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1 WPROWADZENIE

1.1 Receptor CD16

Receptory wizace fragmenty Fc immunoglobulin (FCR) wystija na powierzchni
wszystkich komorek uktadu odporumowego. Opisano receptory FCR swoiste wdgm
wszystkich klas immunoglobulin: FcR awiace fragmenty Fc immunoglobuliny IgA (&R),
IgD (F&R), IgE (FeR), IgM (FquG) oraz IgG (FgR) [1].

Rodzina receptoréw KB obejmuje trzy klasy: Rl (CD64), FgRII (CD32) oraz FgRIII
(CD16) r&niace s¢ pod wzgédem powinowactwa do IgG oraz sityagania poszczegolnych
podklas 1gG1-4 [2-4]. Receptor CD16 wystije w dwoch izoformach: CD16a (fRllla) na
powierzchni komérek NK, monocytow i makrofagébw or&@D16b (FgRIlIb) ulegapcy
ekspresji na neutrofilach [5]. Rdorodnd¢ budowy casteczek receptorow IR jest
odpowiedzialna za ubice w petnionych przez nie funkcjach biologiczny€&unkcje te s
czesto take zalene od typdw komorek, na ktorych wggtija poszczegolne FR. Naley
zaznaczy, iz czsteczka CD16 jest zasadniczym receptoremabyon udziat w procesie
cytotoksycznéci komdérkowej zalenej od przeciwciat (antibody-dependent cell cytatiy,
ADCC) [6-8].

1.1.1 Budowa receptora CD16

Czgsteczka CD16, RllI, jest wysoko glikozylowanym biatkiem powierzchniowy masie
czasteczkowej 50-80 kDa, zbudowanym z jednegmdi@ha aminokwasowego jednokrotnie
przechodgzcego przez bton komorkows. Czsteczka receptora skiadae sz czsci
zewngtrzkomorkowej, transbtonowej i cytoplazmatycznejDd®a), ladz jedynie z czsci
zewnytrzkomorkowej (CD16b). Fragmenty zegtrekomdrkowe obu podtypdw receptoréw s
niemal identyczne, thiac sk jedynie pojedynczymi aminokwasami. Skutkuje tanymi
modyfikacjami posttranslacyjnymi, takimi jak N-gtikylacja, jakim ulegaj czasteczki tych
biatek [5]. Czs¢ zewrgtrzkomorkowa receptora sktadae & dwdch domen Ig-podobnych,
proksymalnej i dystalnej wzgdlem btony komodrkowej, z ktérych kda zawiera siedem
anty-rownolegtych harmonijeB polgczonych ptlami [9]. Miejsce wjzania fragmentu Fc
immunoglobulin znajduje siw obrbie domeny proksymalnej receptora [10,11]. Receptor
CD16 wykazuje relatywnie niskie powinowactwo wolsegych ligandow, do ktérych naig
gtéwnie immunoglobuliny podklas IgG1 oraz IgG3 [3].



Pomimo znacznego podohswa sekwencji biatkowej receptoréw CD16a i CD1§osob
ich zakotwiczenia w btonie komorkowej jestzny. Czs$¢ zewrgtrzkomérkowa biatka CD16b
jest zakotwiczona w btonie poprzez gpa#enie z glikozylofosfatydyloinozytolem (GPI)
z udziatem seryny 185. Rgkenie biatka z GPI ma miejsce w retikulum endapiazycznym,
gdzie z prekursora t@ucha biatkowego CD16b odcinany jest fragment trlmmowy oraz
cytoplazmatyczny. Natomiast, obegddenyloalaniny w pozycji 185 w gsteczce CD16a
powoduje,ze receptor ten jest biatkiem transbtonowym, z 2%akwasowym fragmentem
cytoplazmatycznym [2,3,4]. @uch ten do stabilnej ekspresji blonowej wymagaostenia
kompleksu, w sktad ktérego wchaggonadto dwa iecuchy biateky lub {. Biorg one réwnie
udziat w tworzeniu kompleksu CD3 receptora limfanytT. Z biatkiem FgRIlla tacza sie
one w postaci homodimerdwy lub ({, rzadziej heterodimery( [2-4,12,13]. Budow

receptora CD16 przedstawiono na Rys1.

CD16e CD16k

Y &g &y

Rys.1. Budowa receptora CD16a oraz CD16b [14].

1.1.2 Przekazywanie sygnatu z receptora CD16

Sposob ekspresji btonowej biatek CD16a i CD16b n@yw na sposob przekazywania
sygnatu z tych receptorow do wirza komorki. Zwiyzane z receptorem CDl6an¢aichy
v i/lub { zawieray sekwencje ITAM (immunoreceptor tyrosine-basedvation motives),

ktore ulegaj fosforylacji w nasfpstwie jego aktywacji, po zezaniu odpowiedniego ligandu.
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Fosforylacja sekwencji ITAM prowadzi do aktywacjgesegu cytoplazmatycznych kinaz
tyrozynowych, w tym kinaz z rodziny Src, PI3K, PyCBtk [15-17].

Przekazywanie sygnatu z receptora CD16bzdakest zwizane z aktywag] kinaz

tyrozynowych. Jednak z powodu zakotwiczenia w l@opoprzez pakzenie z casteczl

GPI, nie wize sk on z wewntrzkomérkowymi biatkami zawieragymi motywy sygnatowe,
lecz bezpérednio asocjuje z kinazami Src zakotwiczonymi wrigdkomaérkowej [18].

1.1.3 Epitopy receptora CD16

Dotychczas poznano wiele epitopow biatka CD16.2ohkowanie przy pomocy przeciwciat
monoklonalnych (mADb) stosuje esido oceny poziomu ekspresji asteczki CD16 na
powierzchni komérek uktadu odporuiowego. Nazwy epitopdw pochadz od
poszczegolnych klonéw mADb, ktére je rozpoandjrzeciwciata anty-CD16 magvigza® sie

do epitopow zlokalizowanych w aoffsie domeny dystalnej receptora, np. B73.1/Leullc
(najczsciej wwywane w rutynowej diagnostyce immunologicznej), GRNEN1, BW209/2;
lub w obebie domeny proksymalnej — 3G8, CLBFcRgranl, MEM-16d4z NKP1/Leulla
[19,20].

1.1.4 Gen kodujcy receptor CD16 oraz jego polimorfizmy

Geny dla receptorow CD16a i CD16b, odpowiedRmyRIlla i FcyRIlIb, potozone g na
diugim ramieniu chromosomu 1, w relatywnie bliskigj siebie odlegkei [21]. Sekwencje
obu genow s identyczne w 97%, zarowno w zakresie sekwencjukmych oba biatka, jak
i sekwencji flankujcych [5,22]. Wysokie podohistwo gendéw FcyRllla i FcyRIIllIb
spowodowane jest ichowstaniem w wyniku duplikacji genu végjowego [23,24]. Geny te

wykazup takze wariacg liczby kopii (copy number variation, CNV), czylioga wystpowa

w odmiennej liczbie kopii u thych os6b w populacji [24-28]. Najgciej wysepuja po
dwie kopie kadego z gendw [26].

Geny FcyRllla i FcyRIlIb skladaj sie z piciu egzonéw [21]. Egzon 1 oraz fragment
egzonu 2 koduaj 17-sto aminokwasaoyvsekwengj sygnatows oznaczajcs, iz tancuch ten jest

.przewidziany” w aspekcie umiejscowienia, jako k@btonowe. Jest ona naghie odcinana
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w swietle retikulum endoplazmatycznego. Egzony 3 iodikka zewrgtrzkomérkowe domeny
Ig-podobne, natomiast egzon 5 koduje fragment ldanswy oraz cytoplazmatyczny
biatkowego tacucha receptora - w przypadku CD16a, lub fragmentiviczacy biatko
w btonie komérkowej — w przypadku CD16b [29]. SclamgenuFcyRIlla przedstawiono na
Rysunku 2. Sid tez, powszechnie stosujeesiumerag} nukleotydow oraz kodowanych przez
nie aminokwasow, w ktérej pierwszy nukleotyd koddkadupcego pierwszy aminokwas
pierwszej domeny zewgirzkomaorkowej ustala sijako nukleotyd numer 1.

egzon 2
egzon 1l egzon 3 egzon 4 egzon 5
peptyd dystalna domena proksymalna domer fragment
sygnatow! lg-podobne lg-podobna T cytoplazmatyczny
fragment
transbtonowy

Rys. 2. Schemat gerkcyRlIlla wraz z kodowanymi przez niego fragmentami biatka.

1.1.4.1 Polimorfizmy genu Fc yRllla

Dotychczas opisano 19 polimorfizméw pojedynczegoklentydu (single-nucleotide
polymorphism, SNP) genfecyRIlla (Entrez Gene; ID genlscyRIlla — 2214)

W obrbie egzonu 1 opisano jeden polimorfizm A9T zlokawany w kodonie
9 sekwencji sygnatowej i wynikagy z zamiany nukleotydu 25 z G w kodoni&CT
kodujcym alanig (A) na A tworzc kodonACT kodupcy treonirg (T).

W obrebie egzonu 2 nie opisamadnych polimorfizmow.

W egzonie 3 kodggym dystala domer Ig-podobr receptora opisano dotychczas
dziesi¢ polimorfizmow. Polimorfizmy te scharakteryzowancorabeli 1.
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Tab. 1. Charakterystyka polimorfizmow egzonu 3.

Polimorfizm nukﬁgg%/ﬂiwa Zmiana nukleotydu Zmiana aminokwasu
VOE 29 G'G— GAG walina— glutamina
E13D 43 GAS — GAC glutamina— kwas asparaginowy
R18S 107 AG — AGC arginina— seryna
L20L 114 CTC—CTT brak zmiany (leucyna)
S47N 227 AC — AAC seryna— asparagina
CTC— CAC leucyna— histydyna
L48R/H 230
CTC — CGC leucyna— arginina
A60D 266 GT — GAT alanina— kwas asparaginowy
V63R 267 G — GTT walina— arginina
D64N 274 GAC — AAC kwas asparaginowy»> asparaginf
188V 346 ATC — GTC izoleucyna— walina

Najwazniejszym i najczsciej opisywanym polimorfizmem wygbujacym w obebie egzonu 3
jest trialleliczny polimorfizm L48R/H polegagy na substytucji nukleotydu T w miejscu 230
przez A lub G [30], skutkgfej zamian leucyny (L) na argini@ (R) lub histydyrg (H).
Polimorfizm ten w wielu pracach oldla sk mianem mutacji (rzadko wygiujacej zmiany)
korelujgc obecné&c¢ izoform FgRIlla-48R lub -48H z defektem funkcjonalnym komomgkK
polegajcym na zwgkszonej podatn@i na nawracage zakaenia wirusowe [20,31-33].
Jednake wiele prac opisuje wspomniany polimorfizm, jakaturalnie wysfpujacy SNP
[30,34,35], wystpujacy u zdrowych oséb rasy kaukaskiej zstotliwosciag 14% (48R — 6%,
48H — 8%)). [30].

W obrbie egzonu 4, kodaggego proksymakln domer Ig-podobr receptora, opisano
dotychczas cztery polimorfizmy, scharakteryzowantaweli 2.
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Tab. 2. Charakterystyka polimorfizmow egzonu 4.

Polimorfizm Pozycja Zmiana nukleotydu Zmiana aminokwasu
nukleotydowa
G129D 440 &C — GAC arginina— kwas asparaginowy
Y137H 472 TAC — CAC tyrozyna— histydyna
D148D 498 G — GAT brak zmiany (kwas
asparaginowy)
F158V 526 TTT—->GTT fenyloalanina— walina

Najwazniejszym polimorfizmem

zlokalizowanym w egzonie 4est]

polimorfizm

526 nukleotydu, poleggy na zmianie fenyloalaniny (F) na walifV), tj. polimorfizm

F158V. Aminokwas 158 jest zlokalizowany w obie domeny receptora ggcej ligand —

IgG. Dowiedzionoze polimorfizm ten wptywa na zdolda wigzania casteczek IgG przez

FcyR [10]. Korelowano asocjacje wyggbbwania aminokwasu 48 z aminokwasem 158

sugerujc, iz izoforma 48L wysipuje wraz z aminokwasem 158F, natomiast 48R lub 48H
z 158V [30,36]. W populacji ludzkiej wariant 158V/dpisuje st u 10-20%, 158F/F u
40-50%, a heterozygotyczny fenotyp 158F/V u okd@&odosob [14,37-40].

W obrbie egzonu 5, kodagego fragment transbtonowy oraz cytoplazmatyczrogpeora,

opisano dotychczas cztery polimorfizmy, scharalktevweane w Tabeli 3.

Tab. 3. Charakterystyka polimorfizmow egzonu 5.

Polimorfizm nuklzl)ggglﬂiwa Zmiana nukleotydu Zmiana aminokwasu
Al77S 584 GCA—TCA alanina— seryna
F185S 609 TT —> TCT fenyloalanina— seryna
R216* 702 CGA— TGA arginina— kodon stop
F227L 735 TIT—>CTT fenyloalanina— leucyna
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1.1.4.2 Polimorfizmy genu Fc yRIlIb

Sekwencja gentrcyRIlb, kodupcego casteczk CD16b, wykazuje wysokie podolistwo
do sekwencji gentrcyRIlla. W obebie sekwencji koduagej biatko, ré@nia sie one jedynie
pojedynczymi nukleotydami. W odniesieniu do gémRIllb opisano 11 SNP (Entrez Gene;
ID genuFcyRIlIb — 2215) Kilka z tych polimorfizmow jest doktadnie takiclaraych, jak
w przypadku genurcyRllla i polega na takiej samej zmianie nukleotydowejtybpy to
nastpujacych polimorfizméw: L20L, A60D, 188V, A177S. Pozatt 6 polimorfizmdw genu
FcyRIlIb jest doktada odwrotngcia odpowiednich polimorfizméw genuFcyRIlla.

Polimorfizmy te przedstawiono w Tabeli 4, porowgaje do polimorfizméw gené&cyRllla.

Tab. 4. Wybrane polimorfizmy geritcyRIlIb w poréwnaniu do polimorfizméw genu
FcyRllla.

Polimorfizm genu FcyRII1b Polimorfizm genu FcyRIl1a
(pozycja nukleotydu i jego zmiana) | (pozycja nukleotydu i jego zmiana)

S18R R18S

(107; AGC — AGG) (107; AGG — AGC)
N47S S47N

(227; AAC — AGC) (227; AGC — AAC)
N64D D64N

(274:AAC — GAC)

(274;GAC — AAC)

D129G
(440; GAC — GGC)

G129D
(440; G5C — GAC)

H137Y
(472;CAC — TAC)

Y137H
(472; TAC — CAC)

D148D
(498; GAT — GAC)

D148D
(498; GAC — GAT)

Jedynie jeden polimorfizm gerfecyRIlb wystpuje w miejscu, w ktérym nie wykrywaesi
zadnej zmiany w genie FRIllla. Polimorfizm ten, P139P, wygiuje w patym egzonie
i polega na zmianie nukleotydu 480 z A na G, nieiema to jednak kodowanego

aminokwasu.

W przypadku kilku nukleotydow, ktore w gerfieyRIlla sa polimorficzne, w genié-cyRIlIb

nie wykrywa s¢ zadnej zmiany. Dla przyktadu, w miejscu nukleotydd02gdzie w genie
15



FcyRllla obserwuje si trialleliczny polimorfizm L48R/H, w genié-cyRIllb obserwuje si
obecnd¢ T, wchodace] w skiad kodonu dla L. Natomiast w miejscu 5polimorfizm
F158V w genieFcyRllla) obserwuje si G, co w rezultacie powoduje ekspresj obecnac

ktorej w biatku CD16a jest wynikiem zmiany polimic#ne;.
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1.2 Polimorfizmy genu koduj acego CD16a o znaczeniu klinicznym

Zmiany w budowie receptora CD16a mogptywat na jego widciwosci i funkcje. Opisane
dotychczas zmiany w budowie CD16a zwéne s z polimorfizmami genuFcyRllla.
Polimorfizmy te mog wptywat na podatn& na infekcje lub przebieg zaken,
predysponowado wystpowania niektérych chordb lub ndievptyw na skuteczni terapii

biologicznych.

