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Abstrakt

Interleukin 15 vytvari se svym vysokoafinnim receptorem IL-15Ra komplex IL-15/IL-15Ra.
Pomoci tohot komplexu je prezentovano IL-15 in trans CD122/CD132 cilovym burikam, u
kterych spousti nékolik signalizacnich drah. IL- 15 ma dulezitou roli v imunitnim systému,
nebot reguluje homeostatickou proliferaci pamétovych CD8" T lymfocytt a je velmi dlleZity
pro funkci, vyvoj a homeostdzu NK a NKT bunék. IL-15/IL-15Ra komplex exprimobany na
povrchu bunék muiZe plné nahradit solubilni rekombinantni IL-15/IL-15Ra-Fc komplex, ktery
ma podstatné vyssi biologickou aktivitu nez samotny IL-15 a chova se tak jako superagonista.
[I-15/IL-15Ra-Fc komplexy jsou proto potencialné slibné pro nékteré klinické aplikace jako

imunoterapie nadorq, lécba HIV i vylepSeni vakcinace.

Klicova slova

IL-15, IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, pamétové CD8" T lymfocyty, NK a NKT bufiky, transprezen-
tace

Abstract

Interleukin 15 binds to its hight-afinity receptor IL-15Ra and forms stable IL-15/IL-15Ra
complexes. IL-15Ra presents IL-15 in trans to target CD122/CD132 cells, where initiates sig-
nal transduction. Interleukin 15 has important role in immune system as it — regulates the
homeostatic proliferation of memory CD8" T cells and it is an essential for function, devel-
opment and homeostasis of NK and NKT cells. Cell surface-expressed IL-15/IL15Ra complex-
es can be completely substituted by soluble recombinant IL-15/IL-15Ra-Fc complexes, which
have substantially higher biological activity in composition to free IL-15 and behave as IL-15
superagonist. 1I-15/IL-15Ra-Fc complexes are thus promising tool for some clinical use, i.e.

cancer immune therapy, treatment of HIV or improvement of vaccination.
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1. Uvod

Cytokiny jsou glykoproteiny produkované Sirokym spektrem bunék nejen imunitniho systé-
mu v celém organismu. Vyznacuji se Sirokou $kalou funkci jako je indukce apoptdzy, regulace
zanétu, proliferace a diferenciace bunék imunitniho systému. Plisobeni cytokinl je zpro-
stfredkovano vazbou na jejich specificky receptor.

V této praci jsem se zaméfila na strukturu a funkci interleukinu 15 jakoZto rlistového faktoru
nékterych bunék imunitniho systému, jeho podobnost a odliSnosti s interleukinem 2, ktery
se svou tercidlni strukturou fadi do stejné rodiny cytokin(. Dale jsem se zaméfila na struktu-
ru a funkci IL-15 receptoru a jeho podjednotek a to predevsim IL-15Ra, s kterym vytvari IL-15
stabilni IL-15/IL-15Ra komplexy. Znalost struktury IL-15/1L-15Ra komplexu a jeho interakci

s CD122/CD132 receptorovymi podjednotkami je dllezZité k pochopeni homeostazy a aktiva-
ce nékterych buné&k imunitniho systému, a to predeviim pamétovych CD8* T lymfocytd, NK

a NKT bunék. Dale je popsana role solubilnich IL-15/IL-15Ra komplext, superagonistickych
forem IL-15, u kterych byla prokazana vyssi biologicka aktivita jak in vivo, tak in vitro oproti
samotnému IL-15. Na zavér jsem se zaméfila na roli IL-15 a IL-15/IL-15Ra komplex

v imunoterapii. Zde jsem se zaméfila hlavné na a)virové onemocnéni, kde samotny IL-15 hra-
je vyznamnou roli v imunitni odpovédi béhem HIV infekce; b)nddorové onemocnéni, kde IL-
15 indukuje proliferaci a diferenciaci cytotoxickych CD8" T lymfocyt a NK bunék, které mo-
hou pfimo zabijet nddorové burky; c)transplantace kostni diené. IL-15/IL-15Ra komplex ma
potencial pro dalsi budouci vyuZiti vimunoterapii a proto je na jeho studium zamérena velka

pozornost.



2. Interleukin 15

Interleukin 15 (IL-15), je 14-15 kDa velky glykoprotein, ktery se fadi svou tercialni strukturou
do rodiny cytokin obsahujicich ¢tyfi alfa-helixové domény.' Déle do této rodiny cytokin(
patfi interleukin 2 (IL-2), interleukin 3 (IL-3), interleukin 6 (IL-6), interleukin 7 (IL-7), interleu-
kin 9 (IL-9), granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF) a erythropoietin receptors (EPO).2

IL-15 je pleiotropni cytokin, ktery hraje vyznamnou roli jak ve vrozené tak i v adaptivni imu-
nitni odpovédi. Je vyznamny pro vyvoj, preziti a funkci NK bunék, NKT bunék a pamétovych
CD8" T lymfocytd. * IL-15 podporuje aktivaci neutrofilti, makrofagd a je dileZity i pro funkci

dendritickych bunék. *

IL-15 ma mnoho funkci, stimuluje prezivani T lymfocytl, stimuluje rist NK bunék a jejich
produkci interferonu y (IFN-y), kostimuluje B lymfocyty a syntézu imunoglobulind a obecné
podporuje stimulaci a vyvoj cytotoxickych efektorovych bunék.’ Tyto funkce jsou spole¢né s
IL-2. Mysi deficientni na IL-2 ¢i IL-2Ra (CD25) trpi polyklonalni lymfoproliferaci, spolu s T-
dependentni autoimunitou. Naproti tomu IL-15 mU(Ze potla¢ovat aktivaci indukovanou bu-
nécnou smrt (AICD), navic IL-15 ¢i IL-15Ra deficientni mysSi maji snizeny pocet leukocytl

