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Forord

Denne oppgaven handler om naturlige drepecellerg Jeadde nesten ingen
bakgrunnskunnskap om disse cellene da jeg begyated®anne oppgaven men arbeidet med
denne oppgaven gav meg mye faglig. Jeg haper eggipgaven kan gi oppdatert kunnskap
om naturlige drepeceller for de som velger & lesedisse cellene pa norsk. Jeg vil takke
mine veiledere doktorstipendiat Johannes Rolin ogfegsor Azzam Maghazachi, ved
Universitetet i Oslo, Institutt for medisinsk bdagl, avdeling for fysiologi, for god veiledning
og oppfalging under skriveprosessen. Jeg vil ogkket professor Azzam Maghazachi for a
ha gitt meg muligheten til a ta denne oppgavenlastitutt for medisinsk basalfag, avdeling

for fysiologi.
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Innledning

Naturlige drepeceller (natural killer cells, NK-selheretter kalt NK celler) er en del av det
medfadte immunsystemet og er vist a spille en giktile i tumorovervaking. Ved hjelp av
inhibitoriske og aktiverende reseptorer som uttegkloa dets overflate kan de diskriminere
mellom kroppens normale celler og kreftceller. Gjenning av kreftceller av NK celler
medfarer til at NK cellene aktiveres og dette faredrap av kreftceller. | tillegg til deres
rolle i tumorovervaking har NK celler andre viktidenksjoner inkludert eliminering av

virusinfiserte celler og regulering av adaptive iomresponser.

Malsettingen med denne oppgaven er a se hvilke mmkar NK celler tar i bruk for a
bekjempe kreftceller. Oppgaven ble mer oppfattemdefarst antatt, slik at det ble ngdvendig
a dele den opp i to deler. Den farste delen av apgay er ment som bakgrunnsstoff som
setter hovedtemaet for oppgaven i et stgrre petispéler vil farst gis en kortfattet oversikt
over hva kreft er, hvilke faktorer pavirker kreftikling, generelle kjiennetegn for kreft, samt
molekyleere arsaker til kreft. Deretter vil gis eartkoversikt over immunsystemets rolle i
bekjempelse av kreft og gjgre rede for immunovengghypotesen og
immunredigeringshypotesen. | andre del av oppgaukmet fgrst gis en beskrivelse av
funksjoner av NK celler innen immunsystemet, gjaegle for overflateproteiner som
uttrykkes av hvilende NK celler og er av betydniagfunksjonen av NK celler i bekjempelse
av kreftceller, samt drgfte kort hypotesene sorsatr frem for & forklare hvordan hvilende
NK celler kan skille mellom kroppens normale cetigrtransformerte celler. Deretter sees det
neermere pa hvordan aktivering av NK celler skjerbegkrive ulike mekanismer som er
involvert i kreftcelledrap utfgrt av NK celler. Hemgar det ogsa en diskusjon av kjemokiner
og kjemoattraktanter og deres rolle i NK- cellebglsamt samarbeid mellom NK celler og
andre immunceller. Siste delen av oppgaven tar Seg hvordan kunnskap om NK

cellebiologi og kjiemokiner kan brukes i malrett innmberapi.

Metode

Oppgaven er basert pa oversiktsartikler som bladtived sgk i databasen PubMed med
kombinert bruk av ulike sgkeord. Sgk pa oversikildar var ikke systematisk, men basert pa

relevans i forhold til oppgavens problemstilling lmakgrunnsstoff.



1- Kreft, en kort oversikt

Kreft er hovedsakelig en genetisk sykdom og ut@Kta en enkelt celle som ved ukontrollert
replikasjon kan etablere en klon. En slik klon reldkumulert tilstrekkelige genetiske
endringer (mutasjoner og/eller epigenitiske silegki som er ngdvendig for malign
transformasjon. Om lag 90 % av krefttyper hos mekeeer forarsaket av mutasjoner som
oppstar i somatiske celler etter fgdselen ellereurfdsterutviklingen og om lag 10 % av
tilfellene skyldes nedarvede mutasjoner (Grivenwilag medarbeidere 2010, Watson og
medarbeidere 2013). De er viktig @ merke seg ahatasjon er definert som enhver endring i
sekvensen av genomet og omfatter bade punktmutas{endring i et enkelt basepar), sma
delesjoner og insersjoner, amplifikasjoner og faspyoteiner som genereres ved kromosom
translokasjoner (Vogelstein og Kinzler 2004). Mijdgasr i somatiske celler kan oppsta
tilfeldig (spontane mutasjoner) under DNA replikasjeller fordi cellene har veert eksponert
for eksogene faktorer som forarsaker DNA skade/sjom@r slik som ultrafiolett straling fra
solen eller faktorer som gker intracellulaer oksidatress. Tobakksbruk, hgy alkoholforbruk,
overvekt/fedme og arvelige faktorer er ogsa viktatigke risikoen eller predisponere for
utvikling av kreft. Videre er det kjent at kronisikfeksjon med en rekke virus inkludert
hepatitt B- og C-virus, humant papillomvirus, hurnaerpesvirus, og Epstein-Barr virus er
assosiert med gkt risiko for kreftutvikling. En asissjon mellom kronisk inflammasjon og
utviking av mange typer kreft er ogsa etablert hoennesker og mange av sakalte
risikofaktorer for kreft synes ogsa a veere assosigd en eller annen form for kronisk

inflammasjon (Grivennikov og medarbeidere 2010).
1.1- Generelle kjennetegn for kreftceller

Utviklingen av kreft hos menneske involverer en kbeks prosess som omfatter en rekke
forskjellige trinn som vanligvis skjer over mangetiar. Hvert av disse trinnene forutsetter
erverving av spesielle egenskaper hos fgrst norowlderetter hos transformerte celler. Til
tross for at mer enn 100 distinkte krefttyper erakéerisert hos mennesker, synes kreftceller
av nesten alle typer & ha 6 generelle kiennetelgm tallmarks”: 1) autonom vekst, 2)
ubegrenset celledeling, 3) resistens mot eksogwdnkitoriske vekstsignaler, 4) resistens mot
programmert celledgd (apoptose), 5) nydanning adKalr (angiogenese), og 6) i mer
avanserte kreft, invasjon av omliggende vev og dprg til andre organer/vev
(metastasering) (Hahn og Weinberg 2002, Hanahaweigberg 2011). Evne til & unnslippe
immunovervaking (immunevasjon) er nylig forslatimsalen syvende kjennetegn for kreft
(Hanahan og Weinberg 2011).