1.2.1 Polimorfizm L48R/H

Trialleliczny polimorfizm FeRIlla-48L/R/H zostat powgzany ze zwjkszory podatndciag na
zakaenia wirusowe. Aminokwas 48 zlokalizowany jest wrehite dystalnej domeny
Ig-podobnej i nie uczestniczy w gzaniu ligandu. Jednocgde aminokwas ten wchodzi
w sktad epitopu rozpoznawanego przez mAb anty-CRIib6u B73.1/Leullc, st zmiana
tego aminokwasu zaburza gganie mAb wspomnianego klonu uniethwiajac detekog
receptora CD16 przy pomocy tego konkrethego mAp2d,30-33].

Defekt epitopu B73.1/Leullc opisangcinie u émiorga dzieci [20,31-33], u ktorych
obserwowano komorki NK o prawidtowe] ekspresjiasteczek CD16a potwierdzonej
znakowaniem z zastosowaniem kilku innych rodzajéabs) jednak nie wykrywanych przez
mAD klonu B73.1/Leullc. Odsetek komorek NK, oznagzo zastosowaniem innych klonow
przeciwciat anty-CD16, byt u wszystkich pacjentévawidtowy. U dwojga z nich opisano
obnizong cytotoksyczné¢ komérek NK wzgtdem komoérek biataczkowych linii K562, przy
jednoczesnej prawidtowej reakcji ADCC. Wspomniamicjenci cierpieli na nawracge
zakaenia wirusowe drég oddechowych, jedmakcharakterystyczne byly nawraqeg

i cigzkie infekcje wirusami z rodzinyHerpesviridag gtdwnie wirusem ospy wietrznej
i péipasca (VZV), wirusem opryszczki pospolitej (HSV) orairusem Epsteina-Barr (EBV).
U pacjentow tych wykluczono znane pierwotne niedghbadporndci. U jednego dziecka
stwierdzono nieokrdong hipogammaglobulinemi[32]. U pkciorga dzieci przeprowadzono
analiz sekwencji genudrcyRllla [20,31] lub cDNA tego biatka [32] stwierdzgj substytugj
leucyny histydyn w miejscu 48 biatka CD16a (fRllla-48H/H). U pozostatych nie
wykonano bada sekwencji genu kodagego FgRIlla. Doniesienia te sprawityzidefekt
epitopu B73.1/Leullc zdefiniowano jako niedobdr adpéci zwigzany z defektem
funkcjonalnym komorek NK, wspomingg go w szeregu zestauii€lotyczcych pierwotnych
niedoboréw odpornii [41-43].
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Réwnolegle opublikowano szereg prac, w ktorych mgiaminokwasu 48 z L na H lub R

uznano za naturalnie wygtujagcy w populacji ludzkiej SNP [30,34,35].

1.2.2 Polimorfizm F158V

Najczscie] badanym polimorfizmem jest SNP F158V. Aminokws58 wchodzi w skiad
epitopu biogcego udziat w wgzaniu 1gG. Dowiedzionoze lgG-zalena cytotoksyczné
komorek NK oraz monocytdw jest inna u 0sob z fepetg FgRIlla-158V/V, niz z FgRllla-
158F/F, w zwazku z wyszym powinowactwem izoformy V/V do wdania podklas 1gG1,
IgG3 oraz 1gG4 [44,45]. Dlatego #e polimorfizm F158V mee pozostawa w zwigzku

z poziomem aktywacji komérek uktadu odpofciowego w ranorodnych schorzeniach,
w ktorych istota role odgrywaj oddziatywania FfR z 1gG, w tym na przebieg zatesh lub
skutecznéc terapii biologicznych.

Polimorfizm ten mae mi&€ wptyw na skuteczni@ terapii z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych. Dla przyktadu, chorzy, u ktérychsipuje izoforma 158V/V (0 wxyszym
powinowactwie wobec ligandu), ewentualnie heterotygzny wariant 158F/V, lepiej
odpowiadaj na terapi przeciwcialem monoklonalnym anty-CD20znosoby, u ktorych
wykryto izoforme 158F/F, o niszym powinowactwie [34,46,47].

Ponadto, réna zdolné¢ do wigzania ligandéw przez izoformy 158F lub V meo
predysponow& do wysgpienia r&nych choréb, gtébwnie autoimmunizacyjnych.
Wystepowanie F w miejscu 158, olmajace powinowactwo receptora wobec IgG, 2@0
wplywat na obnienie wydajnéci usuwania kizacych komplekséw immunologicznych,
ktore odkiadajc si w tkankach mog zapoczatkowa lub nasilé miejscowy stan zapalny.
Wariant o wysokim powinowactwie - 158V/V silniejtgivuje komorki wykazujce ekspresj
receptora CD16a, co me prowadzi do przewleklych standéw zapalnych [48,49,50].
Natomiast forma heterozygotyczna 158F/V wydagebst funkcjonalnie bardziej ziidona do
wariantu homozygotycznego 158V/V [40].

Zwigzek genotypu RdRllla-158 z ryzykiem wysipienia konkretnej choroby egto zaley od
badanej populacji ludzkiej. Zwkszory czestotliwos¢ wyskpowania izoformy 158V/V
obserwowano u o0s6b rasy kaukaskiej z reumatoidalrapaleniem stawéw [51,52],
natomiast w populacji azjatyckiej nie opisano teleznosci [53]. Wariant 158V/V wizano
takze, na podstawie bafiaprowadzonych paod populacji ddskiej, z wysgpowaniem
miopatii autoimmunizacyjnych [54]. Izofogn158F/F obserwowano natomiaste¢gze]

u 0sob z toczniem rumieniowatym ukladowym [36,45%6% Heterozygotyczny wariant

158F/V wykrywano cgsciej u dzieci z immunologicznplamic matoptytkowg [57].
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Polimorfizm F158V, z racji bezgeedniego wptywu na funkejreceptora, mee wigzat si¢
takze z r@ng podatndcia na zakaenia. Zalenos¢ ta dotyczy zwitaszcza zakeh wirusowych.
Zaobserwowano,ze obecné& wariantu 158V/V zmniejsza ryzyko rozwoju ostrejzya
choroby Heinego-Medina, di bardziej wydajnemu usuwaniugsteczek wirusa polio [58].
Obecnd¢ tego genotypu zwrana jest tate z regreg zmian dysplastycznych nabtonka
szyjki macicy spowodowanych zatamiem ludzkim wirusem brodawczaka. Sugeruge s
obecnd¢ wariantu 158V/V jest zwizana z indukg apoptozy w zainfekowanych wirusem
komorkach [59].
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1.3 Subpopulacje leukocytow krwi obwodowej wykazu; ace
ekspresj e receptora CD16a

Spasrdd leukocytow krwi obwodowej ekspregeceptora CD16a wykazukomorki NK oraz
subpopulacja monocytéw o fenoty@®14CD16 ™.

1.3.1 Komorki NK

Komorki NK stanowd 5-20% populacji limfocytow krwi obwodowej. Definaisk je jako
duze ziarniste limfocyty o fenotypie CDBD56' CD16 [60,61]. Obecnie wyria sk dwie
gtéwne subpopulacje komérek NK. Przexapca wickszas¢ (okoto 95%) kgzacych komorek
NK charakteryzuje powierzchniowa ekspresja CD16G& oelatywnie niska ekspresja CD56
(CD56"™) [62]. Komdrki NK wspomnianej subpopulacjivywierajp bezparedni efekt
cytotoksyczny na komorki docelowe lub kjondziat w reakcji ADCC. Bezpoedni efekt
cytotoksyczny jest indukowany w nggstwie braku rozpoznania poprzez receptory komorek
NK (m.in. KIR - killer Ig-like receptors) ekspresjizasteczek HLA klasy | na komérkach
docelowych [63]. Efekt ten jest wywierany ekii wydzielanym perforynom i granzymom,
badz takze dzeki aktywacji ,receptorowsmierci” na komorkach docelowych, takich jak np.
Fas [63-66]. Wysoka ekspresja CD16a na powierz&bniérek NK umaliwia im udziat
w reakcji ADCC. Cazsteczka ta wize fragment Fc immunoglobulin (gtéwnie 1gG)
optaszczajcych komorki docelowe. Dochodzi wtedy do aktywdcflegranulacji komaérek
NK. Komorki NK produkuj takze prozapalne cytokiny, takie jak IFN{ub TNF-a [67].
Ponadto, dzki ekspresji takich csteczek, jak CD40L oraz OX40L, mpgktywowa
limfocyty T i B [68,69].

Niewielka subpopulag krazacych komoérek NK (do 10%) stanoyvikomorki o wyszej
ekspresji CD56 (CDSE", ale nie wykazuice ekspresji CD16a. Charakteryzigic one
relatywnie nislg produkcp perforyn, a tym samym ¥gzym potencjalem cytotoksycznym,
lecz produkuj wigksze ilgci cytokin i chemokin, w tym IFN= Sid tez uwaza sk, ze petng
istotrg role w regulacji procesu zapalnego [62,63,70].

Gtownym zadaniem komorek NK jest obrona gospodgmzad zakaeniami, szczegdlnie
wirusowymi [71]. Zasadnicg ich funkcp jest niszczenie zakanych wirusem komorek,
a takee produkcja IFNy aktywupcego komorkow odpowied przeciwwirusowd. Ponadto,
biora udziat w eliminacji komorek nowotworowych, szczbgé tych, ktore wykazuj
obnizong ekspresj czasteczek HLA klasy | [72].
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1.3.2 Monocyty CD14CD16"™

W zaleznosci od poziomu ekspresji powierzchniowepsieczki CD16a, monocyty dzieliesi
na dwie subpopulacje. Najliczniejsz (85-95% monocytow) stanogvi komorki
charakteryzujce s¢ wysoly ekspresj czysteczki CD14 (receptor dla LPS) i brakiem
ekspresji CD16a, tzw. ,klasyczne” monocyty o femi¢y CD14°CD16. Mniej liczng
subpopulagj (5-15% monocytow) stanowkomorki o niskiej ekspresji CD14, z koekspgesj
CD16a (CD14CD16™), tzw. monocyty ,nie-klasyczne” lub ,prozapalné’d, 74]. Monocyty
CD14'CD16™, w poréwnaniu do monocytéw CDI€D16, charakteryzuj sic zwiekszon
produkcp cytokin prozapalnych, w tym TNé&-i IL-12, brakiem lub niskim poziomem
produkcji IL-10 o silnych wiéciwosciach immunosupresyjnych, wyz ekspresj antygenow
HLA-DR na swej powierzchni oraz z8z3 ekspregj niektérych receptoréw dla chemokin
[75]. Uwaza sk je za komorki bardziej dojrzate od ,klasycznychbmocytow CD14°CD16,

a tym samym zblone fenotypowo do makrofagéw tkankowych. Mogne réwnie
uzupetnig populacg komoérek dendrytycznych raych tkanek [76,77]. Z racji wysokiej
ekspresji antygenow zgodéw tkankowej klasy Il (gtdwnie HLA-DR), komorki teykazup
wysoka zdolnagi¢ do prezentacji obcych antygendw limfocytom gospoa$r8].

Znaczacy wzrost liczebnéci monocytéw nie-klasycznych podczas tgmgo s¢ stanu
zapalnego oraz w odpowiedzi uktadu odpdommwego na zakeenia bakteryjnesugeruje, 4
komorki CD14CD16™ odgrywaj istotrs role w immunopatogenezie tych procesoéw [79,80].
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1.4 Zaburzenia dotycz ace liczebno $ci i/lub funkcji komorek NK oraz
monocytéw CD14 *CD16™" w wybranych stanach chorobowych

1.4.1 Komorki NK

Zaburzenia dotyegre komérek NK, zarowno ifgiowe jak i funkcjonalne, najezciej
kojarz sie ze zwekszory podatnéciag na nawracage zakaenia wirusowe, w szczegolfm
wirusami z rodzinyHerpesviridae Cz$¢ z tych zaburze powigzana jest z wygpowaniem
relatywnie dobrze poznanych pierwotnych niedobor@dporngci, ktorych podiae
genetyczne ma wpltyw na liczebidoi/lub funkcje komérek NK (niektore podtypyeekich
ztozonych niedoboréw odpordo z brakiem komorek NK). Jednak etiopatogeneza
wigkszaici izolowanych niedoborow komorek NK nie jest zna@atkowity brak komérek
NK, przy nieobecnéri innych zaburzé uktadu odpornéciowego, opisano u dzieci zegkimi
nawracajcymi zakaeniami VZV, HSV oraz wirusem cytomegalii (CMV31-83]. 1zolowany
defekt funkcjonalny komoérek NK me take polega na zaburzonej cytotoksyczém,
bezparedniej i w mechanizmie ADCC, lub jej catkowitymalbu, przy ich prawidtowe]
liczebnagci we krwi. Opisano przypadek tego rodzaju zabfuraeczworki rodzéastwa [84]
oraz czworga pacjentéw niespokrewnionych [85]. &aaij ci chorowali na eikie, rozsiane
infekcje HSV oraz EBV.

Sugerowano tale udziat komorek NK ~w immunopatogenezie  schfrze
autoimmunizacyjnych [86,87,88]. Obeshokomérek NK wykazano w organach &gch
przez proces autoimmunizacyjny, np. w reumatoidalngapaleniu stawow komoérki te
wykrywano w bilonie maziowej, natomiast w stwardmierrozsianym byly obecne
w zmianach zapalnych w mdzgu [89]. U pacjentow zelowna chorobami
autoimmunizacyjnymi stwierdzono tak obnzong liczbe komdrek NK kgzacych w krwi
obwodowej (np. w reumatoidalnym zapaleniu stawotwasdnieniu rozsianym, cukrzycy
typu 1, zespole Sjorgena oraz tuszczycy) [90-92¢. jNst jednak jashe dlaczego zmiejszenie
liczebnagci komorek NK promuje rozwoj choréb autoimmunizanggh. Postulowanoze
komorki NK zabijag zmienione komorki organizmu, ktére mogtyby prowigddo rozwoju
choroby autoimmunizacyjnej. Z drugiej strony, thomano, # wspomniane choroby
charakteryzyj sie przewag syntezy przez okéeone komorki ukiadu odporsoiowego

cytokin promugcych odpowied typu Thl. Sugerowano zateny, obnizenie liczebnéci
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komorek NK, ktore zdolneasdo produkcji cytokin reakcji typu Th2, powodujezpwag
cytokin typu Th1l promuac tym samym autoimmunizacj

Poza ochros przeciwwirusowy, komorki NK petny takze wazng funkcje w odpowiedzi
przeciw komérkom nowotworowym. Zaburzenia doty liczebnéci i funkcji komorek NK
obserwuje si u chorych z rénego typu schorzeniami nowotworowymi. Donoszonstothie
obnizonych wia@ciwosciach cytotoksycznych komorek NK u pacjentéw, m.zirczerniakiem
ztosliwym, rakiem oskrzeli, trzustki, prostaty, piemsiaz przetyku [93-98]. Ponadto, niski
poziom cytotoksyczriwi leukocytow krwi obwodowej korelowano ze zk$zonym
ryzykiem rozwoju nowotworu [99]. Naciekanie tkankowotworowej przez komorki NK
stanowi natomiast pozytywny marker prognostyczngoimnych typach nowotworzenia [100-
102].

1.4.2 Monocyty CD14CD16"™

Uwaza sk, iz monocyty subpopulacji CDI€D16™ odgrywaj istotna ro} w patogenezie
procesu zapalnego. Wzrost ich liczefrioobserwuje si we krwi podczas zaken oraz

w stanach zapalnych zavianych z wieloma jednostkami chorobowymi. Ponadkrtiny
wzrost liczebnéci obserwowano u chorych ze¢eka seps bakteryjry, zakaeniem HIV-1,
astmy, miazdzyca [103-106], a take w chorobach autoimmunizacyjnych, takich jak
reumatoidalne zapalenie stawow [107-109] oraz wrahie Kawasaki [110]. Ostatnie
doniesienia sugeryj takze, z monocyty CD14CD16™" uczestnica w odpowiedzi
przeciwwirusowej produkagg TNF-, IL-1p oraz MIP-L, w wyniku aktywacji receptoréw
TLR7 i TLR8 przez kompleksy immunologiczne zawiecaj kwasy nukleinowe oraz
czgsteczki wirusow [111]. Ponadto, obserwowano wzomsetka tych komérek u pacjentéw
z zaawansowan choroly  nowotworowe  [112]. Terapia z  zastosowaniem
glikokortykosteroidéw prowadzi do zmniejszenie &bndci krazacych monocytow
CD14'CD16™ [113,114].
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1.5 Pierwotne niedobory odporno  $ci

Pierwotne niedobory odporfm wyskpuja z czstascia okoto 1 na 10.000 [115,116].
Manifestup sie z reguly cgzkimi i/lub nawracajcymi zakaeniami, a take niekiedy
zwiekszory  czestaicia  wyskpowania choréb  autoimmunizacyjnych, alergicznych

I nowotworowych.