v krvi.*

1.1 ExpreseIL-15
Exprese IL-15 mRNA probiha konstitutivné v mnoha burikach jako napf. fibroblasty, keratino-

cyty, epitelidlni bunky, monocyty, makrofagy a dendritické buﬁky.6

IL-15 je kédovan genem, o velikosti 34 kb a nachazi se u ¢lovéka na chromozomu 4q31 a u
mysi v centralnim regionu na osmém chromozomu. Mezi mySim a lidskym IL-15 je 73% sek-
venéni homologie.” Lidsky gen pro IL-15 tvofi 9 exond a 8 intrond.® Pouze exony 5,6,7 a
8 kdduji maturovany protein, ktery se skldda ze 114 aminokyselin (aa). Obsahuje dva disulfi-
dické mustky v pozicich Cys42-Cys88 (stejné jako IL-2) a Cys35-Cys85 a dale tfi asparaginové
zbytky, pficem? dva jsou N-glykosylovany’ (Obrazek 1).

Alternativnim sestfihem jsou vytvareny u clovéka dvé izoformy IL-15, které se lisi délkou
svého signalniho peptidu. Kratsi izoforma IL-15 (IL-15 SSP) obsahuje 21 aa dlouhy leader pep-
tid, ktery je kédovan exony 4A (119-nukleotidova sekvence vloZzena mezi exony 4 a 5) a 5.°

Tato izoforma IL-15 neni sekretovana, ale nachazi se v jadre a cytoplazmé, na rozdil od delsi



izoformy IL-15 (IL-15 LSP) obsahujici 48 aa dlouhy leader peptid, ktery je tvofen tfemi exony
(3,4 a 5). IL-15LSP byla identifikovdna v buikdch exprimujicich IL-15 v Golgiho aparatu, ¢as-

nych endosomech a endoplazmatickém retikulu.*

Exons

1 2 2i 3 4 4a

1-3 3-5 5-8 8

Signal Peptid
IL-15LSP [ 5 UTR ][ 'gna Ep'eJ Mature IL-15

(48aa)
Mature IL-15 3’ UTR

Obrazek 1. (A) Gen pro IL-15 tvoreny 9 exony a 8 introny. (B) Jeho dvé mRNA izoformy, které se lisi délkou

B

2i-3-4

Signal Peptide

IL-155SP !
5" UTR (21aa)

svého signalniho peptidu. Pfevzato z J. C. Steel et al, Trends in Pharmacological Sciences, 2012.

Alternativnim sestfihem variabilniho exonu 5 u mysi vznikaji dvé izoformy IL-15. Izoforma,
ktera je lokalizovana intraceluldarné obsahuje alternativni exon 5. Tento alternativni exon ma
jiné 3’-sestfihové misto a vykazuje vyssi translacni uc¢innost oproti izoformé, ktera je vytva-
fena vnitinim sestfihem exonu 5. Postrada hydrofobni doménu signalni sekvence svého lea-
der peptidu v porovnani s druhou izoformou, kterd je kédovana IL-15 mRNA s normalnim

v 1
exonem 5 a vytvari sekretovanou formu IL-15. 0

1.2 Kontrola exprese IL-15

IL-15 mRNA je konstitutivné exprimovana v mnoha tkanich (placenta, plice, srdce, ledviny
a bunky hematopoetického plivodu) a rdznymi typy bunék (fibroblasty, svalové buriky, kerati-
nocyty ¢i nadorové buriky), na rozdil od IL-2 ale neni produkovan T burikami. Ackoliv je mRNA
exprimovana v tak velkém mnoizstvi bunécnych typQ, je tézké detekovat sekretovany IL-15
protein v supernatanu mnoha bunék, které ho exprimuji. Produkce IL-15 je kontrolovana
mnoha mechanismy na Urovni transkripce, translace a posttranskripcnich Uprav, které se jevi

jako nejdulezitéjsi.



3. IL-15 receptor

IL-15 nesdili s IL-2 Zadné signifikantni homologni sekvence na DNA Urovni, ale spolecné sdili
dvé receptorové podjednotky (B fetézec a y. fetézec), které jsou po navazani IL-15 a IL-2 jsou
zodpovédné za prenos signdlu. Nicméné kazdy z téchto cytokin ma svoji privatni receptoro-
vou podjednotu (fetézec a). Tyto a retézce maji spolecné strukturni vlastnosti, jako je velmi
kratka cytoplazmatickd doména, sushi doména vazajici cytokin a oblast bohatou na prolin-
threonin (PT region). Receptor IL-15 se sklada ze tfi podjednotek: IL-15Ra (CD215), ktera
véze IL-15 s afinitou K,~10™™ M, tzn. a? tisickrat vét$i nez CD25 vaze IL-2,IL-15RPB (CD122) a IL-

15Ry. (CD132), kterd je spoleéna pro IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21 tzv.y. cytokiny.*
K ) o Antigen-presenting cell ) )

IL-Z/II.-15R|3
NK or T cell

Obrazek 2. Interakce IL-2 a IL-15 se svymi receptorovymi podjednotkami. VSechny tfi receptorové podjednotky
pro IL-2 jsou exprimovany na téze burice a vytvari komplex, ktery pfimo vaze IL-2. IL-15 se vaZe na svou recep-
torovou podjednotku a jiZ intracelularné v burnce produkujici IL-15 a je v této formé transprezentovan recepto-
rovému komplexu CD122/CD132 nachézejicim se hlavné na NK nebo CD8" T burikdch. Pievzato z J. C. Steel et
al., Trends in Pharmacological Sciences, 2012.

