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Abstrakt

Interleukin-2 patfi spolu s interleukiny 4, 7, 9, 15 a 21 do rodiny y. cytokind, ktera funguje
v organismu jako hlavni regulator homeostazy a funkce lymfocytt. Tyto cytokiny maji schopnost
indukovat a podporovat proliferaci a prezivani lymfocytd, ¢imz vyznamné ovliviiuji hlavné
adaptivni imunitni odpovéd. Interleukin-2 (IL-2) je produkovan prevaziné aktivovanymi T
buiikami a ptlisobi jak autokrinng, tak parakrinné. Kupodivu lze jeho aktivitu zvysit vytvorenim
komplexu surcitymi anti-IL-2 monoklonalnimi protildtkami. Takové IL-2/anti-IL-2 mAb
imunokomplexy selektivné stimuluji proliferaci riiznych populaci imunitnich bunék, v zavislosti
na pouzitém typu anti-IL-2 mAbs. Imunokomplexy IL-2/S4B6 jsou vysoce stimulacni pro
CD122tigh populace (pamétové CD8+ T bunky a NK buriky) a o néco méné i pro CD25+* populace
(Treg a aktivované T burky), zatimco IL-2/JES6-1 imunokomplexy aktivuji vyhradné CD25+
buniky. Tato protilatkami zplsobena vyssi ucCinnost a selektivita plsobeni IL-2 miiZze mit
vyznamny potencidl v terapeutickém vyuziti a to jak vimunoterapii nadord, tak
i v autoimunitnich onemocnénich, vakcinaci nebo transplantologii.

Klicova slova
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Abstract

IL-2 belongs to the family of y. cytokines (IL-2, 4, 7, 9, 15, and 21) which are key regulators of
lymphocyte homeostasis and function. They have the potential to promote lymphocyte prolifera-
tion and survival and thus overall enhance dominantly adaptive immune response. [L-2 is an au-
tocrine/paracrine soluble factor produced mainly by activated T cells. Interestingly, the in vivo
biological activity of IL-2 can be dramatically increased through complexing with certain
anti-1L-2 mAbs and such IL-2/anti-IL-2 mAbs immunocomplexes selectively stimulate prolifera-
tion of distinct population of immune cells, depending on the clone of anti-IL-2 mAb used.
IL-2/S4B6 mAb immunocomplexes are highly stimulatory for CD122high populations (memory
CD8* T and NK cells) and intermediately also for CD25+ populations (Treg and activated T cells),
while IL-2/JES6-1 mAb immunocomplexes enormously expand solely CD25* cells. Thus, IL-2
immunocomplexes possess a broad spectrum of potential therapeutic applications like tumor
immunotherapy, vaccination, autoimmune diseases or transplantology.
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Seznam pouzitych zkratek

AICD activation-induced cell death

AIDS acquired immunodeficiency syndrome

APC antigen presenting cell

Blimp-1 B lymphocyte-induced maturation protein-1
CIA collagen-induced arthritis

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis
EAMG experimental autoimmune myasthemia gravis
FasL Fas ligand

