Le cellule Natural Killer
(NK cells)
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Granuli
4 Cellule linfoidi innate (ILC)

= Riconoscono e uccidono cellule infettate da
virus e batteri, danneggiate o trasformate.

i .j }.,& g = Originano dal midollo osseo dal progenitore
AR ‘¢ S comune linfoide
R e = Cellule circolanti nel sangue periferico e nella

milza (5-15% delle cellule mononucleate

CD16+ CD56+ TCR/CD3- del sangue periferico)_

-Rare nei linfonodi ma ben rappresentate
in alcuni tessuti: fegato, polmone, utero
gravido, milza, midollo e in piccola parte nel
timo

Attivita nei siti inflammatori:

- Uccisione cellule infettate

- Rigetto dei trapianti

- Uccisione cellule tumorali e metastatiche
Fonte di IFNy: potenziamento attivita
macrofagica e differenziamento Th1
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Recettori dei fattori di crescita specifici dei precursori ematopoietici

Cellula Pre-B

Linfopoiesi

Recettori di fattori di crescita specifici delle diverse vie differenziative
(per esempio, recettore dell’eritropoietina)

cKIT+
EIONG-H Marcatori specifici delle diverse linee differenziative

one cellulare
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Ematopoiesi

Questo albero ematopoietico
illustra lo sviluppo dei principali
stipiti cellulari del sangue

Midollo
0SSseo

Tutte le cellule del sangue derivano da una
cellula staminale ematopoietica comune
midollare (multipotente) e capace di
autorinnovarsi.



Origine e differenziamento

Progenitore linfoide comune del
midollo osseo CD34*/c-kit*/FIt3*

Necessitano del microambiente
midollare per completare Ia
maturazione.

Lo stroma produce i fattori di
crescita: stem cell factor/ligando di
c-kit (SCF) e FIt3L che agiscono
nelle prime fasi di sviluppo.

IL-15 trasforma il precursore NK
intermedio in una cellula NK
funzionale

CD16-FITC
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TRENDS in immunology




Linfocita T~ Cellula NK Cellule NK

@ ! @ o A differenza dei linfociti T e B non esprimono recettori

CD3+ antigene-specifici come il TCR o il BCR derivati da

riarrangiamento somatico.
CD56+CD16+

« |’attivazione é finemente regolata da segnali trasmessi da recettori attivatori ed inibitori e
potenziata dalle citochine.

« |’attivazione tramite recettori attivatori induce le funzioni effettrici (lisi citotossica, produzione
di citochine).
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Effector functions: ) Effector functions:
+ANCC Low cytokine production +++ADCC
+Natural cytotoxicity +++ﬁa-tﬁml cytotoxicity

CD56 e CD16 sono i marcatori caratteristici che identificano due subset diversi
di cellule NK con funzioni effettrici distinte



Citochine importanti per le cellule NK

IL-15 (importante per lo sviluppo delle NK cells)
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Funzioni delle cellule NK Celua iﬁ}
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« Cellule tumorali

« Cellule infettate dai virus o batteri intracellulari d

 Cellule normali danneggiate/stressate —_— 4

» Cellule ricoperte da IgG1 e IgG3 5
igfe;!tijaj\?a ‘ Uccisione della cellula I
da virus infettata
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| recettori attivatori ed inibitori delle NK

(germline ma polimorfici)

Recettori attivatori: Riconoscono molecole espresse sulle cellule infettate, alterate
(es. tumorali) - attivano la citotossicita

Recettori inibitori: Riconoscono le molecole MHC di classe | self > bloccano la
citotossicita. (Le cellule infettate o alterate hanno livelli bassi di espressione delle
molecole MHC di classe |)

L’'integrazione dei segnali attivatori e inibitori determinera se una NK lisa o meno
la cellula bersaglio

Geni che codificano per i recettori NK appartengono a due famiglie:
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( Y. ) NKC= complesso delle cellule NK

Nell’luomo



La risposta delle cellule NK é regolata
dall’integrazione di segnali derivanti dai
recettori attivatori ed inibitori
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La specificita’ delle NK e’ basata sul riconoscimento del:
* missing self

= self alterato/self modificato



Riconoscimento delle cellule “anomale” da
parte delle cellule NK
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Come agiscono i recettori inibitori delle cellule NK
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Recettori NK inibitori

« NKG2A e B: Recettore lectinico di tipo C che si accoppia a CD94 (non
polimorfico)

+ KIR: Recettore immunoglobulinico (2-3 domini Ig) Killer cell Ig-like receptors

* ILT o LIR: Recettore immunoglobulinico (4 domini 1g) Ig-like transcripts

P

Strutture citoplasmatiche Recettore Ligando

di trasduzione

CD94 HLA-E (molecole di classe | non
classica; presenta peptidi che
S NKG2A " derivano da altre molecole HLA di