Najczstszymi niedoborami odporm@ s zaburzenia dotygze produkcji immunoglobulin
(okoto 60% pierwotnych niedoborow odposoD. Wiele z nich uwarunkowanych jest
genetycznie i znaney dezace u ich podiea mutacje. W wikszaici jednak, zidentyfikowano
jedynie niektére zaburzenia mechanizméw immunowegyghych, aczkolwiek ggle nie

poznano podiza molekularnego tych schorze

1.5.1 Charakterystyka wybranych pierwotnych niedoloréw odpornosci

humoralnej

1.5.1.1 Agammaglobulinemia sprz ezona z chromosomem X (X-linked

agammaglobulinemia; XLA)

XLA jest pierwszym opisanym niedoborem odpageio humoralnej. Choroba ta
spowodowana jest mutacjami w genie dla kinazy tymowvej Brutona (Btk) [42]. XLA
objawia s¢ praktycznie catkowitym brakiem immunoglobulin, ynt IgG, IgM i IgA, co jest
pochodi braku kgzacych dojrzatych limfocytow B [117]. Zespot ten wgsije u okoto 1 na
190.000zywo urodzonych chtopcéw. Objawy kliniczne u choryrtXLA pojawiag sie juz

w ciggu pierwszych dwoch latycia i nalea do nich przede wszystkim nawragzg
zakaenia bakteryjne, gtdwnie zapalenie ucha, zatok miweh nosa oraz zapalenia ptuc
[118]. Donoszono tale o0 zwikszone] cgstosci wyskpowania miodzigczego
idiopatycznego zapalenia stawOw oraz nowotworoiajgrubego [119,120], a ta& choroby

Lesniowskiego-Crohn’a i cukrzycy typu | [42].
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1.5.1.2 Pospolity zmienny niedob6r odporno  $ci (common variable

immunodeficiency; CVID)

CVID jest relatywnie cgsto wystpujacym pierwotnym niedoborem odpokwd humoralnej
notowanym u 1 na 25.000 osob rasy kauskaskiej 1P2]., Zespot ten charakteryzuje: si
obnizonym wzgédem normy dla danego wieku poziomem immunoglobujidwnie IgG,
niekiedy take IgA oraz IgM [118,123,124]. Produkcja swoistychzaziwciat po
szczepieniach jest ezto (chocia nie zawsze) zaburzona. Jedngoze, u chorych stwierdza
sie prawidiowy lub nieznacznie obminy poziom limfocytow B w krwi obwodowej
[124,125]. U cesci pacjentdw obserwuje esrdwniez zaburzenia dotygze liczby i funkcji
limfocytow T [116]. Choroba najeZciej diagnozowana jest poeoizy 5-10 rokiem, lub
w trzeciej dekadzieycia. Gtdownymi objawami klinicznymi CVIDgnawracajce zakaenia
bakteryjne gornych i/lub dolnych drog oddechowyatzadziej zakaenia wirusowe.
U pacjentow z CVID ogsto obserwuje sitakze choroby autoimmunizacyjne (u 20-30%
chorych), limfoproliferacyjne, zapalne choroby wdapokarmowego oraz nowotwory. Do
najczstszych schorze towarzysacych niedoborowi nale: pierwotna matoptytkowa
immunologiczna, autoimmunizacyjna anemia hemolitgcoraz reumatoidalne zapalenie
stawéw [124,126]. Pacjenci z CVID wykagujtakze zwkkszone ryzyko wyspienia
chtoniakéw nieziarniczych oraz rakatadka [42]. Jednaie, u krewnych pacjentéw z CVID
nie wykazano zwikszonego ryzyka wysgpienia wspomnianych nowotworéw sugexyjze

wiasnie niedobdr odporrigi predysponuje chorych do ich pojawienia[di27].

1.5.1.3 Hipogammaglobulinemia z grasiczakiem (zesp 6t Good'a)

Niedobor odpornéci humoralnej z grasiczakiem, zwany tekzespotem Good'a, naisziej
ujawnia s¢ w dorostym zyciu i zwigzany jest z hipogammaglobulinemilub
agammaglobulinermiwystpujaca wraz z rozwijagcym sk nowotworem grasicy128,129].

U pacjentow tych stwierdzaesrowniez znacznie obmiong liczbe krazacych limfocytow B
[130]. Objawy kliniczne, szczegodlnie zalemia, 8 podobne do opisywanych w przypadku
CVID, jednake zespdt Good'a jest griej zwigzany z oportunistycznymi zakeniami
grzybiczymi (kandydozy) i wirusowymi, szczegolni€V, CMV i HSV [42,131]. Podobnie,
jak w przypadku CVID, chorzy esto cierpy z powodu schorzeautoimmunizacyjnych,

zwtaszcza miastenii [42].
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1.5.1.4 1zolowany niedobdr IgA (selective IgA defi  ciency; SIgAD)

SIgAD jest najczsciej wysepujacym pierwotnym niedoborem odporod (1 przypadek na
500-700 urodz® i1 zwigzany jest z niewykrywalnym lubladowym s¢zeniem IgA, przy
jednoczeénie prawidtowych poziomach immunoglobulin pozostahklas [132]. Stwierdzono
rodzinne wysipowanie SIgAD u ok. 20-25% chorych, a #ekzjawisko ,przechodzenia’
SIgAD w CVID [121]. U wkkszdici pacjentow z SIgAD choroba przebiega bezobjawowo
[121,133]. Jednate, u okoto jednej trzeciej chorych obserwuje siezkie, nawracajce
zakaenia bakteryjne oraz wirusowe, gtdwnie gornych deddechowych, uch&odkowego,
zapalenia ptuc oraz infekcje drog moczowych i praéw pokarmowego [42]. Pacjenci
z SIgAD g takze bardziej podatni na wygtowanie choréb autoimmunizacyjnych, w tym
tocznia rumieniowatego ukltadowego, reumatoidalnegymalenia stawow [134] oraz schaize
alergicznych, np. astmy oskrzelowej, atopowego lesmpa skory lub alergicznego zapalenia
sluzowek nosa. Stwierdzono taku nich zw¢kszory czestas¢ wystpowania chorob uktadu
pokarmowego, takich jak choroba soewskiego-Crohn’a, celiaklia oraz nieswoiste
zapalenia jelit. Ponadto, chorzy gilsardziej narzeni na wysipienie nowotworow przewodu

pokarmowego oraz chtoniakéw [135].

1.5.1.5 Przejsciowa hipogammaglobulinemia wieku dzieci  ecego (transient
hypogammaglobulinemia of infancy; THI)

THI charakteryzuje si op&nionym rozpoczciem produkcji wtasnych immunoglobulin,
gtéwnie klasy 1gG i IgA (rzadziej IgM), po wysgiujacym fizjologicznie okresie
hipogammaglobulinemii okoto 3-6 migsa zycia. W wieku 2-5 lat nagpuje zwykle
normalizacja poziomu wszystkich klas immunoglobulii8,136]. THI mae przebiega
bezobjawowo lub objawta sie nawracajcymi zakaeniami, gtownie goérnych, rzadziej

dolnych, drog oddechowych [116].

1.5.1.6 Niedobér podklas IgG

Niedobor podklas IgG stwierdzassi pacjentow, u ktorych wykryto obminy poziom jednej
lub wiecej podklasy 1gG (IgG1, IgG2, IgG3 lub IgG4) przsdpoczesnym prawidiowym
poziomie catkowitej IgG oraz pozostatych klas immglobulin [42]. Jednaie, diagnoza
niedoboru podklas IgG me by kontrowersyjna, gdyobnizone poziomy jednej lub wte]

podklas IgG obserwuje iu 2-20% zdrowych o0sob. 46t tez, u wickszaici pacjentéw,
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choroba przebiega bezobjawowo. Natomiast, g¥ownanifestacj kliniczng niedoboru
podklas IgG s nawracajce zakaenia bakteryjne drog oddechowych [137-140]. Wsciz
pacjentow stwierdza siczeste zakaenia wirusowe oraz ugledzory produkcg swoistych
przeciwciat po szczepieniach. Obserwujec siakze alergie, atopgi oraz choroby

autoimmunizacyjne, podobnie jak u pacjentéw z sigAdil].

1.5.1.7 Zespot hiper-IgM

Mianem zespotu hiper-IgM okél sk zaburzenia zwzane z defektem przgizania klas
immunoglobulin, charakteryzage sé¢ podwyszonym lub prawidtowym poziomem IgM
W surowicy, przy jednoczaie niskim poziomie IgG, IgA i IgE. Najlepiej pozman zespotem
spasrod tej grupy schorzejest zespot hiper-IgM spgzony z chromosomem X (XHIM),
spowodowany mutagjw genie kodujcym CD40L. Rzadziej forma autosomalna recesywna
Zwigzana jest z mutaggenu kodujcego CD40, AID (activation-induced cytidine deansie
czy UNG (uracylo-DNA glycosylase) [116]. Niedobospowodowane defektem CD40L
i CD40 charakteryzyj sie mieszanym zaburzeniem odpowiedzi humoralnej i kdmde;.
Pacjenci z zespotami hiper-IgM ciegpna cezkie i nawracajce bakteryjne zakania drog
oddechowych i uktadu pokarmowego, azalcezkie zakaenia grzybicze oraz zakenia
wirusowe, gtownie wirusem CMV i HSV. Stwierdzag¢ stakze zwikszory czestasé
wystepowania choréb autoimmunizacyjnych oraz nowotword#adu pokarmowego [142-
146].

1.5.1.8 Hipogammaglobulinemia o nieznanej etiologi i

Mianem hipogammaglobulinemii o nieznanej etiologkresla sk zaburzenia odpordoi

humoralnej wysipujace przy prawidtowej odporsoi komorkowej, nie spetniage kryteridw
znanych i opisanych pierwotnych niedoborow odpéendJ czsci pacjentdw stwierdza i

zwickszory podatné¢ na zakaenia, u innych choroba przebiega bezobjawowo [42].
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1.5.1.9 Zespot DiGeorge'a

Zespot/anomalia DiGeorge'a spowodowany jest zabiam@ w rozwoju embrionalnym,
ktorych przyczya sa mikrodelecje w olabie chromosomu 22 lub rzadziej 10 [42,147].
Delecje te zaburzajrozw0j naradow wywodzacych s¢ z 3 i 4 kieszonki skrzelowej, co
skutkuje obecndxia wad serca i/lub diych naczy oraz r@nego stopnia niedorozwojem
grasicy i przytarczyc, z nagowymi epizodami ¢zyczki. W zwhzku z zaburzonym
rozwojem grasicy, zespot DiGeorge'aid st gtownie z defektami odporda komérkowej,

a zwlaszcza dotygzymi funkcji i/lub liczebnéci limfocytow T [42,148,149]. Jednag,

u pacjentow ogsto obserwuje sirowniez zaburzenia zwgzane z odporneia humoraln
[147], w tym obnkony poziom IgA, IgM lub podklas 1gG [150]. 4t pewne trudngi

z odpowiedri klasyfikacp tego zespolu jako defektu jedynie komoérkowego, Ilub
z rownoczessyn obecndcia defektu syntezy immunoglobulin. Chorzy cierpz powodu
nawracajcych zakaen wirusowych, rzadziej bakteryjnych — szczegolnielnyswykazujce
obnizony poziom immunoglobulin [147,150]. Zaburzone pae#ry ukiadu odpornciowego

niekiedy ulegaj normalizacji wraz z wiekiem.

1.5.2 Defekty komorek NK (CD163) zwigzane 2z pierwotnymi

niedoborami odpornasci

Wspomniane powxej niedobory odpornigi humoralnej & zwigzane z zaburzeniami
produkcji immunoglobulin, natomiast odpo#&io komérkowa u wkszaici pacjentéw
(z wylaczeniem anomalii DiGeorge’a) z reguly jest prawiddo Jednake, u pacjentow
z defektami odporni@i humoralnej obserwuje shiekiedy zaburzenia dotygze liczebnéci
komérek NK i/lub ich funkcji. Zaburzenia takie opi® u pacjentow z XHIM. U chiopca
z XHIM stwierdzono catkowity brak komdrek o fenotgpCD56CD16" oraz zaburzenia
zZwigzane z reakgj ADCC mediowan przez komorki NK [151]. Podobnie, u pacjentow
z XLA obserwowano zaburzenia cytotoksycgriokomérek NK wzgédem komorek linii
K562 oraz nieprawidtowy przebieg reakcji ADCC [482]153]. U pacjentow z XLA
stwierdzano jednale prawidtowg ich liczebnd¢. Takze u pacjentéw z CVID opisywano
obnizong cytotoksyczné¢ komérek NK wzgtdem komorek biataczkowych linii K562
[152-155]. Komorki NK byty u tych chorych obecnect czsto ich liczebnéd byta istotnie
obnizona [156]. Opisano rowniechorego z CVID z towarzygeym defektem funkcjonalnym
komorek NK oraz zakaeniem CMV o c¢zkim przebiegu [155].
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Ponadto, objawy Kkliniczne i powiktania wielu pieringch niedoborow odpordoi, s
podobne do objawow zwdanych z defektami funkcjonalnymi komoérek NK. Pacje
z pierwotnymi niedoborami odporém s3 bardziej podatni za nawragaeg zakaenia
wirusowe, w tym cjzkie i nawracajce zakaenia wirusami z rodzinyHerpesviridae
Zakazenia te obserwuje giu chorych z niektorymi niedoborami odpof¢oo humoralnej
(zespoty hiper-IgM, zespo6t Good'a). Niska aktyvdhoytotoksyczna komorek NK jestgsto
obserwowana w wielu typach nowotwordw, zakowarzyszacych pierwotnym niedoborom

odporndgci, np. w przypadku nowotworéw jelita grubego [1E8].
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1.6 Podsumowanie

Objawy Kkliniczne i powiktania chorobowe wielu piestmych niedoborow odporsai,
szczegOlnie odporgoi humoralnej, wykazygj w pewnych aspektach podohstwo do
zaburzé zwigzanych z dysfunkgj komorek NK oraz dysfunkgjmonocytow subpopulacii
CD14'CD16™. Szczegolnie zwkszona podatnid na nawracage zakaenia wirusowe
obserwowane u niektérych pacjentéw z pierwotnyngdoborami odporrici humoralnej,
w tym takze wirusami z rodzinyHerpesviridae przypomina objawy opisywane u pacjentéw
z defektem  epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a.dnalee, u chorych
z hipogammaglobulinemiami nie badano dotychczastai wyskpowania defektu epitopu
B73.1/Leullc receptora CD16a na komorkach NK oramauytach krwi obwodowe;.
Przeprowadzone badania mggomaoc w okréleniu czstaici wyskepowania defektu epitopu
B73.1/Leullc na tycte komorkach pacjentéw z wybranymi pierwotnymi nieci@ami
odporndgci (gtdwnie humoralnej). Obeckd tego defektu zostanie tak zanalizowana
W grupie pacjentow z nawragaymi i/lub cizkimi zakaeniami herpetycznymi, cadznie
z analiz stanu klinicznego pacjentéw, u ktorych wykrywa defekt epitopu B73.1/Leullc,
umazliwi zbadanie zwazku tego defektu z wygbowaniem zakaen. Analiza defektu epitopu
B73.1/Leullc zostanie tal przeprowadzona w grupie pacjentdw z nowotworaméywodu
pokarmowego. Obnona aktywné¢ komérek NK mae podwysza& ryzyko rozwoju
nowotworu [99,159], ad tez, takze i w tak dobranej grupie pacjentow wydaje mitotne

okreslenie czstasci wystpowania defektu receptora CD16a.