FDA Food and Drug Administration

HPMA N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid

IFN interferon

IL interleukine

IL-R receptor pro interleukin

Jak Janus kinase

KLRG1 killer-cell lectin like receptor G1

mAb monoclonal antibody

MAPK mitogen-activated protein kinase

MHC major histocompability complex

MHV mouse hepatitis virus

NK natural killer

NOD non-obese diabetic



PI3K

Stat5

TCGF

TCR

Tw

TNF

Treg

phosphatidylinositol- 3-kinase

signal transducer and activator of transcription 5
T cell growth factor

T cell receptor

T helper

tumor necrosis factor

T regulatory



I. Uvod

Imunitni systém je souborem mnoha typl bunék, mimobunécnych struktur a molekul. Pro zajis-
téni jeho funkce je nutna schopnost komunikace mezi butikami. Aby systém fungoval spolehlivé,
musi byt komunikace presna a specificka. Z toho diivodu nachazime v imunitnim systému obrov-
ské mnoZstvi signalnich molekul, at uZ membranové vazanych, nebo rozpustnych. Jednou ze sku-
pin téchto prenasectl zprav jsou cytokiny. Jedna se o malé signalni glykoproteiny, které jsou pro-
dukovany butikami imunitniho systému (lymfocyty, makrofagy, Zirnymi butikami, NK butikami,
aj.), ale také napriklad endotelidlnimi butikami, fibroblasty nebo stromalnimi butikami. Mohou byt
rozpustné i membranoveé vazané s parakrinni i autokrinni funkci. V této praci bych se zamérila na
interleukin-2 (IL-2), coz je cytokin, ktery byl objeven jako riistovy faktor pro T burky. IL-2 vSak
ma v imunitnim systému vice roli - stimuluje T bunky a NK buiiky k riistu a proliferaci, zajiStuje
tvorbu a homeostazu Treg bunék a pomaha pfi sensitizaci T bunék k apoptoze po sekundarnim
rozpoznani antigenu (AICD - activation-induced cell death). Diky svym stimula¢nim tG¢inkiim je
pouzivan pro lé¢bu nadord, konkrétné rakoviny ledvin a kiize. Ma vsak jen omezeny ui¢inek a navic

znacnou toxicitu, takze se vyuziva spise okrajove.

Boyman et al. pfi zkoumani aktivity pamétovych CD8* T buneék zjistili, Ze anti-IL-2 protilatka
in vivo nezpulsobuje neutralizaci IL-2, ale naopak zesiluje jeho aktivitu. Toto zjiSténi bylo ponékud
prekvapujici, protoze bylo znamo, Ze in vitro tyto protilatky IL-2 neutralizuji a tim rusi jeho uc¢inek
(1). Toto poznani vedlo k dalsimu vyzkumu funkce a struktury imunokomplexi IL-2. Velky zajem
o tyto imunokomplexy je zptisoben jejich potencialem pro vyuziti v 1é¢bé nadorid nebo autoimu-
nitnich nemoci. Tato prace ma poskytnout prehled jednotlivych typ znamych IL-2 imunokom-
plexi a jejich funkce v organismu, vysvétleni mechanismu ptisobeni téchto imunokomplexti na

rizné typy bunék a také nastinéni mozného terapeutického vyuziti.



Il. Cile prace

[.  Prehledné shrnout vlastnosti, biologickou aktivitu a mechanismy tc¢inku imunokomplext
IL-2/S4B6 a IL-2/JES6-1.
II.  Diskutovat mozné terapeutické vyuziti téchto IL-2 imunokomplexi a uvést, v jakych expe-

rimentalnich modelech byly doposud testovany a s jakymi vysledky.

lll. Interleukin-2

Interleukin-2 je jednim z cytokind, skupiny malych glykoproteint (Obr. 1), které maji vimunitnim
systému signalizacni a regulacni funkci. IL-2 patii mezi cytokiny typu I a do rodiny y. cytokint
(spolu s IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21). M4 v imunitnim systému Fadu funkci, od aktivace bunék
pres udrzovani homeostazy aZ po regulaci imunitni odpovédi. Jeho primarni funkce spociva pre-
devsim v regulaci adaptivni imunitni odpovédi. Objeven byl v roce 1976 jako riistovy faktor T bu-

nék (T cell growth factor TCGF) (2). Lidsky IL-2 byl poprvé izolovan a purifikovan v roce 1982 (3).
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Obr. 1 Struktura lidského IL-2. Pfrevzato a upraveno podle Arkin et al. (4).
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IL-2 je produkovan hlavné aktivovanymi CD4* T bunikami v sekundarnich lymfoidnich organech,

a také aktivovanymi CD8* T burikami, dale pak v naprosto minimalni mitre natural killer (NK) buii-

kami, natural killer T (NKT) bunikami a dendritickymi buiikami (5-7).

