakenteesta. Seuraavassa on
muutama esimerkki:
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Aktivoivat reseptorit

»Ly4d9 (homodimeeri, eli kahdesta rakenneyksikodsta
koostuva rakenne, jonka molemmat yksikdot ovat
samanlaisia). Ihmisella on yksi pseudogeeninen Ly49-
reseptori, joka kuuluu vanhoihin C-tyypin
lektiiniperheen reseptoreihin. Ly49 on klassisten
(polymorfisten) MHC I -molekyylien reseptori.

= NCR (Luonnolliset sytotoksisuusreseptorit),
immunoglobuliinien superperheen tyypin 1
transmembraaniproteiinit valittavat stimulaatiossa NK:n
tappamista ja IFNy:n vapautumista. Ne sitovat
virusligandeja, kuten hemagglutiniinit ja
hemagglutiniinineuraminidaasit, joitain
bakteeriligandeja ja soluligandeja, jotka liittyvat
kasvaimen kasvuun, kuten PCNA.

= CD16 (FcyIIIA) CD16 on erilaistumismolekyylien ryhma,
joka loytyy luonnollisten tappajasolujen, neutrofiilien,
monosyyttien ja makrofagien pinnasta. Se osallistuu

vasta-aineriippuvaiseen soluvalitteiseen
sytotoksisuuteen.CD16 on immunoglobuliinien superperheen
(IgSF) molekyyli, joka osallistuu vasta-

aineriippuvaiseen solusytotoksisuuteen (ADCC). Sita
voidaan kayttaa spesifisten immuunisolujen
populaatioiden eristamiseen fluoresenssiaktivoidun
solulajittelun (FACS) tai magneettisesti aktivoidun
solulajittelun avulla kayttamalla C(D16:ta vastaan
suunnattuja vasta-aineita.CD16 on tyypin III Fcy-
reseptori. Ihmisilla sita esiintyy kahdessa eri
muodossa: FcyRIIIa (CDl6a) ja FcyRIIIb (CD1l6b), joiden
sekvenssien samankaltaisuus on 96 % solunulkoisilla
immunoglobuliinia sitovilla alueilla. Kun FcyRIIIa

ekspressoituu syottdésoluissa, makrofageissa ja
luonnollisissa tappajasoluissa transmembraanisena
reseptorina, FcyRIIIb ekspressoituu vain

neutrofiileissa.
FCcyRIIIb on ainoa Fc-reseptori, joka on ankkuroitu
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solukalvoon glykosyylifosfatidyyli-inositoli (GPI) -
linkkerilla, ja silla on myos merkittava rooli kalsiumin
mobilisaation ja neutrofiilien degranulaation
kaynnistamisessa. FcyRIIIa ja FcyRIIIb pystyvat yhdessa
aktivoimaan degranulaation, fagosytoosin ja
oksidatiivisen purskeen, mika mahdollistaa neutrofiilien
puhdistamisen opsonisoituneista patogeeneista.

Inhiboivat (estavat) reseptorit

» Tappajasolun immunoglobuliininkaltaiset reseptorit
(KIRs) Kkuuluvat Ig:n kaltaisten solun ulkoisten
domeenien reseptorien multigeeniseen perheeseen. Ne ovat
klassisen MHC I:n (HLA-A, HLA-B, HLA-C) seka ei-
klassisen Mamu-G:n (HLA-G) paareseptoreita kadellisilla.
Jotkut KIR:t ovat spesifisia tietyille HLA-alatyypeille.
Useimmat KIR:t ovat estavia ja hallitsevia. Tavalliset
solut ilmentavat MHC-luokkaa I, joten KIR-reseptorit
tunnistavat ne ja NK-solujen sytotoksinen reaktio estyy.

= CD94/NKG2 (heterodimeeri, eli kahdesta rakenneyksikosta
koostuva rakenne, jonka molemmat yksikdét ovat
rakenteeltaan erilaisia) on C-tyypin lektiiniperheen
reseptori, joka on konservoitunut (sailynyt
samanlaisena) seka jyrsijoilla etta kadellisilla ja
identifioi ei-klassisia (my0s ei-polymorfisia) MHC I -
molekyyleja, kuten HLA-E. HLA-E:n ilmentyminen solun
pinnalla riippuu klassisten MHC-luokan I molekyylien
signaalisekvenssista peraisin olevan
nonameeripeptidiepitoopin lasnaolosta, joka muodostuu
signaalipeptidipeptidaasin ja proteasomin perakkaisesta
toiminnasta.