CD122 se skladd z 525 aa, z nichz 214 aa tvofi extracelularni segment, 25 aa tvori transmem-
branovy region a 286 aa tvofi cytoplasmatickou doménu. CD132 se sklada z 347 aa, z nichz
233 aa tvori extracelularni doménu, 28 aa tvoii transmembranovou doménu a 86 aa tvofi
cytoplazmatickou doménu.’ Retézce CD122 a CD132 spoleéné tvofi dimerni receptor pro IL-
2 a IL-15, ktery se nachazi hlavné na NK burikdch, NKT burikdch a pamétovych CD8" T bu-
kach. Tento receptor vaze IL-2 s intermedialni afinitou K,=10°M, oproti vysokoafinnimu tri-

mernimu receptoru CD25/CD122/CD132, ktery véaze IL-2 s vysokou afinitou (K,=10"'M).°



1.3 IL-15R«x

IL-15Ra se sklada ze 173 extracelularnich aa, 21 aa dlouhého transmembranového useku, 37
aa dlouhé cytoplazmatické domény, oblasti linkeru, proline-threonin (PT) bohatou doménou
a 32 aa dlouhého signalniho peptidu. IL-15 se vaZe kIL-15Ra s vysokou afinitou
i v nepfitomnosti CD122/CD132, na rozdil od CD25, ktery se oznacuje jako nizko afinitni IL-2
receptor (K, = 10M). Také receptorovy komplex CD122/CD132 je schopen vézat IL-15, i kdyz
s nizéi afinitou nez CD215 (K,=10°M). IL-15Ra se neli$i od CD25 pouze afinitou ke svému li-
gandu, ale dale také nepfitomnosti druhé sushi domény a delsi cytoplasmatickou doménou.
Sushi doména nebo také short consensus repeats (SCR) je vazebny proteinovy motiv, ktery obsahu-
ji i jiné proteiny, napt.C1S, C1R ¢&i DAF. IL-15Ra je exprimovan velkym mnoZstvim bunék jako
jsou T a B buriky, makrofagy, stromalni buriky thymu a kostni dfené a v mnoha orgdnech jako

srdce, slezina, plice, kostni svalstvo a ja’ltra.l

Gen pro IL-15Ra je lokalizovan u ¢lovéka na chromozomu 10 a je tvoreny 7 exony. U mysi je
pak lokalizovany na chromozomu 2. Alternativnim sestfihem genu IL-15Ra mUze vzniknout
osm rozdilnych izoforem IL-15Ra (viz. Obrdzek 3). U lidi existuji tfi typy sestfihu:
1)alternativni vyuZiti exonu 7 nebo 7°, kédujici cytoplazmatickou doménu
2)delece exonu 3, kdédujiciho oblast linkeru
3)delece exonu 2, kédujiciho sushi doménu a jaderny lokalizaéni signal*?
Jsou mozZné také kombinace téchto tfi sestfihl. Bylo prokazano, zZe deleci exonu 2 a/nebo
exonu 3 nedochézi ke zméné ¢teciho ramce.™
Exon 2, obsahujici jaderny lokalizaéni signal je nezbytny pro vazbu ligandu a izoforma ho po-

straddjici neni schopna vazat IL-15. IL-15Ra zprostfedkovava transprezentaci IL-15 cilovym

bunkam, které exprimuji na svém povrchu CD122/CD132 receptorové podjednotky.
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Obrazek 3. Schématické zobrazeni lidského genu pro CD215 a jeho transkripénich produktd, pfevzato z Schluns
K, Stoklasek T. et al., International Journal of Biochemistry and Cell Biology,2005.

4. Signalizac¢ni mechanismy

Plsobeni IL-15 se odehrdvd na mnoha Urovnich — zahrnuje juxtakrinni (kontakt burika-
burika), intrakrinni (pGsobeni pfimo v bunce) a reverzni signalizaci (signalizaci zpét do bun-
ky). Takika ve vSech téchto procesech se uplatiiuje IL-15Ra, vytvarejici s IL-15 komplex IL-
15/IL-15Ra.

IL-15 byl pGvodné popsan jako solubilni molekula. Pozdéji bylo prokazano, ze IL-15 se vysky-
tuje také v membranové vazané formé, ktera predstavuje majoritni formu. Na membranu
muze byt IL-15 vazan pfimo dvéma zplsoby - pomoci N-konce IL-15 amidovou vazbou nebo
navazanim GPI kotvy k C-konci IL-15. Na membrdanu muize byt IL-15 také vdzan v komplexu
s IL-15Ra. ™