IL-2 zastava v organismu rtizné funkce, které se mohou jevit i jako protichtidné. Objeven byl jako
rastovy faktor pro T bunKky (8), coz je také jeho hlavni funkce. Stimuluje aktivované CD4*
a CD8* T buriky, NK buiiky a dale také aktivované B burniky k ristu a diferenciaci (9-11). Naopak
zabranuje vyvoji Ty17 bunék a produkci IL-17 (12). Mezi jeho dalsi funkce patii indukce tvorby
CD4* CD25* Foxp3* Treg bunék a také zajiSténi jejich homeostazy (13). Tyto buriky brani v auto-
reaktivni aktivité téch T bunék, které unikly negativni selekci v thymu (14). IL-2 je také zasadni
pro regulacni aktivitu Treg bunék, bez IL-2 nejsou tyto buiiky schopné potlacit aktivitu autoreak-
tivnich T bunék. K nejvyznamnéjsim mechanismiim této suprese patii kompetice o IL-2 s autore-
aktivnimi T bunkami (15). Pfi nedostatku IL-2 nebo jeho tiplném odstranéni z organismu dochazi
v pokusnych mysich k tézkym autoimunitnim onemocnénim, a ne k imunodeficienci, jak se pi-
vodné predpokladalo (16, 17). Dalsi dilezitou ulohou IL-2 je senzitizace T bunék k apoptéze
(AICD - activated-induced cell death) v piipadé, Ze jsou podruhé aktivovany antigenem pi'es TCR
receptor nebo chybi kostimulace pres CD28. T bunky exprimuji Fas receptor neboli tzv. ,death
receptor a za pritomnosti IL-2 za¢nou exprimovat i FasL, ktery se na Fas receptor navaze a spusti
tak apoptdzu bunky. Tato senzitizace k apoptodze je dlileZitou soucasti udrzovani tolerance k vlast-
nim antigentim (18). Negativni selekce T bunék pii vyvoji v thymu vsak i bez pritomnosti IL-2

probiha normalné (13).

IV.IL-2 receptor

Vysoko afinni IL-2 receptor se sklada ze tii fetézci, IL-2Ra (p55, CD25), IL-2Rf (p75, CD122),
a IL-2Ry (p65, CD132) (11, 19, 20). IL-2Rp a IL-2Ry podjednotky jsou piitomny konstitutivné na
klidovych lymfocytech (21, 22), IL-2Ra je oproti tomu na lymfocytech exprimovan pouze po jejich

stimulaci (11, 19, 23). Podjednotka IL-2Ry je spole¢na pro receptory IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21,



zatimco IL-2RB (CD122) je stejny jen s receptorem pro IL-15 (24). Receptor slozeny z IL-2R[3 a
IL-2Ry podjednotek je pro IL-2 stiedné afinni (K¢ ~ 10-9 M), avSak pfi spojeni s IL-2Ra se receptor
stava vysoko afinnim (Kq ~ 10711 M) (25-28), takze IL-2Ra reguluje citlivost aktivovanych lymfo-
cytl na IL-2. Samotna podjednotka IL-2Ra je pro IL-2 nizko afinni (Kq ~ 10-8 M) a neni schopna
signalizace (27). Pritomnost IL-2Ra je typickym znakem populace CD4* Treg bunék v thymu a v
perifernich lymfoidnich organech. Aktivované CD4+ a CD8* T buiiky exprimuji IL-2Ra jen pre-

chodné, zatimco na Treg burikach je exprimovan konstantné (29).

Prenos signalu z IL-2R do jadra buiiky probihd pies nékolik drah, avSak klicova je aktivace
transkripéniho faktoru Stat5. Navazanim IL-2 na receptor dochazi k fosforylaci kinazy Jak1 na IL-
2RB podjednotce a Jak3 na IL-2Ry podjednotce. Fosforylace vede k navazani adaptorového
proteinu Shc a k nasledné fosforylaci Stat5, ktery dimerizuje, vstupuje do jddra buiiky a spousti
expresi geni zajiStujicich bunécny rist, proliferaci a specifické efektorové funkce. Vazba adaptoru
Shc dale umoziiuje aktivaci MAPK (mitogen-activated protein kinase) a PI3K
(phosphoinositide-3 kinase) drahy (Obr.2) (27). Pri produkci IL-2 se uplatniuje klasicka negativni
zpétna vazba. Je-li naivni T burika aktivovana, spousti produkci IL-2 a expresi IL-2Ra. Produkce
IL-2 je vSak jen prechodnd, protoze vazba IL-2 na IL-2R aktivuje také transkrip¢ni represor

Blimp-1, ktery potlacuje expresi genu pro IL-2 (30, 31).