SHP1/2 & e NKG2B | classel)

KIR
HLA-A, HLA-B, HLA-C
O==0 (molecole HLA-I classiche)

SHP1/2 &

ILT-2  HLA-A, HLA-B, HLA-C
— (molecole HLA-I classiche)
+
HLA-E, HLA-G, HLA-F
—] (molecole HLA-I non classiche)

SHP1/2

ITIM= immunoreceptor tyrosine-based inhibitory maotif;
motivi inibitori contenenti Tyr = pTyr reclutano fosfatasi



Recettori NK inibitori

LIGANDO: HLA-E HLA-C HLA-A o HLA-B HLA-A,B,C,E,F,G
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Le ITIM trasmettono segnali inibitori perché reclutano le PTP (protein tirosin fosfatasi)
es: SHP-1; SHP-2 ITIM=immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif



Recettori NK attivatori

« CD16 o FeyRIII

« NCR: recettori di citotossicita naturale

« NKG2D: Lectina di tipo C

* NKG2C ed E Lectine di tipo C simili a NKG2A

— ]
ITAM YxxM

ITAM= motivi attivatori contenenti

Tyr->pTyr reclutano chinasi
(immunoreceptor tyrosine
based activating motif)

YxxM: reclutano subunita p85
della PI3K

Recettori attivatori

FceRly, T

DAP10

CD16

NCR
(NKp46,
NKp30, NKp44)

KIR2DS

CDo4
NKG2C, E

NKG2D

Cellula rivestita
da lgG (IgG1 e IgG3)

B7-H6,

HSPG (Heparan Sulfate
Proteoglycan);

ligandi virali o tumorali

HLA-C;
ligandi codificati
dal patogeno?

HLA-E;
ligandi codificati
dal patogeno?

MIC-A, MIC-B,
ULBP



| recettori inibitori delle NK

(riconoscono MHC-class |)

MHC-class |
" ! \
ngands HLA-C HLA-BA HLA-ABC.G HLA-E
alleles alleles alleles
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sHPY ‘— ‘B
P
| g 'TM 1
\ KIRRDL  KIR3DL ILT/LIR CD94/NKG2A B
Ig-like receptors C-lectin like

receptors

Le ITIM trasmettono segnali inibitori perché, dopo fosforilazione delle Tyr ad opera delle
chinasi della famiglia Src, reclutano PTP (protein tirosin fosfatasi) quali SHP-1 e SHP-2

ITIM=immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
SHP-1=Src Homology Region 2 Domain-containing Phosphatase 1



L’attivita delle NK e normalmente inibita dal riconoscimento
delle molecole MHC-I self

ce [ Target cell
Activation
Ligands
Activation KIR
receptors
NK cell

| recettori inibitori (es. KIR,
ILT e NKG2A,B)
<+, contengono nel dominio
intracitoplasmatico
sequenze ITIM con Tyr che
dopo fosforilazione legano i
domini SH2 di Tyr

Activation of
Src family

| recettori attivatori v
sono associati a catene
contenenti ITAM che reclutano

proteine tirosin-chinasi fosfatasi tipo SHP-1/2
Tyrosine

mDAP12  AETESPYQELQGQ-RPEVYSDLNTQRQY Phgzgzﬁz'{fsted

mFceRIY  EKADAVYTGLNTR-SQETYETLKHEKPP SHP-1/2: sono Tyr fosfatasi che

mTCRCL  ODPNQLYNELNLG-RREEYDVLEKKRAR i tramite i domini SH2 legano le ITIM

mTCR{2 NPQEGVYNALQKDKMAEAYSEIGTKGER Cellular activation con Tyr fosforilate e vengono reclutate

mTCR{3  KCGHDGLYQGLSTA-TKDTYDALJIMWTLA Cytokiifogf)'jucuon in membrana e attivate




Meccanismo di inibizione mediato da MHC-I
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Recettore attivatorio CD16 induce ’ADCC

(citotossicita cellulare mediata da anticorpi)
meccanismo di lisi di cellule bersaglio infettate

Cellula effettrice= NK
Cellula bersaglio=cellula opsonizzata da IgG1 e 1gG3

Antigene 194G
di membrana J

» )),__f =L + ‘3 o

FeyRINA

Cellula Cellula NK Y

opsonlzzata Uccisione

dagli anticorpi della cellula
opsonizzata




Segnali di attivazione indotti dal CD16
(FcyRIl)

Lipid rafts
Membrane




Segnali di attivazione indotti dal CD16 (FcyRIll)