= ILT tai LIR (immunoglobuliininkaltainen reseptori)
kuuluu askettain tunnistettuun Ig-reseptoreiden
perheeseen.

» Lyd9:1la on seka aktivoivia etta estavia isoformeja. Ne
ovat erittain polymorfisia populaatiotasolla; vaikka ne
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eivat ole rakenteellisesti sukua KIR:eille, ne ovat
KIR:ien toiminnallisia homologeja hiirilla. Ly49:t ovat
klassisten (polymorfisten) MHC I -molekyylien
reseptoreita.

Funktio

Sytolyyttinen granulaatiovalitteinen
soluapoptoosi

NK-solut ovat sytotoksisia (solulle myrkyllisia).Pienet
granulat sytoplasmassa sisaltavat proteiineja, kuten
perforiinia ja proteaaseja, eli grantsyymeja. Vapautuessaan
tapettavaksi tarkoitetun solun valittomaan 1laheisyyteen
perforiini muodostaa huokosia kohdesolun solukalvoon, Lluoden
nain vesipitoisen kanavan, jonka kautta grantsyymit ja niihin
liittyvat molekyylit paasevat soluun, mika indusoi joko
apoptoosin tai lyyttiseen solun hajoamisen.

Ero apoptoosin ja solun hajoamisen valilla on tarkea
immunologiassa: viruksen saastuttaman solun hajottaminen voi
mahdollisesti vapauttaa virioneja, kun taas apoptoosi johtaa
viruksen tuhoutumiseen. NK-solut erittavat myods a-
defensiineja, antimikrobisia molekyyleja, ja ne tappavat
bakteereja suoraan hajottamalla niiden soluseinia
neutrofiilien kanssa analogisella tavalla.[5]

Vasta-aineriippuvainen soluvalitteinen
sytotoksisuus (ADCC)

Infektoituneet solut opsonoidaan rutiininomaisesti vasta-
aineilla immuunisolujen havaitsemiseksi. NK-soluissa
ilmentyvat FcyRIII (CD16) -reseptorit voivat tunnistaa
antigeeneihin sitoutuvat vasta-aineet, mika johtaa NK-
aktivaatioon, sytolyyttisten rakeiden vapautumiseen ja siita
johtuvaan soluapoptoosiin. Tama on joidenkin monoklonaalisten


https://en.wikipedia.org/wiki/Granulocytes
https://en.wikipedia.org/wiki/Perforin
https://en.wikipedia.org/wiki/Protease
https://en.wikipedia.org/wiki/Granzyme
https://en.wikipedia.org/wiki/Lysis
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_defensin
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_defensin

vasta-aineiden, kuten rituksimabin (Rituxan), ofatumumabin
(Azera) ja muiden, tarkea toimintamekanismi. Vasta-
aineriippuvaisen soluvalitteisen sytotoksisuuden vaikutus
kasvainsolujen tappamiseen voidaan mitata spesifisella
testilla, joka kayttaa NK-92:ta, kuolematonta NK-kaltaisten
solujen linjaa, joka on lisensoitu NantKwest, Inc:lle: NK-92-
solujen vaste, joka on transfektoitu korkean affiniteetin Fc-
reseptorilla verrataan "villin tyypin” NK-92:een, joka ei
ilmenna Fc-reseptoria.[23]

Sytokiinien 1indusoima NK-solujen ja
sytotoksisten T-lymfosyyttien (CTL)
aktivaatio

Sytokiineilla on ratkaiseva rooli NK-solujen aktivoinnissa.
Koska nama ovat stressimolekyyleja, joita solut vapauttavat
virusinfektion seurauksena, ne toimivat signaalina NK-soluille
viruspatogeenien esiintymisesta sairastuneella alueella.

NK-aktivaatioon osallistuvia sytokiineja ovat IL-12, IL-15,
IL-18, IL-2 ja CCL5. NK-solut aktivoituvat vasteena
interferoneille tai makrofageista peraisin oleville
sytokiineille. Ne toimivat virusinfektioiden hillitsemisessa,
kun taas adaptiivinen immuunivaste tuottaa antigeenispesifisia
sytotoksisia T-soluja, jotka voivat poistaa infektion.