Huse et al. ve své praci pozorovali, Ze pfi kontaktu CD4* T buiiky s APC (antigen-prezentujici buni-
kou) dochazi ke smérované sekreci IL-2 a IFNy smérem k APC, do tzv. imunologické synapse, za-
timco nékteré ostatni cytokiny a chemokiny (TNF a CCL3) jsou sekretovany vSemi sméry. Mnoz-

stvi takto sekretovanych cytokin vSak nebylo definovano (32).
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Obr. 2 Schéma signaliza¢ni drahy IL-2R. Kinazy Jak1 a Jak3 na cytoplasmatickych ¢astech IL-2R, respektive
IL-2Ry, se fosforyluji a umoznuji navazani adaptorového proteinu Shc. Tento adaptor umoznuje jak fosfo-
rylaci transkripénfho faktoru Stat5, tak i spuSténi MAPK a PI3K drahy. Prevzato a upraveno podle
Lan etal. (33).

1. IL-2 a imunoterapie

IL-2 se pro své stimula¢ni uc¢inky na T bunky zacal pouZzivat pri lé¢bé nadort uz v roce 1984 (34).
Byl schvalen organizaci FDA (U.S. Food and Drug Administration) jako prostredek k 1é¢bé rako-
viny ledvin a v roce 1998 i malignich melanom1i (35). Byl testovan i u pacientt s AIDS, jeho apli-
kace béhem antiretroviralni terapie vedla k expanzi naivnich (CD45R0- CD27+) a pamétovych
(CD45RO0O* CD27*) CD4* T buneék, ale u efektorovych (CD45R0* CD27-) CD4* T bunék doslo ke
sniZeni jejich poctu. Tento pokles byl nejspiSe zpiisoben vyssi aktivitou Treg bunék (36). Jiny pri-
stup byl zaujat v pripadé nékterych leukemii, transplantaci nebo autoimunitnich chorob, kde byla

uplatnéna snaha zablokovat IL-2 signal. K tomu ucelu byla vyuzita protilatka proti lidskému



IL-2Ra, tzv. daclizumab, kterd byla organizaci FDA schvalena jako prostiedek pro potlaceni re-

jekce renalnich transplantati (37).

Samotny IL-2 ma vsSak jako 1éCivo Cetné nevyhody, zejména kratky polocas cirkulace v obéhu
(v fadu minut) a vyrazné toxické vedlejsi acinky, vedouci k ¢astecné dysfunkci jater a tzv. vascular
leak syndromu, ktery zpiisobuje Zivot-ohroZujici otok plic. Tato reakce v plicich na podani IL-2 je
zplisobena endotelidlnimi buiikami exprimujicimi CD25 (38). IL-2 tyto buiiky stimuluje Kk pro-
dukci NO a jinych prozanétlivych mediatord, které zvysi permeabilitu cévni stény, jejimz nasled-
kem je plicni edém (38-41). Mezi dal$i nezanedbatelné vedlejsi ticinky patii vysoka horecka, zim-
nice, zazivaci problémy, sniZeny krevni tlak, otoky organd, oligurie, arytmie srdce, kozni vyrazky

aj. (42- 45).

Existuje nékolik postupt, jak Gc¢innost podavaného IL-2 zvysit. Jeden z nich je zaloZen na genové
terapii, kdy se nddorové buriky upravi tak, aby samy produkovaly IL-2 (46). Dal$i moZnosti je po-
uziti tzv. imunocytokinu, fizniho proteinu vytvotfeného z IL-2 a monoklonalni protilatky proti na-
dorovym bunkam, coz zptlisobuje jeho del$i Zivotnost a icinek piredevsim v tésné blizkosti nado-
rovych bunék (47). DelSiho polocasu IL-2 v obéhu se da docilit také vazbou na polymerni nosic,
tfeba na polyethylenglykol, albumin nebo IgG (48-50). Prikladem je také navazani IL-2 na poly-
merni nosic¢ N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA), coZ rovnéz znacné prodluzuje polocas
cirkulace IL-2 v obéhu a zvySuje tak biologickou aktivitu (51). Ani jeden z téchto postupi vsak
neni dostatecné ucinny, a proto jsou intenzivné zkoumany vlastnosti imunokomplext
IL-2/anti-IL-2 mAb, které se zdaji byt pro terapii nadord a dalsich, nejcastéji autoimunitnich, ne-

moci mnohem vhodnéjsi a predevSim Gc¢inné;jsi.