Dodatkowo, otrzymane wyniki magprzyczyné sic do okrdlenia, na relatywnie licznej
grupie o0s6b badanych, korelacji peddy czstascia wyskpowania defektu epitopu
B73.1/Leullc a obeclca nawracacych zakaen wirusowych, szczegOlnie wirusami
Z rodziny Herpesviridae Ponadto, analiza sekwencji gemicyRIlla u osob, u ktérych
wykryty zostanie defekt epitopu B73.1/Leullc i ogdtyykluczonym defektem, pozwoli na
zbadanie korelacji porilzy czstaicia wystpowania defektu, a obeciel okreslonych
mutacji i/lub polimorfizméw wspomnianego genWydaje s¢ to by o tyle istotne, 4
w literaturze dospne g sprzeczne ze sglmbserwacje sugerge np.,  zmiana L48R/H jest
badZz to chorobotworez mutacy, badz jedynie polimorfizmem obserwowanym taku ludzi

zdrowych.

Ponadto, rutynowa diagnostyka immunofenotypowa kedNK opiera si na oznaczaniu
komorek CDICD56'/CD16, przy czym w badaniu tym najgziej stosuje si mAb anty-
CD16 klonu B73.1/Leullc. Przeciwciatlo taywane jest take do oznaczania liczebfw
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krazacych monocytéw subpopulacji CDI@D16™. Z racji wspomnianego wcasiej defektu
epitopu B73.1/Leullc zasadne wydaje siz praktycznego punktu widzenia — cffemie
czestasci jego wystpowania, co pome ustalé merytoryczne podstawy dla ewentualnego
stosowania innych klonow anty-CD16 mAb w diagnostyonmunologicznej celem

unikniecia fatszywie ujemnych wynikéw oznacze
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2 CELE PRACY

2.1 Cele ogolne

Celem niniejszej pracy jest zbadaniestzsci wyskpowania defektu epitopu B73.1/Leullc

receptora CD16a u pacjentow z wybranymi pierwotngiatdoborami odporrigi i korelacja

wystepowania tego defektu ze stanem Kklinicznym pacjentdaz obecniia okreslonych

mutacji/polimorfizméw w geni€cyRIlla, kodugcym czsteczk CD16a.

2.2 Cele szczegotowe

1.

Zbadanie cgstasci wystepowania defektu epitopu B73.1/Leullc receptora GDi%H
komoérkach NK oraz monocytach krwi obwodowej u pat)ey z wybranymi
pierwotnymi niedoborami odporsa (gtdwnie humoralnej), w poréwnaniu do
pacjentbw z nowotworami przewodu pokarmowego oragdbo zdrowych
(w odpowiednio dobranych grupach wiekowych, u dziexsob dorostych - powgj

18-go rokuzycia).

Sprawdzenie, czy obecfto defektu epitopu B73.1/Leullc jest skojarzona

z wystepowaniem okrédonych typow niedoboréw odporsa.

Sprawdzenie ewentualnego zwku pomegdzy obecnécia defektu epitopu
B73.1/Leullc, a wygpowaniem nawracagych zakaen herpetycznych, poprzez:
i) analiz wystpowania tego defektu w grupie pacjentéw zezkimi i/lub
nawracajcymi zakaeniami wirusami z rodzinyHerpesviridae,a take ii) analiz
stanu klinicznego pacjentow ze stwierdzonym defektepitopu B73.1/Leullc

w aspekcie przebytych zateh herpetycznych.

Analiza sekwencji genuFcyRIlla kodupcego receptor CD16a, u pacjentow
z wykrytym zaburzeniem wkania anty-CD16 B73.1/Leullc mAb, w poréwnaniu do
0sOb grupy kontrolnej, u ktoérych obserwuje¢ swigzanie tego przeciwciata

Z receptorem CD16a.

Sprawdzenie zwiku pomedzy wystpowaniem polimorfizmu L48R/H, a obeciuny
defektu epitopu B73.1/Leullc, ewentualnie elamie zwpzku tego defektu

z wysepowaniem innych mutacjigolz polimorfizméw genu~cyRllla.
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3 MATERIALY | METODY

3.1 Pacjenci i grupa kontrolna

Badania ohjty nastpujace grupy oséb (Tabela 5): 152 dzieci z pierwotnymeidoborami
odporngci, ze szczegblnym uwzglnieniem niedoboréw odporgm humoralnej i 14 dzieci

z ciezkimi i/lub nawracajcymi zakaeniami wirusami z rodzinyerpesviridae(Tabela 6),
diagnozowanych i leczonych w Poradni i Oddziale bmwiogicznym Uniwersyteckiego
Szpitala Dziecicego w Krakowie oraz 13 pacjentéw dorostych z C\@Bzonych w Poradni
Immunologicznej i Oddziale Klinicznym Kliniki ChobdWewretrznych i Geriatrii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie, a ta# 91 pacjentéw ze zdiagnozowanymi nowotworami
przewodu pokarmowego (radotadka, rak jelita grubego, rak trzustki) leczonyclOddziale
Klinicznym Kiliniki Chirurgii Ogolnej i Gastroentetogicznej Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie. Grupa kontrolna afdp 112 zdrowych oséb (w tym 60 dzieci oraz 52 osoby
doroste), u ktérych po planowej klinicznej i labtmgjnej diagnostyce uktadu
odporndciowego nie rozpoznano niedoboru odpdmnoNa przeprowadzenie badavydana
zostata zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu élghskiego nr KBET/207/B/2000 oraz
KBET/107/B/2006. Badaniami olip jedynie te dzieci, ktérych Rodzicadi Opiekunowie,
poinformowani o celu i rodzaju batla wyrazili pisema zgod na udziat dziecka

w badaniach.
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Tab. 5. Zestawienie badanych grup pacjentow.

Liczba osob Wiek (lata)
Diagnoza Pte¢ [K/M] | i odchylenie
badanych
standardowe
Dzieci | XLA 11 11 M 9+4
CVID 38 26 M/ 13K 10+3
slgAD 41 21 M/ 20K 7+4
THI 31 18 M/ 13K 2+1
Niedobor podklas IgG 7 5M/2K 6+£3
Zespot hiper-lgM 3 3M 7+5
Anemia aplastyc;na _ 1 1M 11
z agammaglobulineri
Hlpogammqglobullnemla 1 1 1M 17
z grasiczakiem (zesp6t Good’a)
Hllpoga}'mmaglobullnemla o niejasnej 4 8SM/5 K 543
etiologii
Zespot DiGeorge'a 4 2M/2K 715
Zaburzenie odporrici komorkowej 1 1M 13
(obnizony poziom limfocytow CD2)
Nleo[«e’lony defekt odpornsti 1 1K 13
komorkowej
Dzieci z nawracagcymi zakggnlaml 16 6 M/ 10 K 8+4
wirusami z rodzinyHerpesviridae
Grupa kontrolna 60 29M /31K 7t4
Dorosli | CVID 13 5M/8K 307
Nowotwory przewodu
pokarmowego:
Rakzotadka 31 20M /11K 58 + 15
Rak jelita grubego 46 29M /17K 69 £ 10
Rak trzustki 14 8M/6K 65+17
Grupa kontrolna 52 25M /27K 40 £ 11
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Tab.6. Charakterystyka pacjentéw ciggyich na czkie i/lub nawracajce zakaenia

herpetyczne.
Odsetek i liczba
, bezwzgkdna komorek
Lp. W|eI’< lata] / Charakterystyka kliniczna NK w kolejnych
pte¢ [K/IM] .
oznaczeniach
diagnostycznych
1 14 /K Cigzkie i nawracajce oprys_zczkowe prawidlowy
zapalenia rogowki
2 6/M Nawracajce opryszczki wargowe prawidtowy
3 9/K Nawracajce opryszczki wargowe prawidtowy
4 6/ K Ropne ;akﬂenla skory twarzy, prawidtowy
nawracajca opryszczka wargowa
5 11 /K Nawracaijce opryszczki wargowe prawidtowy
6 12 /K Nawracaijce opryszczki wargowe prawidtowy
4 7/ M Nawracaqa(ca.opryszczkpyve zai"xanla prawidtowy
warg, jamy ustnej i krtani
3 2 /K Nawracaq;ce_opryszczkc_)we zakania prawidiowy
jamy ustnej
9 7'M Nawracajce opryszczki wargowe prawidtowy
10 6/K Nawraca@cg mfekc_:J_a_ VZV(dv,va epizody podwyzszony
ospy wietrznej i jeden potpea)
11 13/ M Nawr{;lcai’ca |nfe.kc1a VZV(pd;é epizodow prawidtowy
potpaca w cagu ostatniego roku)
12 4 /K Nawracaijce opryszczki wargowe prawidtowy
13 16 / K Ciezkie i nawracajce oprys;czkowe prawidlowy
zapalenia rogéwki
14 5/ M Nawracajce opryszczkl skory twarzy prawidlowy
i warg
15 8/ M Nawracagca mfekcp VZV.(trzy epizody prawidtowy
ospy wietrznej)
16 6/ K Nawracagca opr_yszczkowe_ zakania prawidiowy
warg | jamy ustnej
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3.2 Ocena obecno $ci epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a na

komodrkach NK oraz monocytach krwi obwodowej

W celu sprawdzenia obedftd wybranych epitopéw receptora CD16a na komorkédkhoraz
monocytach, dwie probki krwi obwodowej zdrowej ogdtontrolnej (100ul) pobranej na
EDTA inkubowano z mAbs: anty-CD16: klonu B73.1/L&u4PE (BD Biosciences, San Jose,
CA) oraz klonu 3G8-FITC (BD Biosciences Pharminggan Diego, CA, USA). Do proébki,
w ktérej sprawdzano ekspreggpitopow CD16a na komérkach NK, dodawanaz¢aknAbs
anty-CD3-PerCP (klon SK7, BD Biosciences) oraz #&BD19-PerCP (klon 4G7, BD
Biosciences). Natomiast do probki, w Kktorej spraawdz obecn& obu epitopow na
monocytach, dodawano mAb anty-CD14-APC (BD BioscegsnPharmingen). Jako kontroli
izotypowych wywano przeciwciat IgG1-PE i IgG1-FITC (BD BiosciescPharmingen, San
Diego, CA). Inkubag probek krwi z przeciwciatami prowadzono przez 20nuh
w temperaturze 4°C, po czym lizowano erytrocytysgge 1 ml buforu lizugcego (FACS
Lysing Solution, BD), dwukrotnie ptukano komorki W ml buforu PBS i zawieszano
w 200ul buforu PBS. Probki analizowano za pormocytofluorymetru przeptywowego
FACSCanto (BD) oraz oprogramowania FACSDiva Sofevd@D). Komorki NK okrélano
jako komorki CD3ICD19 w bramce limfocytarnej, natomiast monocyty oznaczana
podstawie parametrow FSC oraz SSC oraz oechiatka CD14. Po sprawdzeniu ekspres;ji
obu epitopow biatka CD16, tj. B73.1Leullc oraz 3@Bkomadrkach NK oraz monocytach,
probki krwi badanych os6b inkubowano jedynie z oboklonami anty-CD16 mAb,
oznaczajc komorki NK oraz monocyty na podstawie parametfe®8C i SSC. U kalej
z badanych 0so6b przygotowywano probki z g@agiica kombinacy mADs:

1. CD16-FITC (klon 3G8)/CD16-PE (klon B73.1/Leullc)

2. CD16-FITC (klon 3G8)/IgG1-PE

3. IgG1-FITC/CD16-PE (klon B73.1/Leullc).
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3.3 Analiza sekwencji genu FcyRIlla koduj gcego receptor CD16a

Analize sekwencji gentrcyRlIlla przeprowadzano metadbezpdredniego sekwencjonowania
DNA catego regionu kodagego. Badania te przeprowadzano u oséb z wykrytgfakiem
epitopu B73.1/Leullc oraz u losowo wybranych os@pup kontrolnych, ktérych monocyty
oraz komorki NK wazaty mAb anty-CD16 klonu B73.1/Leullc.

3.3.1 Izolacja DNA

W celu przeprowadzenia analizy sekwencji kadej genuFcyRIlla izolowano genomowe
DNA z probek krwi petnej wybranych 12 pacjentow efektem epitopu B73.1/Leullc oraz
25 zdrowych os6b stanoyaych grug kontrolmg. Izolacg DNA prowadzono z yciem
zestawu QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Niemcy), zgo@niz instrukcy producenta.
W skrocie: krew pekp (200 pl) odbiatczano przy pomocy proteinazy K oraz lizowa
buforem lizupcym, a nasfpnie tak otrzymasm mieszanig inkubowano w 56°C przez
10 minut. Do prébek dodawano eta@®OCH S.A. Gliwice), po czym przenoszono probki na
kolumny wigzace DNA. Kolumny przemywano buforami mgymi i nas¢pnie wymywano
DNA buforem eluygcym. Stzenie wyizolowanego DNA oksano metod
spektrofotometryczn (DU 640B Spectrophotometer UV/VIS, Beckman Coult€A),
poprzez pomiar absorbancji przy dtdgiofali 260 nm. Czyst& DNA okreslano na podstawie

ilorazu absorbancji przy dtuga fali 260 i 280 nm.

3.3.2 Laacuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcg PCR prowadzono w celu amplifikacji wszystkiclegu egzonow genudrcyRllla,
stosujc jako matrye wyizolowane od badanych os6éb genomowe DNA. Dlad&go
Z egzonow reakej prowadzono w osobnych probéwkach. W sktad miesganeakcyjnej,
o koncowej obgtosci 20 ul, wechodzito DNA, cztery deoksynukleotydy: dATP, I&dCTP,
dTTP (Invitrogen, Carlsbad, USA), polimeraza DNA @iifaq Gold, odpowiedni bufor,
roztwor MgCh (Applied Biosystems, CA, USA) oraz para staterépecyficznych dla
poszczegolnych pciu egzondw genu (Tib MolBiol, Pozfip(Tabela 7). Sktad mieszaniny
reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 8. Reakcje PCRwadzono w probowkach typu
Eppendorf w termocyklerze GeneAmp® PCR System 9Alplied Biosystems) wedtug
dobranych dla poszczegodlnych par starterow warurdgiéplnych (Rysunek 3).
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Tab. 7. Sekwencje stosowanych starterow [34].

Stater Sekwencja startera Dlugéé¢ produktu
Egzon 1
-sensowny | 5-GGC TGG GGAAAG GCT GTTTAC TT-3' 190 pz
-antysensownys’-CTG AAC CCAAGG CAT CTC AAA-3'
Egzon 2
-sensowny |5-GCAAGA GGC ATG AAC AGT GGA G-3' 328 pz
-antysensownys’-CTG CTAACC CCA CAT CAG CAT TT-3'
Egzon 3
-sensowny | 5-CAC CAAGCATGG GTT TGC AAT-3' 500 pz
-antysensownys’-AGT GGG ACC ACA CAT CAT CTC AT-3'
Egzon 4
-sensowny |5-TGC AGG GTT GAC TCC CAATCT-3' 458 pz
-antysensownys’-CCAACT CAACTT CCC AGT GTG ATT-3'
Egzon 5
-sensowny | 5-GGT GAG CTG TCC TCT GCT CAG ATA-3' 453 pz
-antysensownys’-GAAATG TTC AGA GAT GCT GCT GCT-3'
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Tab. 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Skfadnik Stezenie wyjsciowe Stzenie kaicowe | Objtosé na probke
DNA 1-2,5ng 0,1 ng 3l
Startery:
- sensowny 10 uM 0,5uM 1l
- antysensowny 10uM 0,5uM 1l
Bufor dla polimerazy 10x 1x 2ul
AmpliTaq Gold
MgCl, - - 1,2yl
Polimeraza 2 Ulul 0,015 Uupl 0,15l
AmpliTaq Gold
Nukleotydy:
- dATP 10 mM 0,5mM 0,1l
-dTTP 10 mM 0,5mM 0,1l
-dGTP 10 mM 0,5 mM 0,1l
-dCTP 10 mM 0,5 mM 0,1l
H,O - - 10,8ul

95°C 95°C

10 min 15s 72°C 720C

30s 10 min
Tann
30s 4°C
o0
) 35 CyKi >

Rys. 3. Warunki cieplne reakcji PCR.
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Temperatura przytzania starterow @F) byta r&na dla poszczegélinych egzondéw genu
FcyRllla | wynosita: 55°C dla egzonu 11 2; 56°C dla egz8n64°C dla egzonu 4 oraz 58°C
dla egzonu 5.