V lidskych monocytech je IL-15 (bez tvorby IL-15/IL-15Ra komplext) konstitutivné exprimo-
van v membrdnové vazané formé a jeho exprese je dale zvySena v ptritomnosti interferonu
gama (IFNy) nebo lipopolysacharidu (LPS).** Monocyty exprimuji obé izoformy IL-15. Mem-
branové vazany IL-15 se angazuje v juxtakrinni i reverzni signalizaci. Neni stale jasné, zda se
IL-15 v monocytech vyskytuje pouze samotny ukotven na membrané nebo zda i v komplexu
s IL-15Ra. Tato membranové vazand forma IL-15 se také vyskytuje u lidskych keratinocytd,

fibroblast a PC-3 bunék (lidskd buné&na linie karcinomu prostaty).*

Membranoveé vazany IL-15 po navazani solubilniho IL-15Ra nebo anti-IL-15 protilatky aktivu-
je nékolik downstream signalnich drah, jako je fosforylace ERK1/2 a p38, patfici do MAP ki-

nazové rodiny, a také indukci malé Rho rodiny GTPaz (Rac3).'® Aktivaci Rac3 skrz receptory



sprazené s G proteiny dojde k reorganizaci cytoskeletu a tim zvySené bunécné adhesi. Akti-
vaci ERK1/2 a p38 dochazi k zvysené produkci a sekreci prozanétlivych cytokint napft. IL-6, IL-

813

Obrazek 4. Membranoveé vazany IL-15 exprimovan na monocytech spousti po navazani na své receptorové
podjednotky, které jsou exprimovany na CD8" T burikdch nebo NK burikach, reverzni signalizaci. Pfevzato z
Sylvia Lee a Kim Margolin, Nature Reviews Immunology, 2006.

1.4 Transprezentace

Transprezentace je hlavni mechanismus plsobeni IL-15, kdy juxtakrinni signaliza¢ni drdha
zacina formaci IL-15/IL-15Ra komplexu a naslednou prezentaci IL-15 ve stabilnim, membra-
nové vazaném komplexu okolnim cilovym burikdm nesoucim na svém povrchu CD122/CD132
receptor. Napriklad monocyty, makrofagy a dendritické buriky exprimuji stabilni IL-15/IL-
15Ra komplex uz v endoplazmatickém retikulu a jsou schopné IL-15 prezentovat CD8" T, NKT
a NK burikdm, které nemusi exprimovat IL-15Ra pro schopnost utilizovat IL-15 signal.'” Takto
prezentovany IL-15 spousti pres CD122/CD132 receptor signalizac¢ni drahy aktivujici JAK1
asociované s CD122 a JAK3 asociované s CD132, ty nasledné fosforyluji STAT5 a/nebo STATS3,
které vedou k aktivaci proliferace a maturaci bunék.'” Dalsi signaliza¢ni drahy aktivované IL-
15 jsou struc¢né popsany nize.

Phosphatidylinositol 3-kinaza (PI-3K) je lokalizovan v cytoplazmé a sklada se z dvou podjed-

notek, p110 katalytické podjednotky a p58 regula¢ni podjednotky. Aktivace PI-3-K vede



k fosforylaci fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol-3-fosfat (PIP3), ktery se
véze na AKT. Tato interakce zptisobi fosforylaci ATK, &im# ji aktivuje.®

IL-15 dale aktivuje Ras/ Raf/MEK/mitogen-activated protein kinase (MAPK). Navazanim IL-15
na receptorové podjednotky dochazi k fosforylaci membrdnové vazaného G proteinu Ras,
ktery zprostredkovava kontakt Raf kindz s plazmatickou membranou. Raf kindzy fosforyluji
mitogen-activated protein kinase (MEK), coZ zplsobuje zvySeni jejich aktivity. ZvySena aktivi-
ta MEK kindz aktivuje extracellular signal-regulated kinase (ERK), kterd nasledné fosforyluje
p % kindzu, ktera aktivuje jaderné transkripéni faktory. Jednim z nich je jaderny faktor kB

(NF-kB), ktery reguluje bunéénou proliferaci a apoptézu.®
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Obrazek 5. Signalizacni drahy spousténé IL-15 po interakci s jeho receptorovymi podjednotkami. Prevzato z
R&D Systems, Inc, 2012.

IL-15 mUZe spoustét signalizaci také cisprezentaci, kdy dochazi k interakci IL-15 se signdlnim
komplexem CD122/CD132 na povrchu téZe buriky. Tento zplsob signalizace umoziuje flexi-
bilita C-konce ektodomény IL-15Ra, zprostfedkovana 32 aa dlouhym linkrem, a/nebo 74 aa
dlouhym PT regionem nachazejici se na C-konci IL-15Ra. Strukturdlni a biochemicka data
odhalily, Ze vysoce flexibilni vlastnosti linkeru a/nebo PT bohaté oblasti umozni prezentaci IL-
15 cis nebo trans, a také Ze orientace IL-15 a jeho receptorovych komponent na rozhrani

kvartérniho komplexu je stejna jak pfi trans tak pfi cisprezentaci. V souladu s timto modelem



béhem cisprezentace PT region slouzi k oddaleni vazebné sushi domény od membrany, tak
aby bylo IL-15 moZno prezentovat CD122/CD132 receptoru. Stejné tak jako musi byt sushi
doména oddalena od membrany b&hem transprezentace.’® Cis prezentace v porovnani

s transprezentaci vyvold rychlejsi, ale zato pfechodné;jsi odpovéd.*
5. Solubilni forma IL-15R«