V. Imunokomplexy IL-2: S4B6 versus JES6-1 mAb

Pfi snaze o neutralizaci IL-2 se prislo na to, Ze ma IL-2 vyssi in vivo biologickou aktivitu v imuno-

komplexu s anti-IL-2 monoklonalni protilatkou v porovnani se samotnym IL-2. Toto zjisténi bylo



prekvapivé vzhledem k tomu, Ze ta samé protilatka proti IL-2 sniZuje jeho biologickou aktivitu
in vitro. In vivo dokaZou tyto imunokomplexy vysoce stimulovat expanzi aktivovanych naivnich
CD8* T bunék, po aplikaci Sesti davek (1,5 pg IL-2/myS/den) jsou schopny vyvolat aZ pétiset-na-
sobny nartst poctu aktivovanych CD8* T bunék béhem jednoho tydne po aktivaci (52). Pravdépo-
IL-2/anti-IL-2 mAb imunokomplexi je vyrazné prodlouzeny polocas eliminace IL-2 v krevnim
obéhu (52). Bylo také prokazano, Ze imunokomplexy IL-2 /anti-IL-2 mAb silné stimuluji proliferaci
specifickych populaci imunokompetentnich bunék v zavislosti na tom, jaka protilatka je pouzita
(53, 54). Existuji dva zakladni typy protilatek a vysledné imunokomplexy maji vyrazné odliSnou

biologickou aktivitu.

2. Selektivita IL-2 imunokomplext: interakce IL-2/54B6 a IL-2/JES6-1 s IL-2 receptorem

Pro vytvoreni uc¢inného imunokomplexu s mysSim IL-2 se pouzivaji dvé odliSné protilatky, a to
S4B6 a JES6-1 mAb. Témér stejnou biologickou aktivitu jako S4B6 vykazuji i komplexy s protilat-
kou JES6-5 (anti-mysi IL-2), analogicky pak protilatka MAB502 v komplexu s lidskym IL-2. Proti-

latce JES6-1 tvoii funkcéné analogické IL-2 komplexy protilatka 5344 (1, 55).

Imunokomplexy IL-2/JES6-1 stimuluji proliferaci CD25highbunék, tzn. hlavné Treg bunék, zatimco
IL-2/S4B6 stimuluji proliferaci vSech CD122* bunék, hlavné pamétovych CD8* T bunék a NK bu-
nék (Obr. 3) (1). V porovnani s aplikaci samotného IL-2 se pii pokusech na mysich po injekci imu-
nokomplext IL-2/JES6-1 pocet IL-2Rahigh Treg bunék vyznamné zvySuje (v zavislosti na davce),
zatimco po injekci imunokomplext IL-2 /S4B6 se dramaticky zvysuje pocet IL-2Ralow pamétovych

CD8* T bun&k (CD3* CD8* CD44high CD122Mish) a také NK bunék (CD3-NK1.1* DX5*) (52, 54).
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Obr. 3 Dva nejcastéjsi typy protilatek pro tvorbu IL-2 imunokomplext: S4B6 a JES6-1. Nahote: imunokom-
plex IL-2/JES6-1 interaguje s vysoko afinnim IL-2Rafy pricemz protilatka JES6-1 z imunokomplexu diso-
ciuje a na IL-2R se vaZe jen IL-2. Na tyto komplexy tudiz prevazné reaguji Treg buiiky, protoZe na svém
povrchu exprimuji vysoké hladiny CD25. Dole: imunokomplexy IL-2/S4B6 se vazi na stfedné afinni IL-2RBy
a stimuluji tak CD122high buriky. Pfevzato a upraveno podle Spangler et al. (54).

3. Mechanismy potenciace biologické aktivity IL-2 pomoci anti-IL-2 mAb in vivo

3.1. Biologicka aktivita IL-2/S4B6
Biologicka aktivita imunokomplexi IL-2 s protilatkou S4B6 je zkoumana i vzhledem k jeji vyssi
ucinnosti pii imunoterapii nadord oproti samotnému IL-2. In vitro tato protilatka IL-2 ¢astecné
neutralizuje, avsak in vivo biologickou aktivitu IL-2 vyrazné zvySuje. Pfi podani samotné S4B6
protilatky dojde k mirné expanzi CD122high bunék (nejvice CD8* T bunék) a naopak k redukci
CD25* CD4* Treg bunék (56). Protilatka S4B6 se v organismu vaZe na volny IL-2, ¢imzZ zabrani jeho

vazbé na CD25 a zpisobi tak redukci poctu Treg bunék (1). Protilatka S4B6 vaze mysi [L-2 v misté