. NID1
Invariant Fc fragment
of 1gG1 & 1gG3 FEHA g
8 8 PDGF-DD
CD16 NKp44 NKp46

FCGR3A NCR2

CD3L:CD3.  CD3L: FcRy

Syk, ZAP-70

}

LAT, SLP-76, PI3K, PLCy, Grb2, Vav, Cbl, Nck

|

Cytotoxicity, cytokines and chemokines secretion




Recettori attivatori e signaling domains

Recettore lectinico
tipo C

Recettori di citotossicita naturale (NCR) C. NKG2D C

N

NKp44 NKp30
N

NKp46

FezRly

CD3¢
Extracellular

DAP10

Intracellular
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I'attivazione < a0
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Recettori attivatori basati su ITAM Catene per I'attivazione

contenenti ITAM:
-DAP12
-catena ¢ del CD3

CD94-NKG2C/E -catena y del FceRI

KIR2DS1
KIR2DS2

NKp30
NKp46
!
MIEK CD16
ERK

\ ElRK

Cytotoxicity, Cytokines release, Ca2* release



Attivazione delle NK

Self anomalo
MIC-A e -B, ULBP1-4

Missing self

Diminuita espressione

’ MHC-|

Perdita dell’inibizione
Attivazione




Attivazione della cellula NK da parte di molecole indotte da

stress/infezione/trasformazione
(sono ingaggiati numerosi recettori attivatori)

PTK: protein-tirosin
chinasi

PTP: protein-tirosin
fosfatasi

A Ingaggio del recettore

B Mancato ingaggio

@ Ingaggio di numerosi

inibitorio del recettore inibitorio recettori attivatori
Insufficiente
Segnali - Rimozione dei Segnali S Eqnalpmozions dei
i i : i ; : . ruppi fosfato
attivatori gruppi fosfato, attivatori attivatori g m%%cata

inibizione

Recettore —

~ Recettore

attivatorio inibitorio
Ligando Complesso
del recettore @ MHC di
della cellula classe I-
NK peptide self
Cellula
self normale

=\

&Z

.=

Cellula NK
non attivata;

nessuna uccisione
cellulare

"l virus inibisce
'espressione
48| dellMHC

% | di classe |
Cellula infettata dal virus
(negativa per MHC di classe 1)

Cellula NK attivata;
uccisione
della cellula
infettata

inibizione

Pl

A
Cellula stressata
con aumentata espressione
di ligandi attivatori

Cellula NK attivata;
uccisione
della cellula
stressata




Recettore attivatorio NKG2D e ligandi
MIC-A e -B e ULBP(1-4)

NK cell detects the presence of

NK cell detects normal
MIC and the loss of
MHE class | expreasion MHC class | expression
lytic

granules

NK cell

NK cell
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- inhibitory NKGZD »
activating MHC class | - e J killing
receptor receptor o
NKG2D e
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NK cell spares the healthy
epithelial cell

NK cell kills the virus-infected

epithelial cell

| ligandi di NKG2D sono
espressi dalle cellule in
risposta alle infezioni, allo
stress cellulare, metabolico,
al danno al DNA o in caso di
trasformazione neoplastica

(D)
OOE (=

[Cori -

ULBP1, 2,3 MICA,B ULBP4

Espresse a bassi livelli nei
tessuti sani

e Simili alle MHC-I ma non
associano peptidi o 2-
microglobulina



NKG2D riconosce ligandi espressi da cellule alterate

o|/o|ojojojo]o

Stress transformation

Nature Reviews | Immunology



Lo stress genotossico induce i ligandi
di NKG2D

UV, ionizing radiation
Chemotherapeutic agents
Tumorigenesis

!

" ATM/ATR

Normal DNA damage Chk” Chid Damaged
response coll cel
cell KEffector olecules

NKGDL ______, ©
NKG2D NKG2DL

!NKGZD K,"mg !NKGZD




NKG2D signalling

NKG2D Q o Q /ONKGZD
N\ N/
DAP10 WT ! I DAP10

l Cytoskeletal /

\
\ l ;a rrangement
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Cytokines?
Granule release

2 . S
Survival? Cytotoxicity



Cellule NK ed i due pathways di morte cellulare della
cellula bersaglio

1. Meccanismo mediato da perforine/granzimi
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2. Meccanismo mediato da

Recettori di morte

(Fas/FasL o TRAILR/TRAIL)

Perforine formano pori nelle membrane. Quando sono
endocitate insieme ai granzimi all'interno di vescicole
favoriscono il rilascio dei granzimi nel citoplasma.
Granzimi: serin-proteasi che attivano direttamente la
caspasi 3 inducendo apoptosi.