NK-solut hallitsevat virusinfektioita erittamalla IFNy:aa ja
TNFa:aa. IFNy aktivoli makrofageja fagosytoosia ja hajoamista
varten, ja TNFa toimii edistaen suoraa NK-kasvainsolujen
tappamista. Potilaat, joilta puuttuu NK-soluja, ovat erittain
alttiita herpesvirusinfektion varhaisille vaiheille.

Puuttuva itsensa tunnistamisen -hypoteesi

Jotta NK-solut voisivat puolustaa kehoa viruksia ja muita
taudinaiheuttajia vastaan, ne tarvitsevat mekanismeja, joilla
ne tunnistavat onko solu infektoitunut vai ei. Tarkat



mekanismit ovat edelleen tutkimuksen kohteena, mutta
"muuttuneen minan” tilan tunnistamisen uskotaan liittyvan
asiaan.

Sytotoksisen aktiivisuutensa hallitsemiseksi NK-soluilla on
kahden tyyppisia pintareseptoreita: aktivoivat reseptorit ja
estavat reseptorit seka tappajasolujen immunoglobuliinin
kaltaiset reseptorit. Useimmat naista reseptoreista eivat ole
ainutlaatuisia NK-soluille, ja niita voi esiintya myo0s
joissakin T-solujen alaryhmissa.

Estavat reseptorit tunnistavat MHC-luokan I alleelit, mika
selittaa, miksi NK-solut ensisijaisesti tappavat soluja,
joissa on vahan MHC-luokan I molekyyleja. Tama NK-solukohteen
vuorovaikutusmuoto tunnetaan nimella "puuttuva itsensa
tunnistaminen”. Klas Karre kollegoineen nimesi hypoteesin 90-
Lluvun lopulla.

MHC-luokan I molekyylit ovat paamekanismi, jolla solut
nayttavat virus- tai kasvainantigeeneja sytotoksisille T-
soluille. Seka solunsisaisissa mikrobeissa etta kasvaimissa on
havaittavissa yleinen evoluutionaalinen sopeutuminen: MHC I -
molekyylien krooninen vaimeneminen, mika tekee sairastuneista
soluista nakymattomia T-soluille, jolloin ne voivat valttaa T-
soluvalitteisen immuunivasteen. NK-solut ilmeisesti
kehittyivat evoluutioreaktiona tahan sopeutumiseen (MHC:n
menetys eliminoi CD4/CD8-toiminnan, joten toinen immuunisolu
kehittyi tayttamaan tehtdvan)[24].

Kasvainsolujen seuranta

Luonnollisista tappajasoluista puuttuu usein
antigeenispesifisia solupintareseptoreita, joten ne ovat osa
synnynnaista (luontaista) immuunijarjestelmaa, eli ne pystyvat
reagoimaan valittomasti ilman aiempaa altistusta
taudinaiheuttajalle.

Seka hiirilla etta ihmisilla NK-soluilla voidaan nahda rooli



kasvaimen immuunivalvonnassa indusoimalla suoraan
kasvainsolujen kuolemaa (NK:t toimivat sytolyyttisina
efektorilymfosyytteina), jopa ilman pintaadheesiomolekyyleja
ja antigeenisia peptideja. Tama NK-solujen rooli on tarkea
immuunijarjestelman toiminnalle erityisesti siksi, etta T-
solut eivat pysty tunnistamaan patogeeneja pinta-antigeenien
puuttuessa [2].

Kasvainsolujen havaitseminen johtaa NK-solujen aktivoitumiseen
ja siita johtuvaan sytokiinien tuotantoon ja erittymiseen. Jos
kasvainsolut eivat aiheuta tulehdusta, niita pidetaan myos
itsena, eivatka ne aiheuta T-soluvastetta.

NK:t tuottavat wuseita sytokiineja, mukaan Llukien
tuumorinekroositekija a (TNFa), IFNy ja interleukiini (IL-10).
TNFa ja IL-10 toimivat proinflammatorisina ja vastaavasti
immunosuppressoreina.