rozpoznani IL-2Ra podjednotkou (Obr. 4), ¢imz je zablokovana interakce IL-2 s IL-2Ra. Kromé
toho zpiisobuje i posun v C helixu navazaného IL-2, ¢cimz méni jeho strukturu. Tyto allosterické
zmény vedou k vyssi afinité k IL-2Rf (IL-2Rf vaze imunokomplex IL-2/S4B6 az 6x silnéji nez sa-
motny IL-2). Blokace vazby na IL-2Ra a zaroven zvySeni afinity vazby na IL-2R[3 vede k tomu, Ze
IL-2/S4B6 signalizuje pres stfedné afinni IL-2RBy a tak spousti proliferaci T a NK bunék, které
exprimuji IL-2RB a IL-2Ry (54). To také vysvétluje, proc¢ tyto imunokomplexy piisobi na jiz exis-
tujici CD122hish buriky, a ne na CD122!w prekurzory. U pamétovych CD8* T bunék a NK bunék je
nariist poctu tak vyrazny, Ze dochazi k markantnimu zvétSeni sleziny a lymfatickych uzlin
(Obr. 5) (1). Takto expandované buriky jsou navic plné funk¢ni, nejsou defektni v produkci cy-

tokini a vytvari stabilni populaci pamétovych CD8* T bunék (52, 57, 58).

Imunokomplexy IL-2/S4B6 jsou schopné stimulovat dokonce i naivni CD8* T buriky. Takto expan-
dované buiiky vytvari populaci efektorovych a pamétovych CD8+ T buneék, ale nejsou plné funkéni

v produkci cytokini a v dlouhodobém prezivani (59).

Expanze pamétovych CD8* T bunék by mohla byt vyhodna pro zvyseni efektivity vakcinace.
Smith et al. proto na mysich zkoumali moznost aplikace 1L-2/S4B6 imunokomplex@ v navaznosti
na vakcinaci adenovirovym vektorem koédujicim epitopy viru Epstein-Barrové. Imunokomplexy
byly schopné pamétové CD8* T bunky expandovat, avsak jen pokud byly aplikovany az ve dnech
7,9,a 11 nebo 28, 30, a 32 po vakcinaci (1,5 pg IL-2/mysS/den). Aplikace imunokomplext ve dnech
3, 5 a 7 tuto expanzi nezpisobila, nejspi$ proto, Ze aktivované CD8* T bunky exprimuji vysoko
afinni IL-2Rafy, ktery neni schopny vazat imunokomplexy IL-2/S4B6, a jesté stale ale nejsou

CD122high (60).

CD8* T buiiky stimulované imunokomplexy IL-2/S4B6 se nachazeji v lymfoidnich i ostatnich tka-
nich (slezina, lymfatické uzliny, kostni dien, plice a jatra) (61). Kromé CD122hish bunék expan-
duji imunokomplexy IL-2/S4B6 také granulocyty a makrofagy, i kdyz v daleko mensi mire nez

T nebo NK buriky (62).



Kromé enormniho zvySeni polocasu cirkulace v obéhu a specifické vazby na IL-2RBy je moZné, Ze
imunokomplexy IL-2/S4B6 plisobi na CD8* T buriky ¢astecné také zprostiedkovang, a to pomoci
indukce exprese 4-1BBL. Signalizace pres 4-1BB/4-1BBL vede ke zvySeni hladiny antiapopto-

tickych molekul Bcl-xL a Bfl-1, coZ miiZe vést ke zvySeni poctu CD8* T bunék (63, 64).

Podani imunokomplexi IL-2/S4B6 nema dlouhodoby ucinek, pokud neni opakované (60). Ex-
panze CD8* T a NK bunék je piimo iumérna davkam IL-2/S4B6 (52), ale prilis vysoké davky (vice

nez 2,5 mg/kg) jsou znacné toxické (65).