3.3.3 Elektroforeza produktéw reakcji PCR

Przygotowanie 1,5% Zzelu agarozowego

W celu sprawdzenia poprawsod reakcji PCR produkty reakcji rozdzielano
elektroforetycznie w 1,5%zelu agarozowym. Przygotowywano 50 mklu poprzez
rozpuszczenie 0,75 g agarozy (Sigma) w buforze ExdAskiadzie: 2 M Tris (Trizma Base,
Sigma), 1 M kwas octowy (Sigma), 5 M EDTA (Sigmali 8,5. Mieszanig podgrzewano do
catkowitego rozpuszczenia agarozy, gpste dodawano 2@l roztworu bromku etydyny

o stzeniu 1mg/ml (Sigma, St. Louis, MO), wylewano na esaki z grzebieniami

| pozostawiano do zastyguwia. Saneczki zelem umieszczano w aparacie do elektroforezy
(Biotec-Fischer) i zalewano buforem 1xTAE.

Przygotowanie prébek do elektroforezy

Probki do rozdziatu przygotowywano poprzez zmiegzaul produktu PCR, 2ul buforu
obcigzajagcego (Sigma) oraz 10l wody. Probki naktadano do poszczegoéinych studdien
w zelu, do osobnej studzienki naktadanpl 3narkera masowego (Gen Ladder 100, Inno-train
Diagnostik GmBH). Elektroforez prowadzono przez 30 minut przy ngpu 90V. Po
zakaiczeniu rozdziatzel umieszczano na transiluminatorze w celu uwidmsra wswietle

UV rozdzielonych produktéw PCR.

3.3.4 Oczyszczanie produktow PCR

Produkty reakcji PCR byly oczyszczane z pozostalodczynnikow tytych do sporadzenia
mieszaniny reakcyjnej (wolnych nukleotyddéw, jondWczyszczanie prowadzono zygiem
zestawu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Pedura polegata na zgzianiu DNA na
kolumnie silikonowej w obecrioi wysokiego sizenia soli przy odpowiednim pH. Koluran
nastpnie przemywano odpowiednimi buforami, po czym &zzygone DNA wymywano
z kolumny za pomagbuforu o niskim stzeniu soli.

40



3.3.5 Sekwencyjny PCR

Reakcg sekwencyjnego PCR prowadzono mat&hngera z zyciem dideoksynukleotydow.
Mieszanir reakcyjry przygotowywano dla kalego z namna@mnych wczéniej egzonow,

w objetosci koncowej 20ul, stosugc oczyszczone DNA, zestaw Terminator Ready Reaction
Mix (Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kapplied Biosystems, CA, USA) oraz
jeden ze starterow zytych wczéniej do reakcji PCR. Skiad mieszaniny reakcyjnej
przedstawiono w Tabeli 9. W celu przeprowadzeniallderunkowego sekwencjonowania
kazdego z fragmentow DNA, przygotowywano po dwie masay reakcyjne dla jednego
produktu PCR, stosag do jednej mieszaniny starter sensowny, do drugnysensowny.
Reakcje prowadzono w termocykler@deneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
wedtug programu cieplnego BigDye® dostarczonegepmoducenta (Rys. 4).

Tab. 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR sekwaeggp.

Skfadnik Stezenie wyjsciowe| Stezenie kaicowe  Objetosé na probke
DNA - - 10ul
Starter uM 0,32uM 3,2ul
Bufor Big Dye 5x 0,5x 2ul
Sequencing Buffer
Ready Reaction Premix 2,5X 0,5x 4ul
H,O - - 0,8yl
95°C 95°C
10 min 10s 60°C
50°C
5s 4°C
| 00
25 cykli

Rys. 4. Warunki cieplne reakcji PCR sekwencyjnego.

41



3.3.6 Precypitacja produktow sekwencyjnego PCR

Precypitac} produktow sekwencyjnego PCR prowadzono z wykoaryetn roztworu EDTA

i etanolu. Produkty PCR mieszano zu5roztworu 125 mM EDTA (Sigma) i 6@l etanolu
bezwodnego (POCH S.A.), inkubowano w ciegai@rzez 15 min, po czym wirowano przez
30 min przy 3000 g w temperaturze 4°C. Npsie usuwano nadsz, dodawano 6Qul
roztworu 70% etanolu i wirowano w przez 15 min pti50 g w temperaturze 4°C. Po
usuneciu nadgczu, peletk rozpuszczano w 2%l dejonizowanego formamidu (Applied
Biosystems), po czym denaturowano probkiemperaturze 95°C przez 3 min i przenoszono na

[6d na okoto 10 minut.

3.3.7 Sekwencjonowanie DNA

Probki DNA umieszczano w sekwenatorze Applied Bsbsps 310, rozdziatu
elektroforetycznego produktéw sekwencyjnego PCRodglwano z uyciem polimeru POP-6
oraz kapilary o diugei 47 cm, srednicy 50 um (PE Applied Biosysytems, Rotkreuz,
Szwajcaria). Rozdziat prowadzono w temperaturz&C6W/yniki rozdziatu analizowano za
pomo@ programu Sequencing Analysis Software (Applied sBstems). Otrzymane
sekwencje DNA analizowano przy pomocy programow oRid TraceEdit (Ridom
Bioinformatics) oraz CLC Sequence Viewer 6 (CLC)hiiniawiajac otrzymane sekwencje
z referencyjn sekwengj genuFcyRllla zamieszczanw internetowej bazie Entrez Gene (ID
genu FcyRIlla — 2214). Pierwszy nukleotyd kodonu koghiggo pierwszy aminokwas

pierwszej domeny zewgtrzkomorkowej ustalono jako nukleotyd numer 1.

3.3.8 Analiza statystyczna wynikow

Wyniki przeprowadzonych badastanowity cechy jak&iowe. Zalenosci miedzy tymi
cechami analizowano doktadnym testem Fishera. zAadei uznawano za istotne

statystycznie, gdy ich poziom istotwo (p) byt rowny lub mniejszy od 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza ekspresji CD16a i jego epitopéw na kom  orkach NK oraz

monocytach

Ekspres} epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a na komorkdi€horaz monocytach krwi
obwodowej oceniano u pacjentow z wrodzonymi niedabn odpornéci, nawracacymi
zakaeniami herpetycznymi oraz u 0sob z nowotworamiwookl pokarmowego i zdrowych
dawcow krwi. Wsgpnie badano ekspresjvybranych epitopéw biatka CD16a - B73.1/Leullc
oraz 3G8, na komérkach NK oraz monocytach krwi aofboweej zdrowych dawcow krwi
(przyktadowa analiza - Rysunek 5). Otrzymane wympigiwierdzity ekspresgjobu epitopéw
czgsteczki CD16a zarowno na komoédrkach NK, jak i na aoytach, co tym samym
umazliwito dalsz identyfikacg komérek CD16 (3G8) u 0s6b niewykazgpych wihzania
przeciwciat monoklonalnych do epitopu B73.1/Leul¥¢. dalszych analizach oznaczano
ekspresj obu epitopoéw receptora CD16a na komorkach NK oremocytach w jednej

probéwece, identyfikujc te komaorki 4cznie na podstawie parametrow FSC i SSC.

Defekt epitopu B73.1/Leullc biatka CD16a (waajgcy sk jako brak wizania mAb anty-
CD16 klonu B73.1/Leullc), przy jednoczesnej obécngrawidiowego epitopu 3G8,
wykryto u 12 dzieci, spwodd ktérych u 8 zdiagnozowano pierwotne niedobaiparndgci
humoralnej, u dwojga z nich zespo6t Di George’a, adwoch pozostatych zaburzenia
odporndgci komoérkowej — jedno z obmnym poziomem limfocytow CD%4 drugie
Z nieokrélonym rodzajem niedoboru. Dane Kliniczne pacjentaw defektem epitopu
B73.1/Leullc przedstawiono w Tabeli 10.
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Rys. 5. Analiza cytometryczna ekspresji epitopoévdBRM.eullc oraz 3G8 pochaaz/ch od

zdrowego dawcya: komorkach NK (Ai B) i monocytach (C i D) krebwodowej. Komorki
NK identyfikowano na podstawie parametru ziarristo (SSC) oraz poziomu
powierzchniowej ekspresji biatek CD3 i CD19 — k¢ komorki CD3CD19, o wartgciach

SSC odpowiadagych SSC limfocytow (A). Monocyty identyfikowano toaiast na
podstawie powierzchniowej ekspres;ji biatka CD14kojkomorki CD124 o wartgciach SSC
posrednich pomgdzy SSC charakterystycznym dla granulocytéw i lioytow (C).

Potwierdzono nagpnie wizanie obu klondw przeciwciat anty-CD16 do komoreK [B)

i monocytow (D).
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Tabela. 10. Charakterystyka pacjentow z wykrytyrieklem epitopu B73.1/Leullc.

Wiek [lata] / Odsetek i liczba bezwzgidna
Pacjenci . Diagnoza Charakterystyka kliniczna komorek NK w kolejnych
pte¢ [K/M] . /
oznaczeniach diagnostycznyg

Nawracajce zakaenia gornych i dolnych drog . 0

Pl 107M XLA oddechowych (zapalenie gardfa, zatok, oskrzelic)pt niewykrywalne (<1%)

P2 9/K CVID Nawracqce gapalenla gardita i mg nosa, atopowe prawidtowy
zapalenie skory

P3 7/ M CVID Nawraca.ice zakagnla gqrnych drog oddechowych prawidtowy
(zapalenia gardta i krtani), astma oskrzelowa

P4 15/ M cVID Nawrgcaice zakaemaHerpes simplexdeukopenia, prawictowy
chroniczne zapalenie zatok

. , . | Zapalenie wtroby typu C, nawracage zakaenia drog
P5 17/ M Hlpogamm_aglob_ullnemla Zoddechowych, miastenia, poliendokrynopatia, cekakl prawidtowy
grasiczakiem . : ) L7

nawracajce zakaenia grzybicze skory i btogluzowych
Nawracagce zakaenia gornych i dolnych drég .

P6 M SIgAD oddechowych (12 razy zapalenie ptuc) prawidtowy
Nawracagce zakaenia gornych i dolnych drég

P7 2/K THI oddechowych (zapalenia gardta, krtani, ucha, ofikrze prawidiowy
i ptuc)

odsetek prawidtowy, liczba
P8 2/ M Zespot DiGeorge'a Nawragag zapalenia oskrzeli bezwzgédna w kilku badaniac
obnizona

)
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Nawracajce zakaenia gornych drég oddechowych

P9 13/M Zespot DiGeorge'a (zapalenia gardta i krtani) oraz uktadu moczowego prawidtowy
Anemia aplastvezna Nawracajce zakaenia gornych drég oddechowych
P10 11/ M plasty .| (zapalenia gardta, krtani, ucha i oskrzeli), niewykrywalne (<1%)
z agammaglobulineri . )
zakwalifikowany do przeszczepu szpiku
Zaburzenie odporrci | Nawracagce zapalenia oskrzeli i ptuc, uktadu
P11 7'M komérkowej (obniona | moczowego, gugrdédpiersia, mézgowe paranie prawidtowy
liczba limfocytéw T CD4) | dzieckce, HIV-1 ujemny
P12 13/K Nieokreslony defekt Nawracajce zapalenia migdatkow i zatok prawidiowy

odpornagci komorkowej
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Defektu epitopu nie wykryto natomiast 2adnego pacjenta z grupy osoOb cigecgch na
ciezkie i/lub nawracajce zakaenia herpetyczne. Zakania tego typu, o tagodnym przebiegu,
stwierdzono jedynie u jednego dziecka z defekteitopp B73.1/Leullc (P4). Defektu tego
nie stwierdzono tate w grupie pacjentdw z nowotworami przewodu pokavego oraz w
grupie kontrolnej. Na Rysunku 6 przedstawiono plag&wy wynik analizy cytometrycznej
ekspresji epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a omdkkach NK oraz monocytach
pacjenta (P2) z obserwowanydefektem tego epitopu, w poréwnaniu do analizy kako
osoby zdrowej.

Analiza czstaici wysktpowania defektu epitopu B73.1/Leullc w badanychpagh oséb
wykazata statystycznie istatnzaleznos¢ pomidzy wystpowaniem tego defektu u osob
z pierwotnymi niedoborami odporgm, w poréwnaniu do zdrowych osé6b kontrolnych
(p=0,0041) oraz mdzy osobami z niedoborami odpofoba pacjentami z nowotworami

przewodu pokarmowego (p=0,0097).
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Rys. 6. Analiza cytometryczna badanych epitopoweptara CD16a na komorkach NK
i monocytach pacjenta (P2) z defektem epitopu BE8Lllc oraz osoby zdrowej. Na
rysunkach A,B,C i D pokazano avianie obu klonéw przeciwciat anty-CD16 u pacjenta
i osoby kontrolnej wzglddem odpowiednich kontroli izotypowych. Na rysunkagéhi F
pokazano analizz zastosowaniem obu klonéw mAbs. U zdrowej osatytiolnej komorki
CD16 wigzatly oba zastosowane do oznaczdony przeciwciata anty-CD16 (B,D,F),
natomiast do komorek pacjenta z defektem epitop®.BlZeullc wizato s¢ jedynie
przeciwciato klonu 3G8 (A,E). Zastosowanie u patgdP2 znakowania z wykorzystaniem
mAb wytacznie klonu B73.1/Leullc uniemiwiato wykrycie komérek CD16(C).
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4.2 Analiza sekwencji genu FcyRllla

Analiza sekwencji genkcyRllla zostata przeprowadzona u 12 pacjentdw, u ktorygkryto
defekt epitopu B73.1/Leullc oraz u 25 oséb z dajrarekowo grupy kontrolnej, u ktérych
potwierdzono obecri¢é obu prawidiowych epitopéw biatka CD16a. Sekwenojgano caty
region kodujcy genu FcyRllla, skladagcy sk z pieciu egzondéw. W tym celu kdy

z egzonow amplifikowano metegdPCR. Poprawni przebiegu reakcji PCR sprawdzano
wykonujc elektroforez produktow reakcji wzelu agarozowym, porowmag potazenie
prazkéw pochodzcych od produktow PCR wzglem pgzkéw markera masowego
(Rysunek 7).

500 pz—»

100 pz —»

Rys. 7. Wynik elektroforezy produktow PCRe@u egzonéw gentrcyRIlla. MM — marker
masowy, 1-5 — numery kolejnych egzonéw, pz — paada

Produkty sekwencyjnego PCR poddawano elektroforekapilarnej, ktorej wyniki
przedstawiano naginie w postaci elektroferogramu, z ktérego odcz@nyw sekwencje

analizowanego fragmentu DNA.
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4.2.1 Analiza polimorfizmu L48R/H i jego zwizku z defektem epitopu
B73.1/Leullc

Przeprowadzone badania pozwolity oltré wyskpowanie polimorfizmu L48R/H,
korelowanego w literaturze z obecgnom defektu epitopu B73.1/Leullc. Polimorfizm
L48R/H zlokalizowany jest w obbie egzonu 3 i polega na substytucji T w miejsc0,23
w kodonie O C kodupcym leucyr, przez A, tworzc kodon G\C, kodujcy histydyre, lub
przez G, tworazc kodon G5C, kodupcy arginire. Zmiare 48 aminokwasu uznawano
w literaturze za odpowiedzialrea brak wazania mAb klonu B73.1/Leullc przez komorki
CD16". W niniejszych badaniach nie stwierdzono obécintego polimorfizmu uzadnego
z 12 pacjentow z defektem epitopu B73.1/Leullc, mnpsob zdrowych. U wszystkich
badanych oséb wykryto jedynie T w miejscu nukleotygim 230 (post& homozygotyczna
230T/T), tym samym stwierdzgy obecne¢ leucyny w miejscu 20 (fenotypowo 48L/L).
Otrzymane wyniki wskazgj zatem na brak istotnego zwku polimorfizmu L48R/H
Z obecnécia defektu epitopu B73.1/Leullc biatka CD16a. Rysu@gkzedstawia fragment
sekwencji DNA jednego z pacjentéw (P2) oraz osatmtiolnej, zawierajcy nukleotyd 230.

pacjent kontrola
230 230
T T

£ C C C & T = C C

| |

C & T

Rys. 8. Fragment sekwencji egzonu 3 obejzypjnukleotyd 230 pacjenta ze stwierdzonym
defektem epitopu B73.1/Leullc oraz osoby kontrolndjtorej nie stwierdzono tego defektu.
U obu 0s6b obecny jest prawidtowy wariant 48L/L{ZAT).
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4.2.2 Inne wykryte polimorfizmy genuFcyRIlla

Przeprowadzone badania ujawnity zek obecné¢ 8 z 19 opisywanych wcgeiej
polimorfizméw genuFcyRllla, tj. R18S, L20L, S47N, D64N, 188V, G129D, Y137H148D
oraz F158V - najegciej obecnie badanego polimorfizmu. Wszystkie wyirgolimorfizmy
znajdowaly s w obrbie egzondw 3 i 4. Analiza catego regionu kadapo genu-cyRllla

nie ujawnita innych, nieznanych dotychczas zmiakientydowych.