NK-solujen aktivaatio ja sitda seuraava sytolyyttisten
efektorisolujen tuotanto vaikuttaa makrofageihin,
dendriittisoluihin ja neutrofiileihin, mika mahdollistaa sen
jalkeen antigeenispesifiset T- ja B-soluvasteet. Sen sijaan,
etta se vaikuttaisi antigeenispesifisten reseptorien kautta,
NK-solujen aiheuttamaa kasvainsolujen hajoamista valittavat
vaihtoehtoiset reseptorit, mukaan lukien NKG2D, NKp44, NKp46,
NKp30 ja DNAM [22]. NKG2D on disulfidisidottu homodimeeri,
joka tunnistaa useita ligandeja, mukaan lukien ULBP ja MICA,
jotka tyypillisesti ilmentyvat kasvainsoluissa.
Dendriittisolujen ja NK-solujen valisen rajapinnan roolia
immunobiologiassa on tutkittu ja maaritelty kriittiseksi
monimutkaisen immuunijarjestelman ymmartamiselle.

NK-solut, makrofagit ja eraat muut solutyypit, ilmentavat Fc-
reseptori-molekyylia (FcR) — (FC-gamma-RIII = CD16). Se on
aktivoiva biokemiallinen reseptori, joka sitoo IgG-luokan
vasta-aineiden Fc-osan. Tama sallii NK-solujen kohdistaa
aktivaationsa soluihin ja hajottaa soluja vasta-
aineriippuvaisen soluvalitteisen sytotoksisuuden (ADCC)
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kautta.

Immuunivaste riippuu NK-soluissa ilmennetyn Fc-reseptorin
affiniteetista, jolla voi olla korkea, keskitasoinen ja
alhainen affiniteetti vasta-aineen Fc-osaan. Taman
affiniteetin maaraa proteiinin asemassa 158 oleva aminohappo,
joka voi olla fenyylialaniini (F-alleeli) tai valiini (V-
alleeli). Potilaat, joilla on korkea affiniteetti FcRgammRIII
(158 V/V alleeli), reagoivat paremmin vasta-ainehoitoon. Tama
on osoitettu lymfoomapotilailla, jotka ovat saaneet Rituxan-
vasta-ainetta.

Potilailla, jotka ilmentavat 158 V/V alleelia, oli parempi
antituumorivaste. Vain 15-25 % vaestosta ilmentaa 158 V/V
alleelia. Monoklonaalisten vasta-aineiden ADCC-osuuden
maarittamiseksi NK-92-solut (”"puhdas” NK-solulinja) on
transfektoitu korkean affiniteetin FcR:n geenilla.

Vanhenevien solujen poistaminen

Luonnollisilla tappajasoluilla ja makrofageilla on tarkea
tehtava vanhenevien solujen poistamisessa [25]. Luonnolliset
tappajasolut tappavat vanhenevia soluja ja erittavat
makrofageja aktivoivia sytokiineja, jotka aktivoivat
makrofagit poistamaan vanhenevia soluja [25].

Luonnolliset tappajasolut voivat kayttaa NKG2D-reseptoreita
havaitsemaan vanhenevia soluja ja tappamaan nama solut
kayttamalla perforiinihuokosia muodostavaa sytolyyttista
proteiinia.[26] CD8+ sytotoksiset T-lymfosyytit kayttavat myods
NKG2D-reseptoreita havaitsemaan vanhenevia soluja ja
edistamaan NK-solujen tapaan vanhenevien solujen
tappamista.[26]

NK-solujen adaptiiviset ominaisuudet -
"muistin kaltaiset”, "mukautuvat” ja
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muisti-NK-solut

Adaptive NK cells

Kyky synnyttaa muistisoluja primaarisen infektion jalkeen seka
siita seuraava nopea 1immuunivaste saman antigeenin
aiheuttamiin myohempiin infektioihin on keskeinen osa T- ja B-
solujen tehtavia adaptiivisessa immuunivasteessa.

NK-soluja on pidetty osana luontaista immuunijarjestelmaa.
Viime aikoina lisaantynyt nayttdé kuitenkin viittaa siihen,
etta NK-soluilla voi olla useita ominaisuuksia, jotka yleensa
johtuvat adaptiivisista immuunisoluista (esim. T-
soluvasteista), kuten alaryhmien dynaaminen laajeneminen ja
supistuminen, 1lisaantynyt pitkaikaisyys ja immunologisen
muistin muoto, jolle on ominaista tehokkaampi vaste saman
antigeenin toissijaiseen altistukseen [27][28].