Imunokomplexy IL-2/S4B6 jsou intenzivné zkoumany z divodu mozného vyuziti vimunoterapii
nadort. Protinadorova aktivita IL-2 /S4B6 je v zavislosti na daném experimentalnim modelu me-

diovana bud’ NK butikami, nebo CD8* T buiikami. CD4* T buiiky ani dendritické buiiky v tomto

pripadé nehraji zasadni roli (52, 57).
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Obr. 4 Struktura a interakce IL-2 /anti-IL-2 komplext s IL-2R. (A) Kvartérni komplex lidského IL-2 (rizova)
s IL-2Ra (svétle modra), IL-2RpB (tmavé modra) a IL-2Ry (zluta). (B) Vazba imunokomplext IL-2/JES6-1
aIL-2/S4B6 na IL-2Ra. IL-2 vazany na JES-6 je tmavé Sedy, IL-2 vazany na S4B6 je svétle Sedy. Jsou zde
znazornény povrchové struktury vzdy dvou domén: JES6-1 variabilni tézky (VH; modra) a lehky (VL; fia-
lova) fetézec a S4B6 variabilni tézky (VH; oranzova) a lehky (VL; zelend) retézec. (C) Pohled na JES6-1/IL-2
(tmavé Seda) a S4B6/IL-2 (svétle Seda) komplex s predpokladanymi vazebnymi epitopy IL-2Ra (azurova),
IL-2RB (tmavé modra), IL-2Ry (Zluta), JES6-1 (modrd) a S4B6 (oranzova). Rezidua sdilena mezi
IL-2/anti-IL-2 mAb a IL-2/IL-2Ra, IL-2 /IL-2R a IL-2/IL-2Ry jsou vyznacena Cervené. Pfevzato a upraveno
podle Spangler et al. (54).
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Obr. 5 Vyrazna a specificka expanze pamétovych CD8* T bunék in vivo nasledujici po aplikaci IL-2/S4B6
vede k nartistu poctu bunék a ke zvétSeni sleziny a lymfatickych uzlin (vpravo organy po aplikaci IL-2/S4B6,
vlevo kontroly). Pfevzato a upraveno podle Boymana et al. (1).

3.2. Potencial imunokomplexu IL-2/S4B6 pro terapeutické pouziti
Imunokomplexy IL-2/S4B6 maji slibny potencial pro nddorovou imunoterapii, a to jak u solidnich
nadord, tak leukemii. Samotny IL-2 ma jen omezeny Ui¢inek na progresi nadori a prezivani expe-
rimentalnich mysi, prestoze je aplikovan ve vysokych davkach. Oproti tomu pouziti imunokom-
plexu IL-2/S4B6 vykazuje postatné vyssi protinddorovou aktivitu (52). V modelu mysi nesoucich
B16F10 melanom, vnémz byly mySim aplikovany imunokomplexy IL-2/S4B6 v davkach
2,5 ug/mys/den ve dnech 2, 6 a 10 od inokulace nddorovych bunék, doslo k vyraznému potlaceni
ristu nadoru a Ctyti ze Sesti mysi byly zcela vyléceny (52). U mysi s BCL1 leukemii samotny IL-2
jen mirné prodlouzil jejich preziti, aniz by nékterou zcela vylécil, zatimco imunokomplexy
IL-2/S4B6, aplikované v davkach 2,5 pg/mys/den ve dnech 4 a 8 od indukce leukemie, dvé ze Sesti
mysi zcela vylécily. V mySich s depletovanymi CD8* T bunkami se tento efekt viibec neprojevil,
z ¢ehoz lze usuzovat, Ze pro protinadorovy uc¢inek imunokomplexu IL-2/S4B6 v modelu BCL1 leu-
kemie jsou esencialni CD8* T buriky, nikoliv NK buiiky. Navzdory tomu v modelu B16F10 mela-
nomu se ukazalo, Ze jak CD8* T bunky, tak i NK buiiky jsou potieba pro protinadorovy efekt

IL-2/S4B6 imunokomplext (52).
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Kromé imunoterapie nadort by se potencionalné mohly imunokomplexy IL-2/S4B6 pouZiti v te-
rapii virovych nebo bakterialnich intracelularnich infekci. Na my$im modelu bylo prokazano, Ze
i kratkodobé podavani imunokomplext IL-2/S4B6 pred indukci infekce zabranilo bakterialni
(Listeria monocytogenes) i virové (Vaccinia virus) infekci. Vyrazné se sniZil pocet bakterif preziva-
jicich ve sleziné a jatrech, u virové infekce pak doslo k redukci nakazenych bunék ovarii, a to diky
vy$$imu poctu cytotoxickych CD8* T bunék a NK bunék oproti kontrole. VétsSina kontrolnich mysi
bakterialni infekci neprezila, zatimco z mysi s aplikovanymi imunokomplexy IL-2/S4B6 piezily
vSechny (61). Kromé prevence infekci se imunokomplexy IL-2/S4B6 osvédcily i v 1éCbé persis-
tentnich virovych infekci (virus MHV). V mys$im modelu bylo prokazano, Ze IL-2/S4B6 obnovily
snizenou cytotoxickou aktivitu CD8* T bunék, nebot je stimulovaly k vys$si produkci granzymu B,
ktery je potfebny pro niceni infikovanych bunék (58). Pri piilis vysokych davkach imunokom-
plexi IL-2/S4B6 (tzn. pét davek v den 0, 1, 2, 3 a 4, kazda obsahujici 1 pg rekombinantniho mysiho
IL-2 a 10 pg S4B6) doslo ke snizeni anti-infekéni aktivity a také k nizsi produkci IFNy CD8* T a