Receptor IL-15a se vyskytuje také v solubilni formé (sIL-15Ra), kdy je uvolnén z IL-15Ra pozi-
tivnich bunék. Lidsky solubilni IL15-Ra (42kDa) je uvolfiovan odstépenim IL-15Ra

z bunécného povrchu, a to bud samotného nebo vazaného s IL-15 (Obrazek 6). V pripadé
vzniku IL-15/sIL-15Ra komplexu je odstfiZzeni zprostfedkovano pomoci TACE/ADAM17 pro-
teindazami. slL-15Ra vaze IL-15 se stejné vysokou afinitou jako membranova forma a vytvari
IL-15/sIL-15Ra komplexy, které mohou spoustét signalizaci IL-15Ra v komplexu s IL-15 vaz-

bou na CD122/CD132.%

Rekombinantni slL-15Ra v komplexu s IL-15 se chova jako silny IL-15 agonista, jelikoZ nese
vétsinu vazebné afinity pro IL-15. Komplex sIL-15Ra-sushi/IL-15 zvysuje biologickou aktivitu
IL-15 (proliferace, antiapopticky efekt) zvySenim afinity IL-15 k CD122/CD132
heterodimeru.’® P¥irozené se vyskytuijici sIL-15Ra-sushi domény jakoZto produkty alternativ-
niho sestfihu pfi expresi IL-15Ra genu (izoformy s chybéjicimi exony 3,4 a 5; které postradaji

transmembranové domény), jsou patrné zahrnuty v IL-15 signalizaci.20
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Obrazek 6. (A) IL-15Ra je od$tépen pomoci TACE/ADAM17 protedz spoleéné s IL-15 a IL-15/sIL-15Ra komplex je
navazan na trimerni ¢i dimerni IL-15R komplex. (B) sIL-15Ra se vaZe na transmembranovy IL-15 a aktivuje re-
verzni signaliza¢ni drahu,Prevzato z Bulfone-Paus et al., BioEssays, 2006.

6. Biologicka funkce IL-15/IL-15Ra

Role IL-15 ve vrozeném a adaptivnim imunitnim systému byla prokazana na IL-15Ra’/" a IL-
15/  mysich. Tyto mysi maji normalni délku Zivota, organovou histologii a normalni rozvoj
makrofagtl, B bunék, granulocytl a CD4" T bunék, u téchto mysi neni pozorovana zadna lym-
foproliferace a autoimunita. Na druhou stranu u téchto mysi bylo pozorovano snizeni celko-
vého mnozstvi CD8' T lymfocytd ve sleziné a lymfatickych uzlindch. Bylo také zjisténo, e
my3i postradaji populaci paméfovych CD8" T lymfocytd ( CD3*CD8*CD44"C122"), NK bunék
a NKT bunék a ddle populaci intraepitelidlnich T lymfocytd (IEL).

U IL-15 transgennich mysi bylo pozorovano zvySené mnozstvi NK, NKT bunék a cD44"cpg*

T lymfocytl a fyziologicka hladina CD4" lymfocytG (Tabulka 1). IL-15 transgenni mysi vykazuji

zlepSenou anti-bakterialni a protinddorovou imunitu, kterd vsak byla eliminovana po depleci

CD8"* T bunék. *
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Thymic cellularity

CD8™ T cells

IL-15"/" mice

Normal

Decreased (primarily CD44"
CD122M memory cells)

IL-15R2 /"~ mice
Deficiency in single-positive
CD8™ T cells

Decreased (primarily CD44™
CDi122M memory cells)

IL-15 transgenic mice
Increased

Increased (primarily CD44™
CD122" memory cells)

CD4" T cells Normal Normal Normal

B cells Normal Normal NA

NK cells Absent Absent Increased

NKT cells Decreased Decreased [ncreased

voT cells Decreased Decreased Increased

Response to infection Increased susceptibility ND [ncreased resistance
Response to tumor challenge ~ ND ND Increased survival

NA, wot applicable; ND, no data available.

Tabulka 1. Efekt zvySené exprese IL-15Ra/IL-15 na rlizné populace imunokompetentnich bunék a imunitni od-
povédi. Pfevzato z A Diab et al., Cytotherapy, 2005.

1.5 IL-15 a homeostaza pamétovych CD8* T bunék

IL-15 hraje daleZitou roli v udrzovani pamétovych CD8" T bunék a to primdarné pro regulaci
tzv. homeostatické proliferace. Pfitomnost IL-15 neni vyzadovana pro thymicky vyvoj CD8" T
lymfocytd, zatimco transprezentace IL-15 parenchymalnimi burikami a burikami kostni drené
se podili na homeostatickém udrzeni populace naivnich CD8" T lymfocytd.?! Pro udrzeni kon-
stantni populace CD8" T lymfocytd homeostatickou proliferaci je esencialni exprese CD122
podjednotky, kterd je regulovana dvéma T-box transkripcnimi faktory, T-bet a Eomes, jejichz
zvy3end exprese je indukovana v naivnich CD8" T lymfocytech po aktivaci a diferenciaci na
efektorové a pamétové CD8" T bur'1ky.22 Pamétové CD8" T buriky mohou exprimovat IL-15Ra
na svém povrchu a vazat rozpustny IL-15, coz aktivuje odlisSné signalni drahy oproti membra-
nové vazanému IL-15/IL-15Ra komplexu napf. kindzy z rodiny Src, Lck a Fyn, které nésledné akti-
vuji PI3K a MAPK signalni drahy. Signal zprostfedkovany membranové vazanym IL-15/IL-15Ra
komplexem pretrvava déle a je rozsahlejsi. Pravdépodobné je to zplisobeno rozdilnou pro-

storovou a ¢asovou distribuci kontaktu receptoru na povrchu buﬁky.23

1.6 VI1ivIL-15 na NK a NKT bunky

NK bunky, patfi do lymfoidni linie bunék imunitniho systému a jsou vyvojoveé blizsi T bufikam,
nez B bunkam Jsou schopné rychle rozpoznat a zabit nékteré nadorové a viry infikované
buniky. Nemaji na svém povrchu antigenné specifické receptory a rozeznavaji burky, které

maji na svém povrchu abnormalné malo MHC glykoprotient I.tridy.