1.2- Molekyleere arsaker til kreft

Kreft som ikke er forarsaket av virale infeksjoneppstar hovedsakelig som falge av
dysregulering av protoonkogener og tumorsuppressery Protoonkogener er normale
versjoner av virale gener som fremkaller kreftt lalkogener, hos mennesker og andre dyr.
Overuttrykk av onkoproteiner som skyldes amplifijas av det normale genet eller
mutasjoner som medfgrer konstant aktivering av detiterte proteinet gjgr at
celleproliferasjonen skjer uavhengig av vekstfadtiorulering (Hahn og Weinberger 2002,

Vogelstein og Kinzler 2004).

Protoonkogener som ofte er funnet mutert i krefgceinkluderer gener som koder for
vekstfaktorreseptorer slik som epidermal vekstfakgeptor (EGFR), Her-2, et annet medlem
av EGFR- familien, og c-Kit som er reseptor fomstaecellefaktor eller gener som koder for
komponenter som fungerer nedstrgms for vekstfaddeptorer, dvs. intracelluleere
signalproteiner som viderefarer vekstsignaler ¢llakjernen, blant annet sma GTPaser slik
som H- og K-Ras og ERK (extracellular signal-retediakinase) (Harris og McComick
2010). Under de fleste omstendigheter er inaktivéeemutasjoner i tumorsuppressorgener,
eller tap av ett eller begge alleler av genet, @dvendig for at onkoproteiner skal kunne
indusere malign transformasjon. For eksempel er ktiverende mutasjoner i
tumorsuppressorgenet p53 funnet hos omtrent hatupav kreftpasienter. p53 er en viktig
transkripsjonsfaktor som blir oppregulert ved DNade forarsaket av onkogenaktivering
eller ved hypoksi. @kte nivaer av p53-proteinetefatil induksjon av en rekke gener som
initierer cellesyklusarrest som dermed hindrer wialert celledeling hos celler med DNA-
skade eller induserer apoptose dersom DNA- skddenkan repareres. Derimot vil bortfall
av p53-funksjon fare til at hastigheten pa ukorolcelleproliferasjon gker ytterligere slik

som er tilfelle hos kreftceller (Brady og Attard) D).

Som en oppsummering kan vi si at genetiske endririgbdade protoonkogener og
suppressorgener er ngdvendig for malign transfgonmasenetiske endringer i disse genene

kan skje via endring i funksjon (aktivitet) ellekspresjonsniva (mengde).



1.3- Immunsystemets rolle i bekjempelse av kreft

Immunsystemet er vist & veere veldig effektivt iedlytte verten mot inntrengende patogene
mikroorganismer og kreft som er forarsaket av eiralfeksjoner. Nar det gjelder kreft som

oppstar som faglge av spontane genetiske endingematiske celler synes immunsystemet
imidlertid & ha to motsatte funksjoner. P& den side er det holdepunkter som tyder pa at
immunsystemet kan beskytte mot kreftutvikling ogde® annen side ser det ut til at det kan
veere med pa a fremme utvikling av kreft (Zitvogel medarbeidere 2006, Reiman og
medarbeidere 2007, Ostrand-Rosenberg 2008). Erypotése, kalt “cancerimmuneditering”

(cancer immunoediting), ser imidlertid ut til & kn forklare dette paradokset pa en

tilfredsstillende mate.

Immunvakingshypotesen som ble satt fram av Sir ktdafie Burnet og Lewis Thomas pa
1950-tallet (se Dunn og medarbeidere 2002 for aefezr) hevder at immunsystemet ma , fra
et evolusjoneert synspunkt, veere i stand til & Rindumorvekst ved a eliminere
premaligne/maligne celler i de tidlige stadienekaeft uten a etterlate seg klinisk tegn. En
prediksjon av denne hypotesen er at immundefektizider/dyr vil ha hgyere forekomst av
spontan eller kjemisk induserte tumorer enn immumgetente individer/dyr. En rekke
dyrestudier ble gjennomfart i 1970- og delvis i @g8ene for & teste denne hypotesen men
resultatene viste at det var liten eller ingen igikgmt forskjell mellom immundefekte og
immunkompetente mus med tanke pa tumorutviklingnrize hypotesen var derfor lenge
kontroversiell. Mus som mangler av genekspresjomegaembination-activating gene 2, dvs.
Rag2 knockout mus, danner ikke funksjonelle T- ageBer. Senere forskning som brukte
denne musemodellen eller mus som manglet funksjoesgptor for interferon-(IFN-y-R),
og/eller dens ligand (IFN)} hadde atskillig hgyere forekomst av tumorutviglienn villtype
mus (Dunn og medarbeidere 2002, Swann og Smyth,2006w og medarbeidere 2012).
Disse resultatene tydet pa at T- og B-cellereseptog IFNy- medierte immunresponser
spiller viktige roller i forsvaret mot kreftutvikig. Men kreft oppstar pa tross av intakt og
funksjonelt immunforsvar. | falge cancerimmuneditgshypotesen, skjer immunovervaking
under en initial fase som kalles “eliminasjonsfdsenDet kan imidlertid hende at
tumorovervakingen feiler & eliminere alle krefteakk og enkelte kreftcellevarianter overlever
tumorovervakingen. Disse kreftcellene vil derettg inn i et dynamisk samspill med
immunsystemet i en prosess som kalles “likevekifaselnder likevektprosessen utsettes