Hiirien MCMV-mallissa havaittiin MCMV-indusoitujen NK-solujen
suojaavia muistitoimintoja [29] ja MCMV-ligandin ml57 suora
tunnistaminen Ly49-reseptorin toimesta osoittautui tarkeaksi
adaptiivisten NK-soluvasteiden synnyttamisessa.[29]

IThmisilla useimmat tutkimukset ovat keskittyneet aktivoivaa
reseptoria NKG2C (KLRC2) kantavan NK-solujen alajoukon
laajentamiseen. Tallaista laajenemista havaittiin
ensisijaisesti vasteena ihmisen sytomegalovirukselle (HCMV)
[30], mutta myos muissa infektioissa, mukaan lukien
hantavirus, Chikungunya-virus, HIV ja virushepatiitti.

Laukaisevatko virusinfektiot adaptiivisten NKG2C+ NK-solujen
laajentumisen vai johtavatko muut infektiot piilevan HCMV:n
uudelleen aktivoitumiseen (kuten hepatiitista on arveltu
[31]), on viela ratkaisematta. Viimeaikaiset tutkimukset
viittaavat siihen, etta adaptiiviset NK-solut voivat kayttaa
aktivoivaa reseptoria NKG2C (KLRC2) sitoutuakseen suoraan
sytomegaloviruksesta peraisin oleviin peptidiantigeeneihin ja
reagoida peptidien tunnistamiseen aktivoimalla, laajentamalla
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ja erilaistumalla [32]. Tama mekanismi, joka reagoi viruksen
infektoimiin soluihin tunnettiin aiemmin vain adaptiivisen
immuunijarjestelman T-solujen immuunivasteesta.

NK-solujen toiminta raskausaikana

Koska siittididen mukana naisen munasoluun paatyy vieraita
geeneja, onnistunut hedelmoittyminen edellyttaa aidin
immuunijarjestelman tukahduttamista. NK-soluilla uskotaan
olevan keskeinen merkitys tassa prosessissa [33]. Kohdun NK-
solut (uNK-solut) eroavat perifeerisista NK-soluista.

Kohdun NK-solut kuuluvat CD56°"°"* NK -solujen alaryhmdan. Ne
erittavat sytokiineja, mutta niilla on alhainen sytotoksinen

kyky. Ne ovat verrattain samankaltaisia perifeeristen CD56°™9"
NK-solujen kanssa, mutta niilla on hieman erilainen
reseptoriprofiili.[33]

uNK-solut ovat runsaimpia leukosyytteja kohdussa raskauden
alkuvaiheessa. Niiden osuus on noin 70 % Kkohdun
leukosyyteista, mutta niiden alkuperasta ei ole varmuutta
[34]. Kohdun NK-solut tuottavat solusytotoksisuutta in vitro,
mutta vahemman Kkuin perifeeriset NK-solut, vaikka ne
sisaltavat perforiinia [35].

Sytotoksisuuden puute in vivo voi johtua kohdun NK-solujen
estoreseptoreiden ligandeista. Trofoblastisolut vahentavat
HLA-A:n ja HLA-B:n saatelya suojautuakseen sytotokselta T-
soluvalitteiselta kuolemalta. Tama aktivoisi normaalisti NK-
solut puuttuvalla itsetunnistuksella; nama solut kuitenkin
sailyvat. Trofoblastin HLA-E:n (joka on ligandi NK-soluja
inhiboivalle reseptorille NKG2A) ja HLA-G:n (joka on ligandi
NK-soluja estavalle reseptorille KIR2DL4) selektiivisen
retention uskotaan puolustavan sita NK-soluvalitteista
kuolemaa vastaan. [33]

Perifeeristen NK-solujen korkeampia prosenttiosuuksia esiintyy
naisilla, joilla on ollut toistuvia keskenmenoja [36].
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NK-solut ovat vuorovaikutuksessa HLA-C:n kanssa tuottaen
sytokiineja, jotka ovat valttamattomia trofoblastiselle
proliferaatiolle. Joitakin tarkeita sytokiineja, joita ne
erittavat, ovat TNF-a, IL-10, IFN-y, GM-CSF ja TGF-B [33].
Esimerkiksi IFN-y laajentaa ja ohentaa aidin kierrevaltimoiden
seinamia parantaakseen verenkiertoa implantaatiokohtaan [37].