4.2.2.1 Polimorfizm F158V

Polimorfizm F158V, zlokalizowany w egzonie 4, wyaikz zamiany nukleotydu 526
z T w kodonieTTT kodupcym fenyloalania na G tworac kodon GTT kodujcy walire.

Aminokwas 158 uczestniczy w yzaniu IgG do receptora CD16a, co sprawia,

polimorfizm F158V mae mie€ wptyw na przebieg choréb zgzdanych z odpowiedzi

immunologicza zalezng od wigzania 1gG. Obecrid tego polimorfizmu wykryto
u wszystkich badanych osob; w postaci formy hetgyoycznej 526T/G (fenotypowo
158F/V) u 1 pacjenta (8%) oraz u 11 o0sOb kontrdiny@4%), oraz w formie
homozygotycznej 526G/G (fenotypowo 158V/V) u 11 jpatdw (92%) i 14 os6b (56%)
z grupy kontrolnej. \Wt6d wszystkich badanych o0s6b estotliwos¢ wariantu 158F/V
wyniosta 32,4%, a wariantu 158V/V 67,6%. Rysunelpr@edstawia polimorfizm F158V

w formie homozygotycznej oraz heterozygotycznej.

heterozygota 158F/V homozygota 158V/V
525 525
& ¢ T T W T T & G G T T 6 T T G G

l

A

Rys. 9. Wykryte u badanych oséb warianty polimanfiz F158V, heterozygotyczny 158F/V
(526T/G) i homozygotyczny 158V/V (526G/G).
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4.2.2.2 Polimorfizmy wykryte w obr  ebie egzonu 3

W obrbie egzonu 3 u badanych oséb stwierdzono spgstanie pgciu polimorfizmow genu
FcyRllla, tj. R18S, L20L, S47N, D64N, 188V.

4.2.2.2.1 Polimorfizm R18S
Polimorfizm R18S wynika z zamiany nukleotydu 107Gzw kodonie AGs kodupcym

arginire na C tworzc kodon AGC kodupcy seryr. Obecné¢ tego polimorfizmu wykryto
w postaci heterozygotycznej 107G/C, keabgj fenotyp 18R/S, u 7 pacjentéw (58%) oraz
u 6 0s6b (24%) z grupy kontrolnej. U pozostatychtostwierdzono forg homozygotycza
107G/G. Rysunek 10 przedstawia fragment sekwenep polimorfizmu oraz fragment

z polimorfizmem R18S.

sekwencja prawidtowa heterozygota 18R/S
107 107
G N

!

C & E B T z C ¥y z = T =

_ A

Rys. 10. Wykryte u badanych oséb warianty polineonii R18S, wariant prawidtowy 18R/R
(107G/G) oraz heterozygotyczny 18R/S (107G/C).
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4.2.2.2.2 Polimorfizm L20L

Polimorfizm L20L polega na substytucji G w miejstid, w kodonie CT, przez T tworzc
kodon CTI. Zamiana ta nie powoduje zmiany aminokwasu 20z @iy wspomniane kodony
kodujg leucyre. Polimorfizm L20L w postaci heterozygotycznej 11%C wykryto

u 8 pacjentow (67%) oraz u 7 0s6b (28%) z grupytradmej. Na Rysunku 11 przedstawiono

fragment sekwencji bez i z polimorfizmem L20L.

. . polimorfizm L20L
sekwencja prawidtowa (heterozygota 114C/T)

114 114
[ M

l

B C T B & B z C T E & z

Rys.11. Wykryte u badanych oséb warianty polimoniizL20L, wariant prawidtowy 114C/C
oraz heterozygotyczny 114C/T, oba keabaj fenotyp 20L/L.
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4.2.2.2.3 Polimorfizm S47N
Polimorfizm S47N wynika ze zamiany nukleotydu 227%Gzw kodonie ASC kodupcym

seryre na A tworac kodon AAC kodupcy asparagigt Obecnéc¢ tego polimorfizmu wykryto

w postaci formy heterozygotycznej 227G/A, kagaj fenotyp 47S/N, u 7 0séb (28%)
z grupy kontrolnej. W grupie pacjentéw oraz u pdalygh oséb kontrolnych nie wykryto
polimorfizmu, oznaczaf jedynie formg heterozygotyczn 227G/G (fenotypowo 47S/S).
Rysunek 12 przedstawia fragment sekwencji bez mofiamu oraz fragment

z polimorfizmem S47N.

sekwencja prawidtowa heterozygota 47S/N

227 227
G N

l

A e & C C T L e A C C T

Rys. 12. Wykryte u badanych osob warianty polinaonii S47N, wariant prawidtowy 47S/S
(227G/G) oraz heterozygotyczny 47S/N (227G/A).
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4.2.2.2.4 Polimorfizm D64N

Polimorfizm D64N polega na substytucji G w miej4, w kodonieSAC kodupcym kwas
asparaginowy, przez A twage kodon AAC kodupcy asparagin Obecné¢ tego
polimorfizmu wykryto w postaci formy heterozygotye 274G/A, kodujcej fenotyp
64D/N, u 3 pacjentéw (25%) oraz jednej osoby (4%Qrapy kontrolnej. U pozostatych
badanych oséb nie wykryto polimorfizmu, oznagezajedynie forme heterozygotyczn
274G/G (fenotypowo 64D/D). Na Rysunku 13 przedstawi fragment sekwencji bez

i z polimorfizmem D64N.

sekwencja prawidtowa heterozygota 64D/N
274 774
e T C e A e = T C H A c )

Rys.13. Wykryte u badanych os6b warianty polimoniizD64N, wariant prawidtowy
64D/D(274G/G) oraz 64D/N (274G/A).
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4.2.2.2.5 Polimorfizm 188V

Polimorfizm 188V wynika z zamiany nukleotydu 346 A& w kodonie ATC kodupcym
izoleucyre na G tworac kodonGTC kodupcy walire. Obecnéc¢ tego polimorfizmu wykryto
w postaci formy heterozygotycznej 346A/G, kaghaj fenotyp 881/V, u 2 pacjentow (17%)
oraz u 5 o0séb (20%) z grupy kontrolnej. U pozostatyoséb stwierdzono form
homozygotyczg 346A/A. Rysunek 14 przedstawia fragment sekweheg polimorfizmu

oraz fragment z polimorfizmem I88V.

sekwencja prawidtowa heterozygota 881/V

246 348
A N

l

C & T T C G C & T T C £

Rys. 14. Wykryte u badanych oséb warianty polinzorii 188V, wariant prawidtowy 88l/I
(346A/A) oraz heterozygotyczny 88I/V (A/G).
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4.2.2.3 Polimorfizmy wykryte w obr  ebie egzonu 4

W obrbie egzonu 4 stwierdzono wypbwanie, poza opisanym Zzu wczeniej
polimorfizmem F158V, trzy polimorfizmy gerfecyRllla, tj. G129D, Y137H, D148D.

4.2.2.3.1 Polimorfizm G129D

Polimorfizm G129D wynika z zamiany nukleotydu 440Gzw kodonie GC kodupcym
arginie na A tworac kodon G\C kodupcy kwas asparaginowy. Obecdo tego
polimorfizmu wykryto w postaci formy homozygotyczné40A/A (fenotypowo 129D/D)
ul pacjenta (8%), oraz w formie heterozygotyczd&gOG/A (fenotypowo 129G/D)
u 11 pacjentéw (92%) i u wszystkich 25 oséb (10026yrupy kontrolnej. Rysunek 15

przedstawia fragment sekwencji z polimorfizmem @128 formie homozygotycznej oraz

heterozygotyczne.
heterozygota 129G/D homozygota 129D/D
440 440
I iy = i) C 1y = i i G " C i G

Rys. 15. Wykryte u badanych os6b warianty polinaonii G129D, heterozygotyczny 129G/D
(440G/A) oraz homozygotyczny 129D/D (440 A/A).
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4.2.2.3.2 Polimorfizm Y137H
Polimorfizm Y137H polega na substytucji T w miejséd2 w kodonieTAC kodupcym

tyrozyre, przez C, tworgc kodon CAC kodupcy histydyre. Obecné¢ tego polimorfizmu

wykryto w postaci formy homozygotycznej 472C/C @ggpowo 137H/H) u 3 pacjentéw
(25%) oraz u 1 osoby kontrolnej (4%), azakv formie heterozygotycznej 472T/C (137Y/H)
u 9 pacjentow (75%) oraz u 24 osob (96%) z grupmgtikdnej. Rysunek 16 przedstawia

fragment sekwencji z polimorfizmem G129D w formieonfbzygotycznej oraz

heterozygotyczne.
heterozygota 137Y/H homozygota 137H/H
472 472
T T C N i C i T T C C i oC A

Rys. 16. Wykryte u badanych oséb warianty polinzonii Y137H, heterozygotyczny 137Y/H
(472T/C) oraz homozygotyczny 137H/H (472C/C).

58



4.2.2.3.3 Polimorfizm D148D
Polimorfizm D148D polega na substytucji C w miejs4@8, w kodonie GA, przez

T tworzac kodon GA. Zamiana ta nie powoduje zmiany aminokwasu 148yz goba
wspomniane kodony kodujkwas asparaginowy. Obedcidotego polimorfizmu wykryto
w postaci formy heterozygotycznej 498C/T u wszydtkibadanych oséb. Rysunek 17

przedstawia polimorfizm D148D w formie heterozygiye;.

polimorfizm C148D
(heterozygota 498C/T)

4Hu
A = & ) & B C

Rys. 17. Wykryty u wszystkich badanych os6b waridmterozygotyczny 498C/T
polimorfizmu D148D, kodujcy fenotyp 148D/D.

Wykryte polimorfizmy, celem podsumowania otrzymamycwynikow, zestawiono

w Tabeli 11.
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Tab. 11. Zestawienie wariantéw polimorfizmow wykmst u pacjentéw z defektem epitopu
B73.1/Leullc oraz w grupie kontrolnej.

Liczba 0sOb z wykryty dana
formg polimorfizmu
Numer Wersi Pacjenci z Grupa
egzonu imorfi ersja defektem epitopu
genu Polimorfizm polimorfizmu B73.1/Le511(I:D kontrolna
FcyRllla -
4 n=12 n=25
18R/R (107G/G) 5 19
R18S
18R/S (107G/C) 7 6
20L/L (114C/C) 2 18
L20L
20L/L (114C/T) 8 7
47S/S (227GIG) 12 18
S47N
3 47SIN (227G/A) 0 7
L48H/R 48L/L (230T/T) 12 25
64D/D (274G/G) 9 24
D64N
64DIN (274G/A) 3 1
88l/1 (346A/A) 10 20
188V
881/V (346A/G) 2 5
129G/D (440G/A) 11 25
G129D
129D/D (440A/A) 1 0
137Y/H (472T/C) 9 24
Y137H
4 137H/H (472C/C) 3 1
D148D 148D/D (498C/T) 12 25
158F/V (526T/G) 1 11
F158V
158V/IV (526G/G) 11 14
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5 DYSKUSJA

Zaburzenia dotyege liczby i/lub funkcji leukocytow krwi obwodowenajgcych na
swojej powierzchni receptor CD16a, tj. komoérek NKazd subpopulacji monocytéw
CD14'CD16™, 33 zwigzane z szerokim spektrum objawdéw klinicznych. Olsge st je
u pacjentow z eizkimi zakazeniami wirusowymi, ranego typu nowotworami lub chorobami
autoimmunizacyjnymi. Choroby te ¢to wspotwysipuja z niektérymi pierwotnymi
niedoborami odporni.

Jednym z opisywanych zabufizewigzanych z komorkami posiadaymi za swojej
powierzchni receptor CD16a, jest defekt epitopu .BARullc. Defekt ten opisano na
przestrzeni ostatnich kilkunastu lat u kilkorga edzi [20,31-33]. Charakterystycznym
objawem tego zaburzenia, wedtug autoréw, bykzlde i nawracajce infekcje wirusami
Z rodziny Herpesviridae Co wkcej, u dzieci tych wykluczono znane pierwotne nlsaty
odporngci.

Defekt epitopu B73.1/Leullc pmziano, jak si wydaje — arbitralnie, ze zmian
nukleotyd 230 w geni€&cyRllla, kodupcym CD16a, co skutkowato zmiamminokwasu 48
zL na H lub R. Zmian tg stwierdzono u wspomnianych pacjentéw wykaeygh cezkie
zakaenia herpetyczne. Pozwolito to autorom hadstwierdzé, iz jest to mutacja
odpowiedzialna za tego rodzaju manifestagjiniczng. Jednoczéie, inne doniesienia
wskazug, iz zmiana ta jest jedynie polimorfizmem obserwowartghkre u zdrowych osob
[30,34,35].

Sparéd grupy osob przebadanych w prezentowanych badanidefekt epitopu
B73.1/Leullc receptora CD16a wykryto u 12 pacjenfisdiatrycznych, sgodd ktérych
u 11 zdiagnozowano okilene pierwotne niedobory odporutd. U jednego z tych pacjentow
nie zdefiniowano konkretnego rodzaju niedoboru odpiei, cha® dziecko to, podobnie jak
pozostate, cierpiato na nawrageg zakaenia ukladu oddechowego. Nie wykryto natomiast
defektu tege epitopu ani u zdrowych osdb kontrolnych, ani uj@aidw z nowotworami
przewodu pokarmowego. Obserwacje te sugerajdefekt epitopu B73.1/Leullc me by
wybiorczo zwizany z pierwotnymi niedoborami odposiaeo W literaturze nie istnigjjednak
dane dotyczce zwihzku wystpowania defektu epitopu B73.1/Leullc z wrodzonymi,
zdefiniowanymi zaburzeniami dotygzymi funkcjonowania uktadu odporémowego.
Prezentowane w niniejszej pracy obserwacje pezegec wczeéniejszym doniesieniom

opisupcym powyszy defekt jako izolowane zaburzenie gxd@ine jedynie z komorkami NK
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[20,31-33]. W cytowanych, wczeiejszych badaniach, hipogammaglobulingistwierdzono
tylko u jednego dziecka [32]. W kontae historycznych doniesieopisupcych zaburzenia
funkcjonowania komorek NK i monocytow CDXZD16™ u chorych z nowotworami [93-98]
wydaje st¢, iz rowniez nie byly one zwjzane z obecrigia defektu epitopu B73.1/Leullc,
albowiem w niniejszych badaniach nie wykazano ob&tndefektu epitopu uzadnego

z 91 pacjentow z nowotworami uktadu pokarmowego.