overlevende kreftceller for intens seleksjonspfessmmunsystemet og mens mange av de



opprinnelige varianter destrueres oppstar nye naiterarianter som har nedregulert
ekspresjonen av visse overflateproteiner og/elieykker tumorspesifikke antigener som har
lav immunogenisitet. Kreftcellen som er blitt sebk (immunredigerte kreftcellene) kan ikke
lenger oppfattes som fremmede av T-lymfocyttendanry dermed uhindret vokse og utvikle
seg til tumor. Det m& understrekes at her er daklsiom solide tumorer og ikke blodkreft.

Denne prosessen hvor selekterte kreftceller urpeslipantitumorimmunresponser kalles
“escape fasen” (Dunn og medarbeidere 2002, Swan&mogth 2007). Det viktigste med

denne hypotesen er at ikke bare immunsystemet édgernpe kreftceller i de tidlige stadiene
av tumorutvikling, men at ogsa det kan bidra tintarutvikling ved & selektere (velge ut)
kreftcellevarianter som er mindre immonogene, rae Barer til at kreftcellene kan unnslippe

antitumorimmunitet.

1.4- Bevis for tumorovervaking og tumorimmuneditgri hos

menneske

Immunsuppresjon forarsaket av medfadt eller entemenundefekt eller som falge av
behandling med immunsuppressive legemidler, sonkdsrifor & forhindre avstgting det
transplanterte organet, er ofte assosiert medisakor(3-til-100-folds gkning) for utvikling av
visse typer av kreft som ikke er assosiert mediskies virustyper (Swann og Smyth 2007).
For eksempel har AIDS pasienter betydelig gkt aiditer Kaposis sarkom, som er en sjelden
form for hudkreft. Disse observasjonene kan tydeap@mmunsuppresjon farer til redusert
tumorimmunovervaking som dermed farer til redukeritroll og eliminasjon av kreftceller i
tidlige stadier av spontan kreftutvikling. Det emidlertid andre alternative forklaringer. For
eksempel kunne immunsupprimerte pasienter ha gststerende hvilende (dormant) tumorer
og tumorvekst kunne derfor veere som fglge av retitis@orimmunovervaking pa grunn av
immunsuppresjon (Swann og Smyth 2007). Fraveerendpresjon av MHC klasse |
molekyler er observert i mange krefttyper og etilhitet mest overbevisende bevis pa at

immuneditering av kreftceller hos mennesker skpaiinan og medarbeidere 2007).



2- Naturlige drepeceller, en kort oversikt

Naturlige drepeceller er en type hvite blodcellemgilhgrer en gruppe medfadte lymfocytter
som kalles “innate lymphoid cells” (ILCs) (Walkeg anedarbeidere 2013). De ble farst
beskrevet i cellekultur i 1975 for deres evne tihdusere spontan “naturlig” drap (dvs. uten
noen tidligere sensibilisering/stimulering eller K@Hklass | restriksjon) av tumorceller (Sabry
og Lowdell 2013, Walker og medarbeidere 2013). 8efmskning viste at NK celler spiller
viktige roller i eliminering av virusinfiserte cell, hemming av tumordanning i en tidlig fase,
dvs. tumorimmunvaking. De kan ogsa regulere adaptititumorimmunitet og dermed
sammenkoble det medfgdte og ervervede immunforsy@erwenka og Lanier 2001, Smyth
og medarbeidere 2002).

Det er en rekke holdepunkter for at NK celler deltamorimmunovervaking. Mangel pa NK
celler forekommer sjelden, men individer som saéktknangler NK celler har mye hgyere
forekomst av kreft sammenlignet med friske individ®©range 2006). Andre bevis for
tumorimmunovervaking utfart av NK celler hos merkeeser en prospektiv studie av
pasienter med levercirrhose som viste at lav NKeaktivitet var assosiert med gkt risiko av
hepatocelluzer cancer (se Prestwich og medarbei?@@8 for referanse). | en 11-ars
oppfelging studie av 3625 friske individer i Japaar det store variasjoner i cytotoksisk
aktivitet av lymfocytter i perifert blod. Lav cytksisk aktivitet var assosiert med gkt
hyppighet av kreft. Disse resultatene tyder pdedtsert NK cellemediert tumorovervaking
farer til redusert kontroll og eliminering av kredtler i tidlige faser av kreftutvikining

(Prestwich og medarbeidere 2008, Sabry og LowdHIB}.



2.1- Egenskapene til hvilende NK celler

Ved diskusjon av NK celler er det viktig & skillehom “hvilende” og “aktiverte” NK celler.
Hos menneske utgjar hvilende NK celler om lag 191y det totale antall lymfocytter men
bare en liten andel (1 %) av leukocytter i peritdad (Maghazachi 2005, Maghazachi 2010).
Hvilende NK celler uttrykker mange forskjellig rggerer pa celleoverflaten. Den relative
ekspresjonen av CD56, en adhesjonsreseptor, fRII& (ogsa kalt CD16), en aktiverende
Fc+y reseptor, brukes vanligvis til & skille mellom uadergrupper av NK celler i perifert
blod: Den starste undergruppen (80-90 %) av NKecdiar hgy ekspresjon av CD16 men
uttrykker lite CD56 og er kjent som CDEBCD16" og de som har hgy ekspresjon av
CD56 men uttrykker lite eller ingen CD16 utgjer oemt 10-20 % av NK celler og er kjent
som CD568"" CcD16"™. Disse to undergruppene har hver sin distinkté&djomer. CD58™
CD16"" har hgy cytotoksisk aktivitet og medierer en dtiespons mot kreftceller og
virusinfiserte celler via en rekke mekanismer (farki mer detalj nedenfor), mens CD5®"
CD16"™ undergruppen viser lavere cytotoksisk aktivitenuegierer en sen men persisterende
respons via friggjering av en rekke cytokiner ognikpkiner (Maghazachi 2010, Seidel og
medarbeidere 2013).