12



Natural killer T (NKT) burky tvofi subpopulaci T lymfocytd. Nesou na svém povrchu molekuly
typické jak pro T lymfocyty, tak pro NK buriky. NKT buriky tak exprimuji TCR a nékteré typické
markery NK bunék jako naptiklad CD161 (NK1.1 u mysi). NKT buriky rozpozndvaiji glykolipido-

vé antigeny prezentované pomoci CD1d.

IL-15 je esencialni pro rozvoj, funkci a homeostazu NK a NKT bunék. Neaktivované NK bunky
konstitutivné exprimuji IL-15Ra a CD122/CD132.%*** Vysoka hladina exprese CD122/CD132
je nezbytnd pro rozpoznani a vazbu transprezentovaného IL-15. Pro homeostazu NK bunék je
IL-15 transprezentovano hlavné CD11c" dendritickymi burfikami, které také vyvolavaiji dife-
renciaci NK bunék regulaci aktivace a inhibice Ly-49 receptord. Absenci NK a NKT bunék m-
Zeme pozorovat u mysi deficientnich na IL-15, IL-15Ra a CD122/CD132, zatimco fenotypové
a funk&né normélni NK a NKT buriky se nachazeji u IL-2 a IL-7 deficientnich my3i.°Pro vyvoj
a maturaci NK a NKT bunék je dllezita exprese IL-15 a IL-15Ra parenchymdlnimi a hlavné
také hematopoetickymi burikami.

Exprese membranové vazanych komplex( IL-15/IL-15Ra je zvy$ena po stimulaci Toll-like re-
ceptord (TLR) na DC pomoci LPS gramnegativnich bakterii nebo syntetickym poly I:C. Mem-
branoveé vazané IL-15/IL-15Ra komplexy napomahaji aktivaci NK bunék in vivo i in vitro.
Aktivace NK bunék tedy zahrnuje pfimy mezibunécny kontakt DC a NK bunky pfi transpre-

zentaci IL-15.%

7. IL-15/IL-15Ra komplex jako superagonista IL-15

IL-15 navazany na svUj unikatni receptor IL-15Ra je transprezentovan T burikdm a NK buni-
kam, které exprimuji CD122/CD132, ¢imz se spousti signalni drahy. Solubilni IL-15 a IL-15Ra
je schopny vytvorit vysokoafinni heterodimerni komplexy, které jsou odstépené a uvolné-
né.”® Mechanismus ptisobeni téchto imunokomplex{ zahrnuje prezentaci IL-15 bunéénym
populacim CD8" T lymfocytd, NK a NKT buné&k. Komplexy IL-15/IL-15Ra maji podstatné vy3si
biologickou aktivitu nez samotny IL-15 jak in vitro, tak i in vivo, chovaji se jako IL-15 supera-
gonisté.”® Tyto komplexy jsou nyni déle modifikovéany, s cilem zvysit jejich biologickou aktivi-
tu a plsobeni na jednotlivé subtypy bunék. Nékolik takovych uz bylo navrzeno a
prozkoumano, charakteristika nékolika z nich je popséana nize.

Komplexy IL-15/1L-15Ra-Fc se skladaji z IL-15, extracelularni domény IL-15Ra a Fc ¢asti lid-
ského 1gG1 (Obrazek 7)
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Obrézek 7. Schéma struktury IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu, skladajiciho se z IL-15, IL-15R a a Fc regionu lidského
IgG1. Prevzato Sigrid Dubois et al, Journal of immunology, 2008.

Stejné jako Fc fragment z IgG1 mUze byt pouzit Fc fragment z lidského 1gG2 nebo 1gG3, pouze
konstrukt s Fc fragmentem z lidského 1gG4 nevykazuje zvySeni biologickou aktivitu oproti IL-
15/IL-15Ra.*®

Rubinstein et al. (2006) ve svych vysledcich dokazuji superagonistické pisobeni komplexu.
Mechanismus zvyseni biologické aktivity IL-15 pomoci IL-15Ra-Fc je zpUsoben konformacni
zménou IL-15, ktera zvysuje afinitu k CD122/CD132, ¢imz méni IL-15 v superantagonistu.

In vitro studie, provedené Rubensteinem et al. (2006) ukazaly silnou proliferaci pamétovych
CD8" T bunék a CD122" NK bunék po pridani mysiho sIL-15Ra/IL-15-Fc pfi nizké koncentraci
mysiho IL-15 (5 ng/ml), ale Zadnou proliferaci po pridani sIL-15Ra-Fc samotného. Bylo proka-
zano, Ze slL-15Ra/IL-15-Fc komplexy vedou ke zvysené proliferaci naivnich CD44"™" cD122""
CD8" T bunék pouze pfi vysoké koncentraci IL-15 (50ng/ml). Rubenstein et al. (2006) proved-
ly pokus i s monomernim fragmentem IL-15Ra, ktery neobsahuje Fc fragment z lidského 1gG1
a vysledky ukazaly minimalné stejnou in vitro ucinnost jako u dimerni formy. Dimerizace IL-
15 v daném IL-15Ra/IL-15-Fc komplexu se tudiz nepodili na zvyseni biologické aktivity IL-15.
Stejné vysledky jako u mysi byly pozorovany u lidskych IL-15/IL-15Ra komplexi].29