Opisywani w literaturze nieliczni (jedyniesmioro) chorzy z defektem epitopu
B73.1/Leullc cierpieli na gikie, nawracajce zakaenia wirusami z rodzinyerpesviridae
w tym VZV, HSV i EBV [20,31-33]. Sugerowanoz to wianie defekt epitopu receptora
CD16a wgzacego mAb klonu B73.1/Leullc odpowiada za tego rmodzaaburzenia
odporngci przeciwwirusowej. W opublikowanych pracach defapitopu B73.1/Leullc
uznano za jeden z izolowanych niedoboréw odpainawigzanych z nieprawidtowym
funkcjonowaniem komorek NK, wspomiaaj go zreszt w klasyfikacjach niedoboréw
odporndgci [41-43]. Jednake, u pacjentow z tym samym defektem, prezentowanych
W niniejszej pracy, nie stwierdzonoegkich i/lub nawracajcych zakaen herpetycznych.
Jedynie u jednego dziecka obserwowano miernie arasilnawracape zakaenie HSV.
Natomiast w grupie 9 dzieci z rzeczywaie ckzkimi klinicznie i/lub nawracajcymi
zakaeniami herpetycznymi nie obserwowano zjawiska zaimggo wizania mAbs klonu
B73.1/Leullc do cwteczek CD16a. Prezentowane obserwacig e jawnej sprzeczngi
z wezdniejszymi doniesieniami sugeggj iz obecné¢ defektu epitopu B73.1/Leullc nie
wykazuje jednoznacznego zwku z cezkimi infekcjami herpetycznymi. W poprzednich
doniesieniach [20,31-33] nie ttumaczono zrgsut jaki spos6b wspomniany defekt neo
determinowdé zaburzenia komorkowej odportd przeciwwirusowej. Receptor CD16a
wystepuje na komoérkach zaangavanych w odpowied przeciwwirusow (komorki NK,
monocyty) biogc udziat w reakcji ADCC. Jedna&, epitop B73.1/Leullc nie zvie
fragmentu Fc 1gG — jest zlokalizowany w obie dystalnej domenie Ig-podobnej, innet ni
miejsce wizania fragmentéw Fc [11,20]. 48t tez, u pacjentdw tych nie znajdowano
defektéw dotyczcych reakcji ADCC [20,31-33]. U e#ci z nich obserwowano jednak
obnizong cytotoksyczné komorek NK wzgtdem referencyjnej linii komorkowe] K562.
U wszystkich jednak stwierdzano prawidipwczbe komoérek NK. Podobnie, u whkszdci
dzieci z naszej grupy pacjentow z defektem epitBp8.1/Leullc, w rutynowych badaniach
immunodiagnostycznych wykazywano prawidiowy odseiekiczebnd¢é komorek NK.
Natomiast w trakcie prowadzonych badawlasnych nie przeprowadzano testéw

funkcjonalnych komérek NK. Mma zatem jedynie sugeroiyaz za zwikszory podatnéé
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na obserwowane przez innych badaczy zeke herpetyczne me odpowiad& odrebny
defekt/defekty funkcjonalne komérek wykageych ekspresj receptora CD16a, zwiane
raczej z ich bezpoedni cytotoksycznécia niz z procesem ADCC.

Defekt epitopu B73.1/Leullc yaano ze zmiannukleotydu 230 w geni€cyRllla,
kodugcym CD16a, skutkypa zmiarg aminokwasu w pozycji 48 z L na H lub R [20,30-33].
U opisywanych pacjentow zezkimi, nawracagcymi zakaeniami herpetycznymi i defektem
epitopu B73.1/Leullc stwierdzano genotyp odpowiedfa fenotyp FgRIlla-48H/H,
sugeruygc tym samym, 4 zmiana nukleotydu 230 jest chorobotwarcanutacy
odpowiedzialg za obserwowane objawy Kkliniczne [20,31,32]. Wbr@eszekiwaniom,
niniejsze badania wykazaty, zaréwno u wszystkiciedz defektem epitopu B73.1/Leullc,
jak i oséb kontrolnych, jedynie obeciddeucyny w miejscu 48 (RRIlla-48L/L). Wynik ten
sugeruje, 2 zmiana 48 aminokwasu nie ma w istocie @ku z defektem epitopu
B73.1/Leullc oraz zakaniami herpetycznymi, tym bardziepe u badanych dzieci
cierpigcych na zakzenia herpetyczne nie stwierdzono defektu tego ppito

Niewielka liczba opisanych wcagsie] pacjentow z przedmiotowym defektem
wskazywataby, 7 zarébwno defekt epitopu B73.1/Leullc, jak i waridtyRIlla-48H/H,
wystepuja niezwykle rzadko. Dane literaturowe wskazygdnak,ze polimorfizm L48R/H
wystepuje u zdrowych osob rasy kaukaskiej zstatliwoscia 14% (48R — 6%, 48H — 8%)
[30]. Wartci¢ ta wskazuje, 4 powyzszy defekt powinien kywykrywany u okoto 14% osob
rasy kaukaskiej zakladgj, iz do znakowania komorekzywa sk przeciwciat anty-CD16
klonu B73.1/Leullc [30]. Wskazywatoby tze defekt epitopu B73.1/Leullc, a tym samym
zZwigzana z nim zwikszona podatrié na zakaenia herpetyczne, powinny bdyelatywnie
czeste. Werod przebadanej w niniejszej pracy grupy pacjenmwiedoborami odporroi,
czestaé¢ ta wyniosta 7,3%, a bigc pod uwag wszystkie badane osoby (pacjentow
z pierwotnymi niedoborami odpor§m, zakaeniami herpetycznymi, nowotworami ukiadu
pokarmowego oraz zdrowe osoby kontrolne) — oko#t®@, R&nice t3 mozna ttumaczy
specyfikh grupy badanej, ktérej odsetek pacjentow z niedmborodpornéci, zakaeniami
czy nowotworami wynosit 71% wszystkich przebadanyoetod, cytometryczg osob.
Jednake, w grupie zdrowych oséb kontrolnych, odpowiadej grupie przebadanej przez
de Haas i wsp[30], defektu nie stwierdzono u nikogo, pomimo pobwinno s¢ go Wykrye
szacunkowo u kilkunastu os6b. Wyniki te ma@gyigerowd, iz czestas¢ wystkpowania defektu

epitopu B73.1/Leullc oparta nagsimici zmiany nukleotydu 230 me nie by poprawna.
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Ponadto, obserwowana niskacstotliwos¢ tego defektu wydaje @isugerowd, iz jest on
raczej rzadki, co potwierdza wcreejsze doniesienia [20,31-33] opigtg Bcznie jedynie
osmioro pacjentow z zaburzeniami znakowania komoérdk ptzy pomocy mAb klonu
B73.1/Leullc. Niemniej jednak, pomimoz wnioski de Haas i wsp.s3 najczsciej
przytaczane w literaturze, zostaly one wysnute nedyw oparciu o wykryte warianty
heterozygotyczne 48L/R i 48L/H, gdyu nikogo z badanych oséb nie stwierdzono
homozygotycznego fenotypu 48H/H. W innych natomibstaniach [35], fenotyp ten
wykryto u 2% przebadanych zdrowych osob. Stwierdzevystpowania izoformy 48H/H

u zdrowych osob, podobnie jak uzyskane w niniejgzary wyniki (brak zwjzku defektu
epitopu B73.1/Leullc z zakeniami herpetycznymi oraz stwierdzenie u pacjenmtym
defektem izoformy 48L/L), mee wskazywaé na brak zwizku pomedzy zmian aminokwasu
w pozycji 48 a zaburzeniami odpo#ao przeciwwirusowej. Mee take potwierdza inne
doniesienia, w ktérych zmianaminokwasu 48L na 48H lub 48R uwemo za naturalnie
wystepujacy polimorfizm [30,34,35]. Tym samym, niniejsza @ago raz pierwszy porownuje
przeciwstawne doniesienia pogla@,  zmiana aminokwasu 48 jest wynikiem albo
chorobotworczej mutacji, albo naturalnie wymtjacym polimorfizmem. Zmiana aminokwasu
L48R/H wydaje si by¢ naturalnie wysipujacym polimorfizmem, nie chorobotworgz

mutacy.

Analiza catego regionu kodigego genuFcyRllla nie wykazata obecroi innegj
zmiany nukleotydowej, ktdra mogtaby dwpdpowiedzialna za obserwowany defekt epitopu
B73.1/Leullc. Mee to oznaczg ze za zmiaa struktury biatka CD16a, powodigej brak
wigzania mAb klonu B73.1/Leullc, mpgdpowiadd np. zmiany potranslacyjnefleucha
biatkowego. W zwizku z faktem, 4 receptor CD16 jest biatkiem o wysokim stopniu
glikozylacji [5], mazna domniemywd, iz to zmieniony wzoér glikozylacji maee skutkowa
brakiem wgzania tege klonu mAb. Maliwe takze, ze za defekt epitopu B73.1/Leullc
odpowiada zmiana w offsie genu FcyRllla niewykrywalna metogl bezpdredniego
sekwencjonowania. Pacjenci z tym defektem mogliagniast genu~cyRIlla posiadé gen
fuzyjny powstaty podczas rearatji z pohczenia genowFcyRllla oraz FcyRIlDb,
posiadajcy pocatkowy fragment genuFcyRIlIb i koncowy fragmentFcyRIlla. Gen ten
wykazywatby ekspresjpodobra do genuFcyRllla, czyli w komdrkach NK oraz monocytach
CD14'CD16™". Obecné¢ N-koncowego fragmentu podobnego do CD16b w tak powstatym
tancuchu bialkka CDl16a powodowataby ekspyesgucyny w miejscu 48, skutkag
prawidtowym wagzaniem mADb klonu B73.1/Leullc. Hipoteza tazmdoy prawdopodobna

z racji wysokiego podobistwa genowkcyRIlla i FcyRIlb [5,22] oraz ich wysipowania
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uréznych osob w rénej liczbie kopii [24-27]. Postawione hipotezy wyga@ jednak
dalszych bada

Przeprowadzone badania genetyczne ujawnityetadbecnéé 8 z 19 opisywanych
wczesniej polimorfizmow genuFcyRllla, tj.: R18S, L20L, S47N, D64N, 188V, G129D,
Y137H, D148D oraz F158V.

Spairod wykrytych polimorfizmow, jedynie F158V §bacy jednoczénie najczsciej
badanym polimorfizmem genu kodoggo CD16a), wedle danych literaturowych, zeo
predysponowé& do wysgpienia r@nego rodzaju chorob, wptywana przebieg zakan, czy
tez na skuteczrid terapii biologicznych [34,36,45-47,51,52,54-57].mikokwas 158
uczestniczy w wizaniu ligandu, przy czym izoforma V/V ma wsze powinowactwo do
wigzania fragmentow Fc immunoglobulinzrniorma F/F, natomiast forma heterozygotyczna
F/V jest funkcjonalnie bardziej zhtna do V/V. Polimorfizm ten wykryto u wszystkich
zbadanych oséb, ssdd ktérych heterozygotycan posté F/V stwierdzono u 32,4%,
a homozygotyczn postg V/V. u 67,6% badanych. Wyniki te odbiegajod danych
literaturowych, ktére wariant V/V opisupy 10-20%, a F/V u okoto 45%kwiatowej populaciji
[14,37-40]. Ranice te mana ttumaczy niewielka liczbg zanalizowanych w niniejszej pracy
0so6b, jednake, zwekszona cegstotliwos¢ wykrytego wariantu V/V mege mig takze zwizek
z charakterystyk badanej grupy. Wod zbadanych pacjentow z defektem epitopu
B73.1/Leullc, ktérzy jak wspomniano wéagj, cierpa z powodu pierwotnych niedoboréw
odporndgci, czstas¢ wariantu V/V byla szczegolnie wysoka (92%). Wyndn mae mie
zatem zwiazek z ich stanem klinicznym. Zaréwno opisane u tyacjentow niedobory
odporndgci, jak i wystpowanie izoformy V/V, wize st ze zwekszory podatnécia na
choroby autoimmunizacyjne, np. reumatoidalne zaypalstawow. Jednak, inne warianty
polimorfizmu F158V take 3 powigzane ze zwikszory podatnéciag na wys¢powanie choréb
autoimmunizacyjnych, cltokazdy z wariantéw predysponuje do innej choroby. Pomim
uzadnego z pacjentow dotychczas nie wykryto chordbiammunizacyjnych korelowanych
z izoformy 158V/V [51,52], nie jest jednak wykluczone,pacjenci ci mogw przyszigci je
rozwing¢.

Ponadto, otrzymane wyniki nie potwierdzappisywanego wczeiej sprzzenia
polimorfizméw L48R/H i F158V. Opisano wcidej korelacg wyskepowania izoformy 48L
wraz z 158F, natomiast 48R lub 48H z 158V [30,¥8keprowadzone badania, ujawa@j
jedynie fenotyp 48L/L u wszystkich przebadanychloseéaz 158V/V lub 158F/V, pozosiaj
w opozycji do wczéniejszych danych literaturowych. Wynik ten meo sugerowd iz
populacja polska jest bymoze — w pewnym stopniu — odmienna genetycznie oddhny
populacji kaukaskich.
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Pozostale wykryte podczas prowadzonych badaolimorfizmy opisane &
w referencyjnych bazach sekwencji gendéw, takichgalktrez GenBank, jednak w literaturze
nie pagwiccono im szczegolnej uwagi. gt tez, nieznana jest estas¢ ich wystpowania.
Mozna jednak zaobserwowvaiz polimorfizmy te wysipuja jedynie w obg¢bie trzeciego
i czwartego egzonu genbcyRIlla kodupcych zewntrzkomoérkowe domeny Ig-podobne,
odpowiednio: dystal i proksymala [9]. Nie wykryto natomiast polimorfizméw
opisywanych w olgbie egzonéw 1 oraz 5. Otrzymane wyniki mogskazywa, iz region
genu kodujcy fragment zewstrzkomorkowy biatka CD16a jest najbardziej polimcahy.
Jednoczénie, fragmenty biatka kodowane przez egzony 1 i ®dpowiednio, peptyd
sygnatowy oraz fragment transbtonowy i cytoplazroaty - wydag sic by¢ mato zmienne.
Moze by to zwigzane z funkgj petniory przez te fragmenty biatka, gdya odpowiedzialne
za ekspresgj btonowy receptora. Fragmentrieucha biatkowego kodowany przez egzon 1
odpowiada za ukierunkowanientaucha receptora jako biatka btonowego, natomiazbred
za jego zakotwiczenie w bionie oraz asogag cytoplazmatycznymi kinazami.
Konserwatywne zachowanie sekwencji tych fragmentdwze by zatem istotne dla
zachowania ich prawidtowej funkcji, gst obserwowana niska zmierido genetyczna

kodujgcych je egzonow.

Zaobserwowano ponadto wysok czstotliwos¢  wyskpowania  wariantow
heterozygotycznych wykrytych polimorfizméw u ekszai¢ badanych oséb. Dotyczy to
szczegOlnie polimorfizméw egzonu 4 (G129D, Y137H14BD), w przypadku ktorych
u wiekszaci przebadanych oséb wykrywano formy heterozygotgcaV celu wizualizacji
tego spostrzesnia wykonano przyktadowe uliniowienie otrzymanekwencji czwartego
egzonu genu pacjenta 10, u ktérego wykryto w forhmeéerozygotycznej wszystkie cztery
polimorfizmy opisane w olgbie tego egzonu, z prawidtowymi sekwencjami geripRIlla
i FcyRIlIb. Wynik uliniowienia przedstawiono na Rysunku 18odBbne obserwacje
odnotowano w olgbie egzonu 3, chioczstotliwos¢ form heterozygotycznych wykrywanych

w tym egzonie byta nsza nk w egzonie 4.

66



440

FcGr3A HEccGBEcGHEE
FcGR38 BEcEBBEcGHER
pacient 10 HEGNEEcGHER

Consensus AAGNCAGGAA

GTATTTTEAT
GTATTTTHAT
cTATTTTHAT

GTATTTTCAT

CATAATTCTG

Conservation

i3

il

472

FCGR3A HETTETAEAT
FcGrR3e HETTERABAT
pacient 10 BETTENBERT

Consensus ACTTCNACAT

TEESEAACEE
TEEAREAGEE
TEERRAEGER

TCCAAAAGCC

AEAETEARAG
AEAETEARAG
AEEETEAEAG

ACACTCAAAG

B0
Conservation ‘I ” ‘|
-

LS

4498

FCGR3A
FCGR3B
pacjent 10
Consensus

AnNEcBccEBTE

ANAGCGGCTC

HEBcEcGETE H
ATAcBccETE BT

BTAETTETGE

CTACTTCTGC

526

BGGGGGETTT
BccGGGlTTG
BGGGGGHETTN

AGGGGGCTTN

1004
o 0l 0

Rys. 18. Uliniowienie sekwencji czwartego egzonwuwgeacjenta 10 z prawidtowymi
sekwencjami genowcyRllla i FcyRIlIb.