Hvilende NK celler uttrykker ogsa et mangfold awibitoriske og aktiverende reseptorer.
Flere inhibitoriske reseptorer inkludert naturdlekigroup 2A (NKG2A, et medlem av C-type
lektin familien) som uttrykkes som en heterodimerieseptor kalt CD94/NKG2A og en
rekke reseptorer som tilhgrer drepecelle- immungiabknende reseptoren (killer cell-lg-
like reseptor, KIR) familien blir uttrykt av hvilele NK celler. Blant de aktiverende reseptorer
som uttrykkes av hvilende NK celler er NKG2D sonirykkkes som en homodimerisk
reseptor, DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1), og rekke reseptorer som kollektivt
kalles natural cytotoxicity receptor (NCRs) inkludeNKp30 og NKp46 (Becknell og
Caligiuri 2008, Rault og Guerra 2009). Det er \gkth merke seg at ingen av disse
overflateproteinene er selektivt uttrykt pA NK eellUnntaket er NKp46 som betraktes som

en spesifikk markar for hvilende NK celler (Seidglmedarbeidere 2013).

Oppdagelsen av NK celler reiste et viktig spgrsnhfilordan kan NK celler skille egne
normale celler fra egne unormale celler? Med amdlde hva er det som gjgr NK cellene
tolerante overfor egne normale celler. Basert paeotasjonen at NK celler kan drepe
maleceller som ikke uttrykker eller har nedreguikspresjonen av MHC klasse | molekyler

10



pa celleoverflaten (en strategi som brukes av ¢e#iéir og virusinfiserte celler for & unngéa
mote med CDB T celler, se nedenfor), forslo Karre og medarbeidéMissing self’
hypotesen som hevder at fravaeret av MHC klasselékyler pa tumorceller (missing self)
utlgser cytotoksisk aktivitet hos NK celler og éefirer til eliminering av kreftceller. | fglge
denne hypotesen utgjar NK celler en ekstra ovengidystem som spesifikt kan gjenkjenne
og eliminere slike maleceller (Karre 2008). Serstuglier viste imidlertid at NK celler som er
aktivert av interleukin 2 (IL-2) er i stand til &epe tumorceller som uttrykker MHC klasse |
molekyler. P& den andre side ble det vist at NKeceakke alltid dreper tumorceller som
mangler ekspresjon av MHC klasse | molekyler, noen styder pa at under visse
omstendigheter er tilstedeveerelse av disse mole&werken ngdvendig eller tilstrekkelig for
beskyttelse mot NK cellemediert celledrap (Beckmgl Caligiuri 2008, Sabry og Lowdell
2013). Det er na blitt helt klart at aktivering &K cellen, og dermed utlgsing av en
cytotoksisk respons, bestemmes av det relativeagedrav negative og positive signaler som
NK cellene mottar nar inhibitoriske og aktiverendeseptorer binder til deres respektive
ligander pa malecellen (Sabry og Lowdell 2013).

2.2- Aktivering av NK- celler

Aktiverende NK cellereseptorer mangler selv sigmaitsringsevne men assosieres med
adaptermolekyler som kan koble ligandbinding avvakénde reseptorer til intracellulaere
signalveier som farer til aktivering av NK cell&or eksempel kan FRIIIA danne kompleks
med flere adaptermolekyler inkludertdRi-y og CDI, mens NKG2D danner kompleks med
adaptermolekylet DAP10. Pa cytoplasmatiske domenedisse adaptermolekylene er det
aminosyresekvenser eller motiver som kalles ITAMnniunoreceptor tyrosine-based
activatining motif). Ligandbinding ferer til at emller flere tyrosinresiduer i ITAM
fosforyleres av Src-kinaser og dette farer til tdtaring og aktivering av signalmolekyler
som deltar i signalformidling nedstrgms for denatende reseptoren (Lanier 2008, Chan og
medarbeidere 2014). Killer inhibitoriske reseptofi€iRs) gjenkjenner spesifikke strukturer
pa klassiske MHC klasse | molekyler (HLA-A, HLA-Bg HLA-C), mens CD94/NKG2A
reseptorkomplekset gjenkjenner den ikke-klassisagamten HLA-E (Sabry og Lowdell
2013). P& cytoplasmatiske domener av disse ressgtoer det aminosyresekvenser eller
motiver som kalles ITIM (immunoreceptor tyrosinesbd inhibitory motif). Ligandbinding
farer til at en tyrosinresidu i ITIM blir fosforpie av en Src-kinase og dette farer til
rekruttering av SHIP-1, SHP-1 eller SHP-2. SHIP-E lipidfosfatase som degraderer PIP3

11



(fosfoinositoltrifosfat) som er ngdvendig for blaatnet lokalisering av PI3 kinaser til

plasmamembranen. SHP-1 og SHP-2 er tyrosinfosfats@m defosforylerer og dermed

inaktiverer intracelluleere proteintyrosinkinasermsov/iderefagrer signaler fra aktiverende
reseptorer (Lanier 2008, Chan og medarbeidere 20e8 tilstrekkelig hemmende signaler,

for eksempel nar NK celler binder til celler sontrgkker normale nivaer av MHC klasse |

molekyler og lave nivaer av ligander til aktiverenaeseptorer, kan inhibitoriske reseptorer
oppheve stimulatoriske signaler fra ITAM- baerendapermolekyler (Chan og medarbeidere
2014).