In vivo studie, provedené Rubensteinem et al. (2006) ukazaly zvySenou expanzi NK bunék

a pamétovych CD8" T bunék po podani preasociovanych IL-15Ra/IL-15-Fc komplexd. U pa-
métovych CD4" bunék nedoslo ke stimulaci proliferace pfi podani s IL-15-Fc/IL-15Ra, jelikoZ
exprimuji CD122 na nizéi hladiné nez pamétové CD8* T lymfocyty.? Stoklase et al. (2006)
ukazuji podobné vysledky a navic prokazali, Ze u B lymfocytl nedoslo k zddné imunitni odpo-
védi na IL-15 samotny & v komplexu.®! Poget NK a CD8" T bunék in vivo zavisi na transprezen-

taci IL-15 pomoci IL-15Ra. Bylo jednoznacné prokdzano, Ze in vivo proliferace cilovych
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motného.
8. Vyuziti IL-15Ra/IL-15 komplext vimunoterapii

IL-15-Fc/IL-15Ra IL- komplexy maji vyrazné vyssi biologickou aktivitu a vyhodnéjsi farmako-
logické vlastnosti v porovnani se samotnym IL-15. Prikladem muze byt aZ dvacetkrat delsi
polocas setrvani v séru, schopnost nahrazeni pfirozené transprezentace IL-15 a U¢inné navo-
zeni efektorovych funkci v cilovych burikach. Tyto vlastnosti pfedurcuji IL-15Ra/IL-15-Fc

komplexy k vyuziti v pfipadech, kde se jiz ukazuje pozitivni vliv aplikace IL-15.

1.7 LécbaHIV

IL-15 hraje dllezZitou roli v imunitni odpovédi béhem HIV infekce. HIV pacienti vykazuji de-
fektni produkci IL-15.* Vyznamnou roli p¥i kontrole HIV infekce hraji HIV-specifické CD8" T
lymfocyty, které vykazuji snizenou hladinu anti-apoptickych molekul Bcl-2 a Bcl-x, jejichz
funkci naopak zvy3uji komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc. HIV-specifické CD8" T lymfocyty jsou senzi-
tivni k FasL- indukované apoptdze a z tohoto divodu jsou zabijeny HIV-infikovanymi burika-
mi.*%IL-15 tuto FasL-indukovanou apoptézu u HIV-specifickych CD8" T bunék zna&né inhibuje
(Obrazek 8). In vitro studie prokazaly, Ze podani IL-15 u HIV infikovanych pacient(l zvysuje
aktivitu jejich neutrofilt a déle efektorové funkce a schopnost preziti NK buné&k. CD8" T lym-
focyty z HIV infikovanych pacient( po aplikaci IL-15 se podilely na vyznamném zlepsSeni anti

HIV- imunitni odpovédi, a to na rozdil od pacient(, kterym byla aplikovana IL-2 nebo IL-7.%3
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Obrazek 8. Role IL-15 v imunitni odpovédi béhem HIV infekce, pfevzato Claudio M. Mastroianniet al., Trends in
Immunology, 2004.

1.8 Transplantace kostni dréné

Opozidénd rekonstituce imunitniho systému je pozorovana po transplantaci hematopoetic-
kych kmenovych bunék kostni dfrené (HSCT) od ddrce a je asociovana s vyssim rizikem opor-
tunistickych infekci. Tyto infekce maji na vysledek transplantace vétsi vliv, nez napriklad
recidiva chronické myelogenni leukémie u pacientd, ktefi prodélali allogenni HSCT od nepfi-
buzného donora.** Studie provedené Katsanis et al. (1996) prokazaly, Ze IL-15 zvySuje pocet
T bunék a jejich cytolytickou aktivitu v syngennim mysim HSCT modelu, a dale také protina-
dorovou aktivitu u mysi nesouci nador po syngenni HSCT. Post-transplantaéni podani IL-15
ukazalo snizeni apoptdzy CD8* T lymfocytd, diky zvy$ené expresy Bcl-2 proteinu. Post-
transplantaéni poddni IL-15 ukdazalo signifikantni zvy3eni po&tu donorovych CD8" T lymfocy-
td, NK a NKT bunék u pfijemct po alogenni HSCT. Hlavni komplikaci alogenni HSCT je reakce
Stépu proti hostiteli (Graft-versus-host disease; GvHD), ktera nebyla zhorSena podanim IL-15
v recipientech T- depletovanych HSCT. 3 Tyto vysledky poukazuji na potencidlni vyuziti IL-
15/IL-Ra-Fc komplextd i komplext v procesu HSCT, kde zlep3uji pocet a aktivitu T a NK bunék

a nezhorsuji GvHD.
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1.9 Nadorova onemocnéni

NejdlleZit&j$i efektorové bufiky v protinddorové imunité jsou cytotoxické CD8* a NK buriky,
které mohou pfimo zabijet nddorové buriky. IL-15 ma pozitivni efekt na CD8" a NK buriky

a zaroven ochranuje T bunky pred AICD zpusobenou Fas-FasL interakci mediovanou apopté-

zu T bunék.