Syopasolut ja NK-solut

Tuumorisolut voivat valttaa immuunivasteet poistamalla NKG2D:n
liukoisia ligandeja. Nama liukoiset NKG2D-ligandit sitoutuvat
NK-solujen NKG2D-reseptoreihin aktivoiden vaaran NK-vasteen ja
siten luoden kilpailua reseptoripaikasta [2]. Tata kiertotapaa
esiintyy eturauhassyovassa. Lisaksi eturauhassyovan kasvaimet
voivat valttaa CD8-solujen tunnistamisen, koska ne pystyvat
vaimentamaan MHC-luokan I molekyylien ilmentymista. Tama
esimerkki immuunijarjestelman vaistamisesta korostaa itse
asiassa NK-solujen merkitysta kasvaimen seurannassa ja
vasteessa, koska (CD8-solut voivat nain ollen vaikuttaa vain
kasvainsoluihin vasteena NK:n kaynnistamaan sytokiinien
tuotantoon (adaptiivinen immuunivaste) [38].

NK-solujen korkea pitoisuus

Kokeelliset hoidot NK-soluilla ovat johtaneet liialliseen
sytokiinituotantoon ja jopa septiseen sokkiin.
Tulehduksellisen sytokiini gamma-interferonin ehtyminen kaansi
vaikutuksen.

Sovellukset

Syopaterapiat

Koska NK-solut tunnistavat kohdesolut, kun ne ilmentavat ei-
omia HLA-antigeeneja (mutta eivat itseaan), autologiset
(potilaiden omat) NK-soluinfuusiot eivat ole osoittaneet
kasvainten vastaisia vaikutuksia.



Sen sijaan tutkijat tyoskentelevat perifeerisen veren
allogeenisten solujen kayttamiseksi, mika edellyttaa, etta
kaikki T-solut poistetaan ennen infuusiota, jotta voidaan
poistaa kaanteishyljintasairauden riski, joka voi olla
kohtalokas.

Tama voidaan saavuttaa kayttamalla immunomagneettista kolonnia
(CliniMACS). Lisaksi, koska veressa on rajoitettu maara NK-
soluja (vain 10 % lymfosyyteista on NK-soluja), niiden maaraa
on lisattava viljelmassa. Tama voi kestaa muutaman viikon ja
tuotto riippuu luovuttajasta.

Yksinkertaisempi tapa saada suuria maaria puhtaita NK-soluja
on laajentaa NK-92-soluja, joiden solut kasvavat jatkuvasti
viljelmassa ja jotka voidaan laajentaa kliinisen asteen
maaraan pusseissa tai bioreaktoreissa [39]. Kliiniset
tutkimukset ovat osoittaneet sen olevan hyvin siedetty, ja
joitakin kasvaimia estavia vasteita on havaittu potilailla,
joilla on keuhkosyodpa, melanooma ja lymfooma [40][41].

NK-92-immunoterapiaan 1liittyy kuitenkin merkittavia
rajoituksia, koska solulinja on peraisin potilaalta, jolla on
non-Hodgkin-lymfooma, ja siksi se on sateilytettdva ennen
infuusiota, mika rajoittaa pysyvyytta in vivo. Lisaksi NK-92-
soluista puuttuu CD-16, minka vuoksi ne eivat pysty
suorittamaan ADCC:ta, mika estaa taman hoidon kayttamisen
yhdessa monoklonaalisten vasta-ainehoitojen kanssa [42]. Ne
voidaan kuitenkin suunnitella sisaltamaan CD16, mika
mahdollistaa ADCC-toiminnan ja laajentaa niiden mahdollista
terapeuttista kayttokelpoisuutta.

T-solujen infuusiot, jotka on suunniteltu ilmentamaan
kimeerista antigeenireseptoria (CAR), joka tunnistaa
antigeenimolekyylin leukemiasoluissa, voivat saada aikaan
remissioita potilailla, joilla on pitkalle edennyt leukemia.
T-solujen laajenemiseen 1liittyy logistisia haasteita, ja
tutkijat tyoskentelevat soveltaakseen samaa tekniikkaa
aareisveren NK-soluihin ja NK-92:een. NK-92-soluja voidaan



muokata sisaltamaan seka CD16- etta CAR-soluja, jotta ne
voivat suorittaa seka ADCC-valitteisen tappamisen IgGl-vasta-
aineiden kautta etta CAR-valitteisen tappamisen samasta
solusta. Yksi tallainen NK-92:sta johdettu solulinja,
nimeltaan t-haNK, on muokattu seka CD16:n etta anti-PD-L1
CAR:n kanssa, ja se on parhaillaan kliinisessa kehityksessa
onkologisiin indikaatioihin. NK-92.