Poréwnanie sekwencji egzonu 4 gdfayRIlla orazFcyRIlb wskazuje, 4 polimorfizmy te g
odwrotnGcia wyskpujacych w tych samych miejscach polimorfizmow gefayRIlIb
(D129G, H137Y oraz D148D). Obserwacja ta zmosugerowd iz stwierdzone formy
heterozygotyczne mag by¢ zwigzane 2z obecrigia dwoch rénych nukleotydéw
wystepujacych w analogicznym miejscu, lecz w dwoctmgch genach. Podobnie, wysok
czestotliwos¢ form heterozygotycznych zaobserwowano w przypgoidimorfizmu F158V.
Polimorfizm ten opisywany jest jednak jedynie w igeikodupcym CD16a, natomiast
w biatku CD16b, w miejscu 158, opisuje sionstytutywn ekspresj V. Moze to sugerong
ze wykryte izoformy 158F/V wynikgjz detekcji nukleotydu T z gerfecyRIlla (kodugcego
158F) oraz G z genkicyRIlIb (kodugcego 158V). Mogtoby to oznaazaze osoby, u ktérych
wykryto wariant 158F/V, w rzeczywistoi posiadaj fenotyp FeRIlla-158F/F oraz RdRIlIb-
158V/V. Znaczne podohistwo sekwencji obu gendéw m® sprawid, iz stosowane do
amplifikacji oraz sekwencjonowania kolejnych egzarsiartery przydczap sie do sekwenciji

obu gendéw. Jednak, metoda bezgeedniego sekwencjonowania gefRgyRI1lla zastosowana
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W niniejszej pracy oparta byta na standardowpnanej metodzidreona i wsp[34], bedacej
jednoczénie metod szeroko rozpowszechnign [20,31,34,36,160,161]. W pracach
bazugcych na jej wykorzystaniu nie sugerowano jednak, metoda ta m@ by
nieodpowiednia do analizy sekwencji geRayRllla. Nie wskazywano tale na wysok
czestotliwos¢ wyskpowania form heterozygotycznych wykrywanych polifrmnéw. Dla
przyktadu, Treon i wsp.wykryli w badanej przez siebie grupie os6b ob&énwszystkich
trzech wersji polimorfizmu F158V (158F/F, F/V ora#z/V), natomiast w niniejszych
badaniach, u nikogo nie stwierdzono wariantu 158P&dobnie, z racji konstytutywnej
ekspresji leucyny w miejscu 48 w genkeyRIIlb, oraz obecnai polimorfizmu w tym
samym miejscu genkicyRllla (L48R/H), maliwe byto by zafatszowanie detekcji nukleotydu
kodujcego R lub H przez nukleotyd koday L. Jednake, w cytowanych badaniach [34]
wykryto u prawie 30% przebadanych osob formy hetggotyczne 48L/R oraz 48L/H, nie

obserwowane w prezentowanych badaniach.

Istniep takze doniesienia wskazige na problemy z analjizsekwencji genow
FcyRllla i FcyRIllb tradycyjnymi metodami sekwencjonowania [35,162]1683race te
sugerug zastosowanie innych metod wykrywania polimorfizmgenuFcyRllla, tj. metody
oparte na reakcji PCR w czasie rzeczywistym [188), modyfikacji tradycyjnych metod,
np. zastosowanie starterow, ktéreettzijednonukleotydowej rinicy od sekwencji genu dla
CD16b, umaliwiag zwickszenie ich specyficzdoi wobec genu CD16a [162,164,165].
Wydaje s¢ jednak, & taka modyfikacja starterbw nie powinna zngcz wpltyraé na
specyficzné¢ metody wzgidem wybranego genu, tym bardzief, podobne, niewielkie
modyfikacje starterow stosuje esiw inzynierii genetycznej do wprowadzania mutaciji
punktowych w namnanym odcinku DNA [166-168]. Mdiwe jest jednak,4 w przypadku
genow o tak znacznym podohs&wie jak FcyRIlla oraz FcyRIllb, proponowane metody
mog pozwolié na doktadniejsze oznaczanie polimorfizméw badangehéw. Aby mié
pewnac¢, ze sekwencjonuje sigen kodujcy CD16a a nie CD16b, moa by hipotetycznie
okresla¢ sekwencje cDNA, uzyskanego na matrycy mRNA, izaoego z komorek NK i/lub
monocytébw CD14CD16™. Jednake, izolacg tych komorek metagd sortowania
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego naleby przeprowadzi z da¢ znacznych
objetosci krwi badanych os6b (z ok. 50 ml), co utrudnigtoprzeprowadzenie bada

u pacjentow, a tym bardziej u dzieci.
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Dane literaturowe wskazyjtakze, &z obecné¢ defektu epitopu B73.1/Leullc
mie¢ implikacje diagnostyczne [33]. Stosowanie przecaec monoklonalnego anty-CD16
klonu B73.1/Leullc jest szeroko rozpowszechnione mwtynowej diagnostyce
immunologicznej, w tym w immunofenotypowaniu komorK. Komorki NK rutynowo
wykrywa st oznaczajc fenotyp o charakterystyce: CDBD56/CD16". Jednake, z powodu
niskiej ekspresji CD56 i CD16 na komorkach NK, sfesse przeciwciala skierowane
przeciwko obu biatkom wyznakowane tym samym barvemik fluorescencyjnym. &d tez
postulowano, 74 pacjenci z defektem epitopu B73.1/Leullc podczagynowej
immunodiagnostyki magzosta przeoczeniForbes i wsp[30] sugerowali zatem dodatkowe
badanie, podobne do zastosowanego w niniejszey,ppategagce za sprawdzeniu waania
mAb anty-CD16 klonu B73.1/Leullc i innego klonudegnAb (np. 3G8), celem wykrycia
ewentualnego defektu epitopu B73.1/Leullc. Badamieniatoby obj¢ szczegdlnie osoby
Z nawracajcymi zakaeniami herpetycznymi umbwiajac wczesne rozpoegie leczenia
przeciwwirusowego. Wyniki prezentowane w niniejspegcy potwierdzaj ze znakowanie
biatka CD56 kompensuje brak agania mAb anty-CD16 i defekt epitopu B73.1/Leulie n
jest wykrywany podczas rutynowego oznaczania ko€, Jak wspomniano wczeiej,

u wiekszaici pacjentow ze stwierdzonym defektem epitopu Bl&dllc podczas
rutynowych bada laboratoryjnych wykrywano prawidtowy odsetek izlie komorek NK.
Jedynie dodatkowe badanie z réwnoleglym zastos@amaninAbs klonéw B73.1/Leullc
i 3G8 umaliwito wykrycie wspomnianego defektu.

W rutynowej immunodiagnostyce nie oznacza siatomiast poszczegolnych
subpopulacji monocytéw. Jednak w wielu jednostkach chorobowych, szczegdlnie
zwigzanych ze stanem zapalnym wywotanym infekcja bgkigr liczebnd¢ monocytow
subpopulacji CD14CD16™ jest znacznie podwgzona [103-110]. St tez, oznaczanie tych
komorek mae mig implikacje diagnostyczne. Monocyty subpopulacjiX@iCD16™ mazna
odr&zni¢ od monocytéw klasycznych CDI€D16 kierujac sk jedynie poziomem
powierzchniowej ekspresji receptora CD16. Wynikzeustawionych badasugery, iz
rutynowe wycie przeciwciat anty-CD16 klonu B73.1/Leullc maouniemaliwi¢ detekcg
monocytéw subpopulacji CDIED16™". Prezentowane obserwacje potwiergdzaptatnie
dane literaturowe sugenge stosowanie wystandaryzowanej metody badaniaopuitgoii
monocytow z uyciem mAb klonu 3G8 [169].

Podsumowujc, przedstawione w niniejszej pracy badania wskazejwystpowanie
defektu epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a jegbiovczo zwgzane z pierwotnymi

niedoborami odporrici. Defekt ten nie ma jednak zygku z podatnécia na cezkie
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zaka&enia wirusami z rodzinyerpesviridaeani z polimorfizmem L48R/H genkcyRllla.
Oznaczanie tego defektu wydaje; gnie¢ zatem ograniczone znaczenie diagnostyczne
w przewidywaniu przebiegu klinicznego zakéa herpetycznych.
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6 WNIOSKI

* U zadnej ze zdrowych oséb, ani u pacjentow z nowotmorzktadu pokarmowego,
nie wykryto defektu epitopu B73.1/Leullc receptGi@dl6a, stwierdzaL go jedynie
u 12 pacjentow pediatrycznych z pierwotnymi niedaba odpornéci. Zaleznosé ta
(istotna statystycznie) wskazuje na begzpdnia asocjag wyskpowania

wspomnianego defektu z pierwotnymi niedoborami edpiei, gtéwnie humoralnej.

* U zadnego z pacjentow z defektem epitopu B73.1/Leufidcstwierdzono zakan
herpetycznych, poza jednym dzieckiem z naweggajmiernie nasiloa, infekcjg
HSV. Jednoczmie, u zadnego z pacjentow z ¢ekimi i/lub nawracajcymi
zakaeniami herpetycznymi nie stwierdzono zaburziptyczcych wizania mAb
klonu B73.1/Leullc z gateczlkh CD16a. Sugeruje to brak istotnego statystycznie
powigzania defektu z wyspowaniem gjzkich i nawracajcych zakaen wirusami
z rodziny Herpesviridae Oznaczanie tego defektu nie wydaje si mie¢ zatem
istotnych implikacji diagnostycznych u pacjentowakaeniami herpetycznymi.

» Czstas¢ wysktpowania defektu epitopu B73.1/Leullc w badanej igrupsob
Z pierwotnymi niedoborami odporém wyniosta ponad 7% (aadznie wrod
wszystkich badanych metoadytofluorometrycza grup pacjentéw i oséb kontrolnych
— okoto 3%), sugerag, iz defekt ten jest relatywnie rzadki. €2as¢ ta zasadniczo

odbiega od podawanej w literaturze, a wymosgok. 14%.

» Defekt epitopu B73.1/Leullc nie ma zwku z obecngérig wariantu L48R/H genu
kodujgcego CD16a. U wszystkich dzieci z powyym defektem stwierdzono bowiem
jedynie obecn& fenotypu FgRIlla-48L/L, nie wykrywagc zmiany nukleotydowej
powodupcych ekspregj H. Otrzymane wyniki analizy sekwencji catlego rewio
kodujgcego biatko CD16a nie wykazaly innej mutacji lub liporfizmu

odpowiedzialnego za wspomniany defekt.

e Zmiana aminokwasu L48R/H wydaje esi by¢ naturalnie wysfpujacym
polimorfizmem i nie jest odpowiedzialna za defekitepu B73.1/Leullc, a tak
zwickszory podatné¢ na cezkie zakaenia herpetyczne.
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W badanych grupach pacjentéw i osob kontrolnychiestizono wysipowanie
8 z 19 opisanych polimorfizmow (R18S, L20L, S47Ng4lN, 188V, G129D, Y137H,
D148D, F158V), zlokalizowanych w offyie trzeciego i czwartego egzonu genu
FcyRIlla. Sugeruje to,ze region genu kodagy fragment zewsgtrzkomorkowy
receptora obejmagy obie domeny Ig-podobne wykazuje napszs zmienndé

posréd catej sekwencji kodagej receptor CD16a.

Polimorfizm F158V (w postaci F/V lub V/V) wykryto wszystkich badanych osob.
Czestaé¢ wyskpowania wariantu homozygotycznego 158V/V wynositaakej grupie
badanej okoto 70%, a w grupie pacjentow z pierwatinpiedoborami odporrigi
ponad 90%. Wyniki te znageo odbiegaj od danych literaturowych opisigych

wystepowanie tego polimorfizmu z ¢gtaicig okoto 10-20%.

Otrzymane wyniki nie potwierdzajsprzzenia polimorfizméw L48R/H i F158V,
tj. aminokwasu 158F z 48L oraz 158V z 48R lub 48Hwszystkich badanych osdob
stwierdzono fenotyp 48L/L oraz 158V/V lub 158F/V.

Defekt epitopu B73.1/Leullc nie wplywa na rutynowdiagnostyczne
immunofenotypowanie komorek NK, mimo szeroko rozpp&chnionego
zastosowania mAb klonu B73.1/Leullc. Uckg@izaici pacjentow ze stwierdzonym
defektem epitopu B73.1/Leullc podczas rutynowychdabalaboratoryjnych
wykrywano prawidtowy odsetek i liczbkomorek NK. Wynika to z jednoczesnego
zastosowania anty-CD16 i anty-CD56 mAbs. Natommstsisowanie mAb anty-CD16
klonu B73.1/Leullc w badaniach subpopulacji monmeyuniemaliwia detekcg
monocytéw CD1ACD16™" u pacjentow z defektem tegepitopu.
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7 STRESZCZENIE

Defekt epitopu B73.1/Leullc receptora CD16a yfHHa), wykrywany za pomagc
przeciwciata monoklonalnego powszechnie stosowanegav rutynowym
immunofenotypowaniu komérek NK oraz subpopulacjinmoytow CD14CD16™, zostat
opisany u kilkorga dzieci ciergiych na cjzkie i nawracajce zakaenia wirusami z rodziny
Herpesviridae oraz powizany z polimorfizmemL48R/H. Niniejsze badania wykazaty
statystycznie istotn korelacg pomidzy defektem epitopu B73.1/Leullc a pierwotnymi
niedoborami odporrigi, natomiast nie wykryto go gadnego z pacjentéw z nowotworami
uktadu pokarmowego ani u zdrowych osob kontrolnydie. stwierdzono tate zwihzku tego
defektu z zakzeniami herpetycznymi. Pacjenci u ktérych stwierdzodefekt epitopu
B73.1/Leullc nie cierpieli na qikie zakaenia herpetyczne, jedynie u jednego dziecka
obserwowano miernie nasilone zakaie wirusem opryszczki. Natomiast w grupie dzieci
z faktycznie azkimi i nawracagcymi zakaeniami herpetycznymi defektu nie stwierdzono.
Stad ter, defekt epitopu B73.1/Leullc wydajee shie by izolowanym niedoborem
odporngci zwigzanym z komorkami NK, a jego oznhaczanie ma ogramezznaczenie
w przewidywaniu przebiegu klinicznego zaka herpetycznych. Przeprowadzona analiza
genuFcyRIlla sugeruje,ze defekt epitopu B73.1/Leullc nie ma gzkiu z polimorfizmem
L48R/H, gdy. u wszystkich badanych osob stwierdzono fenotypRHta-L/L. Zmiana
aminokwasu 48 wydaje ¢sizatem by naturalnie wysfpujgcym polimorfizmem, a nie

chorobotwdrcz mutach.
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8 ABSTRACT

The loss of the B73.1/Leullc epitope of CD16a yRHla) receptor, detected by
a monoclonal antibody commonly used in routine imophenotyping of NK cells and
CD14°CD16™ monocytes subpopulation, has been previously wbdein several children
suffering from severe recurrent infections witerpesviridaeand was associated with
L48R/H polymorphism Presented studies revealed statistically sigitic correlation
between the B73.1/Leullc epitope loss and primayunodeficiencies, while it was not
detected in patients with gastrointestinal maligmes or healthy controls. Also, rimkage
between the defect and herpesviral infections vilsewed Patients with the epitope loss did
not suffer from any herpesviral infections, apadni one child with mild herpes simplex
virus infection, while none of the children suffegifrom severe herpesviral infections had the
epitope loss detected. Thus, the B73.1/Leullc ppitoss seems not to be an isolated NK
cells deficiency and its analysis is of limited usepredicting severity of clinical course of
herpesviral infections. The genetic analysi$-ofRIlla gene suggests that the epitope isss
not connected with L48R/H polymorphism, as all o&lgzed individuals had FRIlla-L/L
coding genotype. This indicate that the changemha acid 48 is rather a naturally occurring

polymorphism that a disease-causing mutation.
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