In vitro studie dokazaly, Ze IL-15 podporuje expanzi a prezivani T a NK bunék. IL-15 také zvy-
Suje expanzi EBV-specifickych CTL a proliferaci a in vitro protinadorovou aktivitu perifernich
y8 T lymfocytd, izolovanych z pacient trpicich glioblastomy.* Studie na mysich modelech,
které porovnavaly Géinky IL-2 a IL-15 na expanzi nadorové specifickych CD8" T lymfocytd,
ukazuji rozdily mezi plsobenim téchto dvou cytokinl. Buriky expandované v pritomnosti IL-2
vykazovaly efektorovy pamétovy fenotyp a produkovaly IFN-y a IL-10, avsak nikoliv IL-2. Na-
opak buriky v pfitomnosti IL-15 ziskaly fenotyp centralnich pamétovych T lymfocytl, produ-
kovaly IFN-y a IL-2, ale ne IL-10; tyto buriky také po pfeneseni do mysi nesoucich nador
zpomalily riist nadoru a prodlouZily jejich preziti.*®

Munger et al. (1995) ukazali potlaceni metastatického procesu u nddorového modelu karci-
nomu plic MCA-205 po aplikaci IL-15. V dalSi studii aplikace IL-15 vedla k inhibici rlistu nado-
ru u mysi s rhabdomyosarkomem. Podani IL-15 podpofilo prezivani adoptivné pfenesenych
nadorové specifickych CTL, na rozdil od podani IL-2 ve stejném modelu.*” Podle typu nadoru
je protinadorova imunita indukovana aplikaci IL-15 zprostfedkovana CD8" T lymfocyty a NK

burikami, nebo jen jednou z téchto uvedenych populaci.®®
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Obrazek 9. Protinddorova aktivita IL-15 a schopnost IL-15 aktivovat protinddorové mechanizmy imunitniho
systému, z nichZ je nejpodstatnéjsi aktivace CD8+ T lymfocytl a NK bunék. M. Jakobisiak et al., Cytokine and
Growth Factor Reviews, 2011.

1.10 IL-15 jako adjuvants
IL-15 je zvysuje efektivitu bunécné i humoralni imunitni odpovédi na infekéni patogeny. Stu-

die na preklinickych mysich modelech ukazaly, Ze soucasné podavani experimentalnich vak-
cin HIV a IL-15 vede ke zlep$eni CD8" T lymfocytarni odpovédi, které obsahuji env a gag

proteiny. Podani vakcin s IL-15 ma prokazatelné dlouhodobéjsi vliv na bunky imunitniho sys-
tému v porovnani s IL-2.395tejné vysledky byly ziskany pfi imunizaci proti tetanovému toxoi-

du, herpes viru a hepatitidé typu B.*
9. Zavér

Interleukin 15 je pleiotropni cytokin, ktery hraje dlleZitou roli ve vrozené ale i adaptivni
imunité. Je konstitutivné exprimovan mnoha bunéénymi typy a to pfedevsim monocyty,
makrofagy a dendritickymi burikami. Biologicka aktivita IL-15 je zajiSténa navazanim IL-15 na
receptorovou podjednotku IL-15Ra s kterou vytvari IL-15/IL-15Ra komplex. Tyto komplexy
jsou exprimovany na povrchu vyse zminénych bunék a transprezentovany CD8" T bufikam,
NK a NKT burikam, u kterych spousti signalizaéni drahy vedouci k proliferaci a zesileni efekto-

rovych funkci téchto bunék. IL-15 hraje dleZitou roli v udrzeni pamétovych CD8* T lymfocy-
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tl a je duleZity pro rozvoj, funkci a homeostdzu NK a NKT bunék. Plsobeni IL-15 a IL-15Ra
ma vyznamny terapeuticky efekt a to zejména pfi lé¢bé nadorovych onemocnéni, HSTC,
|écba HIV a pti vakcinaci. Pravé pro zesileni IL-15 ucink( in vitro a predevsim in vivo, se uka-
zaly jako velmi potentni solubilni rekombinantni IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, které plsobi
jako IL-15 superagonista. Jednou z vyhod téchto solubilnich IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd je to,
Ze pusobi nejen lokalné, ale i parakrinné ¢i endokrinné a soucasné ovliviuji podstatu a/nebo
délku trvani signalnich procest a dostupnost IL-15. IL-15/IL-15Ra komplexy jsou dale modifi-
kovany, ¢imz je dosazeno jejich vyssi aktivity a lepSich vlastnosti pfi plisobeni v imunitnim
systému. Pozorované ucinky na jednotlivé populace bunék predeterminuji tyto komplexy pro
budouci uplatnéni napft. v posileni imunitnich odpovédi a podpore obnoveni imunitniho sys-
tému. V budoucnu bude zajimavé vyuziti téchto modifikovanych IL-15/IL-15Ra komplexu

v fadé klinickych aplikaci, kde se uz prokazala pozitivni aplikace IL-15.

10. Seznam zkratek

Aa aminokyselina

AICD aktivaci-indukovana bunééna smrt

APC antigen prezentujici buriky

Bcl-2 anti apopticky protein

CTL cytotoxické T lymfocyty

DC dendritické buriky

EBV Epstein-Barrové virus

EPO erithropoetin

ERK extracellular signal-regulated kinase

Fc Fc fragment protilatky (obsahujici 2x(CH2 +CH3))
G-CSF faktor stimulujici rast granulocytt

GM-CSF faktor stimulujici rast granulocytt a makrofagl
GvHD Graft-versus-host disease

HSCT hematopoetické buriky kostni dfené

IEL intraepitelidlni T lymfocyty

IFN y interferon gama

IL interleukin

kDa kilodalton
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LPS
MAPK
NF-xB
NK
NKT
PC-3
PIP2
PIP3
P1-3K
Rac3
RTK
TNFa

lipopolysacharidy
mitogen-activated protein kinaza
jaderny faktor kB

pfirozeni zabijeci

subpopulace T-lymfocytl s vlastnostmi T i NK bunék
lidska bunécna linie nddoru prostaty
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
fosfatidylinositol-3-fosfat
Phosphatidylinositol 3-kinaza

maly G-protein z Ras superrodiny
receptorova tyrosin kindza

nadory nekrotizujici faktor a
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