Bostonin lastensairaalassa tehdyssa tutkimuksessa,
yhteistyossa Dana-Farber Cancer Instituten kanssa, jossa
immuunipuutteiset hiiret olivat saaneet 1lymfoomia EBV-
infektiosta, NK-aktivoiva reseptori NKG2D, fuusioitiin EBV-
vasta-aineen stimuloivan Fc-osan kanssa. NKG2D-Fc-fuusio
vahensi kasvaimen kasvua ja pidensi vastaanottajien elinaikaa.
LMP1-kayttoisten lymfoomien siirtomallissa NKG2D-Fc-fuusio
vahensi kasvaimen kasvua ja pidensi vastaanottajien elinaikaa.
Hodgkin-lymfoomassa, jossa pahanlaatuiset Hodgkin Reed-
Sternberg -solut ovat tyypillisesti HLA-luokan I
puutteellisia, dimmuunijarjestelman vaistaminen valittyy
osittain vinoutumisesta kohti uupunutta PD-1hi NK -
solufenotyyppia, ja naiden NK-solujen uudelleenaktivoituminen
nayttaa olevan yksi tarkistuspisteen estamisen aiheuttama
vaikutusmekanismi. [43]

Uudet havainnot

Luontainen resistenssi HIV:1le

Tuoreet tutkimukset viittaavat siihen, etta spesifiset KIR-MHC
luokan I geenivuorovaikutukset voivat hallita synnynnaista
geneettista vastustuskykya tietyille virusinfektioille, mukaan
lukien HIV [5]. Tiettyjen HLA-allotyyppien on havaittu
maarittavan HIV:n etenemisen AIDSiksi; esimerkkina ovat HLA-
B57- ja HLA-B27-alleelit, joiden on havaittu hidastavan
etenemista HIV:sta AIDSiin. Tama on ilmeista, koska
potilailla, jotka ilmentavat naitd HLA-alleeleja, on havaittu
olevan pienempi viruskuorma ja CD4+ T-solujen Llukumaaran
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asteittainen lasku.

Huolimatta huomattavasta HLA-alleelien ja KIR-allotyyppien
geneettista korrelaatiota mittaavasta tutkimuksesta ja
keratyista tiedoista, varmaa johtopaatosta siita, mika
yhdistelma vahentaa HIV- ja AIDS-alttiutta, ei ole viela
tehty. NK-solut voivat aiheuttaa immuunipaineen HIV:1le, mika
on aiemmin kuvattu vain T-soluilla ja vasta-aineilla [44]. HIV
mutatoituu valttadkseen NK-solujen havaitsemisen [44].

Kudosten NK-solut

Suurin osa nykyisesta tiedostamme on peraisin hiiren pernan ja
ihmisen perifeerisen veren NK-solujen tutkimuksista.

Viime vuosina on kuvattu kudoksissa elavia NK-
solupopulaatioita [45][46]. Nama kudoksessa elavat NK-solut
jakavat transkription samankaltaisuuden kuin aiemmin kuvatut
kudoksessa asuvat muisti-T-solut. Kuitenkaan kudoksissa asuvat
NK-solut eivat valttamatta ole muistifenotyyppia, ja itse
asiassa suurin osa kudoksessa olevista NK-soluista on
toiminnallisesti epakypsial47].

Naillad erikoistuneilla NK-solujen alajoukoilla voi olla rooli
elinten homeostaasissa. Esimerkiksi NK-solut rikastuvat
ihmisen maksassa tietylla fenotyypilla ja osallistuvat
maksafibroosin hallintaan [48][49]. Kudoksissa elavia NK-
soluja on myos tunnistettu sellaisista kohdista kuin
luuytimessa, pernassa ja viime aikoina keuhkoissa, suolistossa
ja imusolmukkeissa. Naissa paikoissa kudoksissa asuvat NK-
solut voivat toimia sailiona kypsymattomien NK-solujen
yllapitamiselle ihmisissa lapi elaman.[47]

Lahde: Wikipedia, Imperial College London
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