NK cellemediert cytotoksisitet kan deles inn i mhtu cytotoksisitet, som ikke trenger
tidligere stimulering, og antistoffavhengig cellulaytotoksisitet (se nedenfor). Man antar at
aktivering av NK celler og induksjon av naturligtaipksisitet mot tumorceller er en prosess
som skjer gjennom flere trinn som involverer adbesjdannelse av en immunologisk
synapse, polarisering av lytiske granula, og ekmsey Den best studerte adhesjonsmolekylet
som uttrykkes av NK celler LFA-1 (leukocyte functa antigen 1). Dette er en er en
heterodimer integrin bestdende&av(CD11a) og e, (CD18) kjeder som binder til ICAM-1
(Intercellular adhesion molecule 1) som uttrykkéskpeftceller. Det dannes derved en tett
kontakt mellom NK cellen og malcellen, altsd en mmologisk synapse, hvor de ulike
reseptorene pa NK cellen interagerer med de kasrelgende ligander pa kreftcellen. Ved
tilstrekkelig stimulering utlgses et “drapsprogram{ dette fagrer til at lytiske granula
polariseres mot synapsen hvor de smelter sammen pleetinamembranen og lgselige
substanser som finnes i dem, slik som perforinmgsaner, og IFNy, frigjgres i spalten
mellom NK cellen og malecellen (Orange 2008, Satgry.owdell 2013). Det er holdepunkter
at NK celler som har utfgrt drap av maleceller asssrer fra malecellene og blir i stand til &
gjenoppta deres cytotoksiske evne ved blant arpm@egulering av aktiverende reseptorer og
dannelse av nye Iytiske granula. Det er vist ativakhgsprosessen og dermed
malecellecelledrap indusert av NK celler kan gjsrftare ganger (Orange 2008, Sabry og
Lowdell 2013). For eksempel kan IL-2-aktiverte Ni€ller drepe opptil fire tumorceller
(Sabry og Lowdell 2013). Det er ogsa viktig & meskg at aktiverte NK celler erverver en
rekke nye egenskaper inkludert oppregulering av dNKen aktiverende reseptor (Seidel og
medarbeidere 2013), gkt ekspresjon av CD57 sonm enakar av terminal differensiering
hos NK celler og flere andre typer immunceller (sk® og medarbeidere 2013), og G2A (G2
accumulation) som tilhgrer G-proteinkoblete resdptoilien (Rolin og Maghazachi 2011, se

nedenfor).
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NKG2D og DNAM-1 spiller viktige roller i NK cellendiert naturlig cytotoksisitet. Flere
ligander som binder til NKG2D tilhgrer MHC klassle familien inkludert MIC-A (MHC
class-I related sequence A) og MIC-B. | tilleggderer NKG2D som reseptor for flere UL16
bindende proteiner (ULBP-1til ULBP-4) (Becknell @gligiuri 2008). Ligander for DNAM1
inkluderer CD112 (ogsa kjent som nectin2, PVRL2)aig155 (ogsa kjent som PVR, necl-5)
(Rault og Guerra 2009, Chan og medarbeidere 2M#&kse ligandene er vanligvis ikke
uttrykt i normale celler, men oppreguleres i fodetse med celluleer stress inkludert malign
transformasjon. Det er holdepunkter for at ligandéeMKG2D og DNAM-1 oppreguleres i en
rekke typer kreftceller i respons pa DNA- skadett®skjer gjennom aktivering av en viktig
kontrollmekanisme som kalles DNA-damage checkppathway. Dettet medfgrer til at NK
celler far mulighet til & gjenkjenne og eliminereeftceller som uttrykker disse ligandene
(chan og medarbeidere 2014, Zitvogel og medarbei2@d6).

FcyRIIIA (CD16) gir NK celler evne til & drepe malelegl som er dekket (opsonisert) med
antistoffer gjennom en prosess som kalles antestb#ngig celluleer cytotoksisitet (antibody-
dependent cellular cytotoxicity ADCC). Dette skyexd at FgRIIIA binder Fc delen av 1gG
antistoffer som er bundet til antigenproteiner péerflaten av maleceller (Seidel og
medarbeidere 2013). Dette leder, som tidligere nheunfosforylering av tyrosinresiduer i
ITAM av adoptermolekylet som er assosiert med resep, aktivering av NK celler,

frigjaring av lytiske granula og til slutt drap kxeftceller.

| tillegg til de ulike aktiverende og hemmende peesne uttrykker NK celler (og mange
andre typer immunceller) andre overflateproteinam dilhgrer tumornekrosefaktor (tumor
necrosis factor, TNF) familien inkludert Fas ligaiiasL, ogsa kalt CD59), og TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) (Smyth og meeigdre 2002). Det er vist at stressede
celler som kreftceller oppregulerer uttrykket avdsimseptorene Fas (ogsa kalt CD95) og
TRAIL reseptor 1 (TRAIL-R1) og TRAIL-R2. Fas ligarshm uttrykkes pa NK celler binder
seq til sin reseptor Fas som uttrykkes pa kreftcelDette induserer dannelsen av et kompleks
bestaende av tre Fas og det intracelluleere adopkekgiet FADD. Dette komplekset kalles
DISC (death-inducing signalling compleks) og aktere kaspaser gjennom en rekke
enzymatiske klgvinger av det inaktive pro-kaspasdtivering av kaspase-8 initierer en
kaskade av kaspase aktiveringer som fgrer til akiig av kasapase-3 og dette leder til
induksjon av apoptose og celledagd hos kreftcelleBending av TRAIL til TRAIL-R1 og
TRAIL-R2 farer ogsa til dannelse av DISC og aktingrav kaspase-8 som til slutt fgrer til til
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induksjon av apoptose og celledagd hos kreftcel{dieheau og medarbeidere 2013). Det er
vist at NK celler er i stand til & indusere visaebrceller til & oppregulere ekspresjonen av
Fas for deretter & drepe dem i en Fas- avhengigniske (Smyth og medarbeidere 2002).

2.3- Kjemokiner/kjemoattraktanter og deres rolNi- cellebiologi

Kjemokiner, eller kiemotaksiske cytokiner, er epdysignalmolekyler som er essensielle for
rekruttering av immunceller til betennelsesomrad@m lag 50 humane gener koder for
kjemokiner. Avhengig av posisjonen til en konserwsteinresidu, inndeles kjemokinene i
fire ulike grupper, CXC, CC, CX3C og C (Balkwill 20). Kjemokiner virker gjennom
spesifikke overflatereseptorer som tilhgrer G-prieblete reseptorfamilien. Hvilende NK
celler uttrykker en rekke kjemokinreseptorer blanhet CXCR2, CCR4, og CCR7. Nar NK
celler blir aktivert vil de uttrykke nye (eller omgulerer) kjemokinreseptorer slik som
CXCR1, CXCR3, CCR1, CCR2 og CCR3 (Maghazachi 2003).

Det er ogsa viktig @ merke seq at, i tillegg tperifert blod, befinner NK celler seg i andre
vev, som lymfeknuter, tonsiller, lever, hud, tatomger, i uterint vev under svangerskap, men
mest i milten og at kjemokiner er essensielle &kruttering av NK celler til disse organene
(Maghazachi 2010, Carregga og Ferlazzo 2012). Hmg8iert aktivering av NK celler er for
eksempel vist til & fgre til oppregulering av CCRg dette induserer migrasjon til
lymfeknuter (Maghazachi 2010). Infiltrering av NKler er pavist i flere tumortyper og IFN-
y-induserte kjemokiner som CXCL9, CXCL10 og CXCLNnss a spille en viktig rolle i
rekruttering av NK celler og andre immunceller dihrdder med tumorvekst (Maghazachi
2010, Raman og medarbeidere 2011, Viola og medarbeid@t@)2 Disse kjemokinene er
ogsa i stand til & hemme angiogenese ved A& blokgevkferasjon og migrasjon av
endotelceller som uttrykker kjemokinreseptoren C3JR/iola og medarbeidere 2012). Det
ma ogsa understrekes at kjemokiner ikke bare steruttering av NK celler til andre
organer/vev, men de er ogsa med pa a aktivere cidisme til & bli potente effektorceller mot
kreftceller. Kjiemokiner som er vist & veere viktig®rhold til NK celleaktivering er CCL2,

CCL3 og CCL5 (Maghazachi 2010).
Andre overflatereseptorer som ikke tilhgrer G-pirdteblete reseptorfamilien kan ogsa binde

kjiemokiner. Duffy antigen receptor for chemokin€&ARC) er en slik reseptor. DARC er
hovedsakelig uttrykt pa erytrocytter og vaskulaenelogelceller og kan binde en rekke
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inflammatorisk kjemokiner inkludert CXCL1, CXCL5,XCL5, CXCL8, CCL5. Det er
forslatt at DARC kan fungere som en “decoy” ellezaenger reseptor for post-
inflammatorisk fjerning av kjemokiner (Mantovani agedarbeidere 2010, Lazennec og
Richmond 2010).

Senere ars forskning har ogsa vist at lysofosfiéipislik som sphingosine 1-phosphate (S1P)
og lysophosphatidic acid (LPA), kan fungere somrigattraktanter for leukocytter. Disse er
bestanddeler av cellemembraner som utskilles uhggologiske forhold av mange ulike
celletyper, inkludert plater, endotelceller, og edolod celler. Reseptorer som binder S1P
(S1R til S1R) tilhgrer G-proteinkoblete reseptorfamilien ogrblittrykt av nesten alle
immunceller. Det er ogsa vist at mange typer kedftc kan frigjgre S1P/LPA som vil
dirigere immunceller til tumorstedet. Bade hvilenuig IL-2 aktiverte NK celler uttrykker
reseptorer for S1P. Aktiverte NK celler uttrykkegsa reseptorer for LPA og kan dermed ved
hjelp av kjemotaksi bevege seg mot konsentrasjadsgnten av S1P og LPA. Binding av
S1P og/eller LPA hemmer cytotoksiske aktivitetdnNK celler og stimulerer dem til a
frigjgre blant annet CCL3 og CCL4 som i sin tumfiraer tumorvekst (Rolin og Maghazachi
2011). Lysophosphatidylcholine (LPC) og en rekksidérte lipider kan i likhet med S1P og
LPA indusere kjemotaksisk bevegelse av NK cellet tamorceller i cellekulturer og det er
holdepunkter at dette medieres av G2A. | motsettilrfglP og LPA, medfarer dette ikke til

redusert cytotoksisk aktivitet til NK celler motntwrceller (Rolin og medarbeidere 2013).
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2.4- Samspill mellom NK celler og andre immuncelléorsvaret mot

kreftceller

Antitumor immunrespons begynner ved at medfgdte uncaller slik som vevsmakrofager
oppdager tilstedeveerelsen av en utvikling tumorttédskjer som fglge av lokal vevsskade
som er forarsaket av remodellering av ekstracetlniariks der fibroblaster spiller en viktig
rolle. Medfgdte immunceller utskiller signalstoffeom kjemokiner som tiltrekker andre
immunceller til tumorstedet. | startfasen er det bidler, NKT celler (natural killer T cells,
NKT), og inflammatoriske immunceller som infiltrereimorstedet. Senere kommer Cf)
CD4", T-celler til tumorstedet (Sengupta og medarbeidr10). Vekselvirkningene mellom
maligne celler og ikke-maligne celler skaper tumgrenikromiljg (Balkwill og medarbeidere
2012).

Profesjonelle antigenpresenterende celler slik somane dendritiske celler og makrofager
spiller en viktig rolle i aktivering av naive CD®g CD4 T-celler ved & presentere peptider
fra tumorassosierte proteiner til disse cellendv®&D8" T-celler som gjenkjenner peptider
presenter pA MHC klasse | molekyler og i tillegg kbstimulert via CD28 differensieres til
cytotoksisk CD8 T-celler. Naive CD24 T-celler som gjenkjenner peptider presenter pA MHC
klasse Il molekyler og i tillegg blir kostimulertak, avhengig av type stimulering,
differensiere seg til en rekke funksjonelle undepgrer som type 1 CD4T-hjelpeceller (Thl
celler) som utskiller IFNg, type 2 CDZ4 T-hjelpeceller (Th2 celler) som utskiller IL-4 B-og
IL-15, CD4" T-hjelpeceller 17 (Th17 celler) som utskiller tiamnet IL-17A, eller CD4T-
regulatoriske celler som utskiller T@F{transforming growth factop) og IL-10 (Ostrand-
Rosenberg 2008, Burkholder og medarbeidere 201id)si utskilling av ulike cytokiner og
celle—celle kontakt samarbeider de ulike immuncellened hverandre. Utfallet av dette
samarbeidet er avhengig av tumormikromiljgets kakge® nettverk av cytokiner og
signalering via cytokinreseptorer som kan fagreetiten eliminering av kreftceller eller
kreftutvikling (Burkholder og medarbeidere 2014)eis cytokiner produsert av Th1l celler vil
fore til gkt aktivitet av cytotoksisk CD8T-celler og dermed til gkt beskyttelse mot
kreftceller, fgrer cytokiner produsert av Th2 cetieaktivering av B-celler og dermed bidrar
til & dreie immunresponsen fra gunstig cellemediatitumorrespons til antistoffproduksjon.
Arsaken til dette er at gkt humoral immunitet freemret kronisk inflammatorisk mikromiljg

som igjen farer til tumorutvikling (Ostrand-Rosendp2008).
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Aktivering av NK celler ma ogsa forstas ut fra spilst mellom disse cellene og andre
immunceller. For eksempel fagrer celle—celle kontaktlom NK celler og modne dendritiske
celler i lymfeknuter naer tumorstedet til at denske celler frisetter en rekke cytokiner som
IL-12, IL-18, og IL-15, noe som farer til aktivegnav NK celler og utskilling av IFN-
Derimot farer celle—celle kontakt mellom NK celleg umodne dendritiske celler som
mangler kostimulatoriske molekyler for CD28 pa Teretil induksjon av celledgd i umodne
dendritiske celler. Pa denne maten spiller NK cebg dendritiske celler pa lag til & dreie
immunresponsen i Thl-retning og dermed gkt aktidteCD8 T-celler (Chijioke og Munz
2013). @kt antall av T-regulatoriske celler i flememortyper er vist & vaere assosiert med
redusert antall og nedsatt funksjon av NK cellare som indikerer pa at T-regulatoriske
celler virker undertrykkende pa NK celler. Det etdepunkter for at membranbundet TGF-
pa T-regulatoriske celler er hovedmekanismen bak dgkeundertrykkelsen som skjer ved
celle—celle kontakt mellom disse cellene (PedroaehBPco og medarbeider 2013). Okt
tilstedeveerelse av NK celler i tumorer er korrelegd god prognose og gkt overlevelse hos
pasienter. Kjemokiner som virker pA CXCR3 og CX3C&1lantatt til & veere viktig for

tumorinfiltrasjon av NK celler (Mantovani og medarder 2010)

Til forskijell fra tidlige stadier av kreftutviklinger NK celler er antatt & spille en viktig rolle i
eliminering av maligne celler, er det uenighet bléorskere om hvilke rolle de har i

bekjempelse av kreft i etablerte tumorer. Noenkiems mener at NK celler kan bidra til

kontroll av kreftceller i solide tumorer (Gajewskg med arbeider 2013, Baginska og
medarbeidere 2013), mens andre forskere mener B4T$6mM utskilles av kreftceller holder

infiltrerende NK celler i en anergisk tilstand og K cellenes beskyttende rolle mot
kreftceller er begrenset til tidlige stadier avfluevikling (Fridman og medarbeidere 2012).

Kreftceller kan unngd mate med cytotoksiske CD8celler ved hjelp av ulike mekanismer
inkludert nedregulering av MHC klasse | molekylé&Sefgupta og medarbeidere 2010,
Campbell og Hasegawa 2013). Slike kreftceller edientid utsatt for angrep fra NK celler
som er klart til & tre i aksjon umiddelbar ettetivdring. Men kreftceller kan ogsa unnga
angrep fra NK celler via ulike mekanismer. Tumokan for eksempel beskytte seg mot
NKG2D-mediert celledrap ved a klippe av ligandeNKGD2 (MIC-A, MIC-B, og ULBP-1-
4), ved a nedregulere MHC klasse | molekyler ognaer forhindre NK cellene til &
gienkjenne kreftcellene, eller ved a aktivere Tutatpriske celler (Sabry og Lowdell 2013,

Sengupta og medarbeidere 2010).
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3- Terapeutiske perspektiver

NK celler ansees & ha et klart terapeutisk potemsihkreft, og det er stor forskningsaktivitet
pa dette feltet. En hovedstrategi for NK cellebsenmunterapi bestar i a utvikle
tumorspesifikke monoklonale antistoffer (mAb) retteot overflatereseptorer som er
overuttrykt i tumorceller (Terme og medarbeider 0Behandling av kreftpasienter med
slike antistoffer fare til at kreftcellene blir deit med antistoffer og dette gjar det mulig for
NK celler til & utfgre FgRIlIIA-mediert antistoffavhengig celluleer cytotokisis (ADCC)
(Seidel og medarbeidere 2013, Campbell og Hase@®43). Flere terapeutiske antistoffer
som er godkjent for behandling av kreft slik sortuganab (et mAb mot EGFR), trastuzumab
(et mAb mot Her-2), og mogamulizumab (et mAb mankpkinreseptoren CCR4), synes a
virke gjennom NK cellemediert ADCC (Campbell og Egawa 2013). Nar det gjelder
tumorer som uttrykker MHC klasse | molekyler er dist at ADCC kan forsterkes gjennom
blokkering av inhibitoriske reseptorer (KIRs) forédusere terskelen for NK celleaktivering.
Det er for eksempel utviklet anti-KIR antistoffeors konkurrerer med ligandbinding.
Inhibitoriske reseptorer pa NK celler blir dermedhindred fra & binde seg til MHC klasse |
molekyler og inhibitoriske signaler reduseres (Gheg medarbeider 2013, Campbell og
Hasegawa 2013). En annen form for NK cellebaserhumterapi er & fa tumorer som er
resistent til p53-indusert apoptose til & ga i apsp ved TRAIL- mediert celledgd. Dette kan
gigres enten ved bruk av komponenter som oppregulBRAIL pa NK celler, eller ved
adoptiv overfaring av spesifikke undergrupper av &dtler som har evne til & uteve TRAIL-
avhengig apoptose. TRAIL- mediert apoptose i komajon med kjemoterapi er vist a veere

mer effektiv enn TRAIL- mediert apoptose alene (fierog medarbeider 2008).

| det falgende fokuseres det pa noen eksempleempdutiske strategier som er basert pa
kjemokin-kjemokinreseptor systemer. Kjemokiner aeli alle trinn av tumorutvikling
inkludert tumorvekst, tumorangiogense og metastagerved a skape et gunstig
tumormikromiljg. Disse kjemokinene utskilles av bakreftceller og normale celler som
befinner seg i tumorens mikromiljg (Lazennec oghRRiond 2010). Angiogenese er, som
nevnt, en egenskap som kjennetegner tumorer ogggsrande for invasjon og spredning av
kreftcellene fordi nydanning av blodkar muliggjatfarsel av oksygen og neering til
kreftcellene. Intervensjoner som tar sikte pa adfntumorangiogense er rettet mot
tumorassosierte endotelceller som danner blodketr.eDvist at peptider fra kjemokiner kan

virke hemmende p& angiogenese og dermed tumorggishom a hemme migrasjon og
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proliferasjon av endotelceller. For eksempel kapegtid fra CXCL1, kalt chemokinostatin-1,

hemme brysttumorvekst ved & binde seg til CXCR2mpdotelceller og hemme signalering
via denne reseptoren. Dettet medfarer at endoletheeblir forhindret fra @ danne blodkar
(Rosca og medarbeidere 2011). CXCR4 (CD184, ogsit kpm stromal cell-derived factor-

1, SDF-1) er reseptor for CXCL12 og er vist til@ne overuttrykt i et stort antall krefttyper.

Overuttrykk av CXCR4 er generelt assosiert med i@gjgn (progrediering) og metastasering
av tumorer og darlig prognose hos kreftpasientan{gey og McAlpine 2013, Mantovani og
medarbeidere 2010). Malrettet immunterapi mot CX@ICXCR4 systemet tar sikte pa a
hemme spredning av kreftceller som uttrykker CXCB#A.rekke CXCR4 antagonister slik

som AMD3100 har vist seg & kunne hemme tumormesastey, hovedsakelig gjennom

blokkering av signalering via CXCR4 (Ramsey og MuAk 2013).

Oppsummering

NK celler er en type lymfocytter som tilhgrer deedfedte immunsystemet. | tillegg til
perifert blod, befinner NK cellene seg i andre wakiudert milt, lymfeknuter, og lever. NK
celler spiller en viktig rolle i tumorovervakingrimeert ved at de er i stand til & indusere
celleded ved direkte cytolytisk aktivitet pa tumelter, bade gjennom naturlig og
antistoffavhengig celluleer cytotoksisitet. NK celkéivering og cytotoksitet er underlagt
komplekse kontrollmekanismer og til syvende og disstemmes av balansen mellom
hemmende og aktiverende signaler som NK celler anatia henholdsvis inhibitoriske og
aktiverende reseptorer. Var forstaelse av dissdéréitmekanismene er fortsatt ufullstendig.
Som for andre immunceller bestemmes vandringenkae@ller til andre vev og tumorsteder
av kjemokiner og kjemoattraktanter som NK cellem heseptor for. Mens det er sterke
holdepunkter for at NK celler spiller en viktig I®li tidlige stadier av kreftutvikling, er det
fortsatt uklart hvilke roller de har i bekjempelsmnkreftceller i solide tumorer. Fremskrittene
i var forstaelse av biologiske egenskaper ved Nlkeichar dannet grunnlag for utvikling av

nye strategier for immunterapi ved kreft.
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