NK bunkami (61).

3.3. Biologicka aktivita IL-2/JES6-1
Imunokomplexy IL-2 s protilatkou JES6-1 maji in vivo dosti odliSnou biologickou aktivitu v porov-
nani s imunokomplexy IL-2/S4B6. Imunokomplexy IL-2/JES6-1 jsou utilizovany pouze

CD25* buiikami, a to hlavné CD25hish CD4* Foxp3* Treg butikami (66) a dale také aktivovanymi

CD8* a CD4* T bunkami, protoZe po aktivaci na svém povrchu exprimuji IL-2Rafy (47).

Pri vazbé na IL-2Ra podjednotku imunokomplexy IL-2/JES6-1 na rozdil od imunokomplext
IL-2/S4B6 disociuji a na IL-2Ra podjednotku se vaze jen IL-2. IL-2Ra s navazanym IL-2 pak vaze
zbylé dvé podjednotky a vytvari tak ternarni komplex IL-2Raf3y/IL-2. JES6-1 svou vazbou na IL-2
blokuje misto pro vazbu IL-2Rf a IL-2Ry, a tak je IL-2Ra mediovana disociace imunokomplexu

hlavnim mechanismem vysoké selektivity jeho biologické aktivity (54).
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CD25* buiiky na pritomnost imunokomplexi IL-2/JES6-1 reaguji proliferaci a zvySenim povr-
chové hustoty IL-2Ra (66), (54). Expanze Treg bunék v odpovédi na IL-2/JES6-1 je u mysi dete-
kovatelna ve sleziné, jatrech, plicich, lamina propria stirevni stény a v mensi miie i v perifernich
a mesenterickych lymfatickych uzlinach, v Peyerovych placich a kostni dreni (67, 66). V thymu
vSak proliferace Treg bunék prokazana nebyla (66). Treg buiiky expandované IL-2/]JES6-1 jsou
minimalné stejné funkéni a efektivni v regulaci T bunécéné odpovédi, jako prirozené se vyskytujici
Treg buiiky (68). Néktefi autofi se priklani k teorii, Ze pti expanzi Treg bunék dochazi i ke kon-

verzi CD25" CD4* Foxp3~ bunék na CD25* CD4* Foxp3* Treg bunky (68-70), avSak tato teorie za-

tim nebyla potvrzena. U ostatnich leukocytii (naivni CD4* T a CD8* T, NK, monocyty, makrofagy,

dendritické buriky) imunokomplexy IL-2/JES6-1 proliferaci nevyvolavaji (68).

3.4. Potencial imunokomplext IL-2/JES6-1 pro terapeutické pouZiti
Pro sviij stimulacni uc¢inek na populaci Treg bunék maji imunokomplexy IL-2/JES6-1 znacny po-

tencial pro 1é¢bu autoimunitnich onemocnénf a v transplantologii.

Imunokomplexy IL-2/JES6-1 byly testovany naptiklad na modelu DSS (dextran sodium sulfate)
indukovanych kolitid mysi, coz je model pro nespecifické zanéty tlustého streva. Pti aplikaci imu-
nokomplext IL-2/JES6-1 pred indukci onemocnéni doslo v mysich k vyrazné slabSim projeviim

zanétu (posuzovano na délce a histopatologii stfeva) a prodlouZeni preziti (54).

Liu et al. zkoumali ptisobeni imunokomplexti IL-2/JES6-1 v modelu experimentalni autoimunitni
myasthenia gravis (EAMG) u mysi. EAMG je zptsobena hlavné interakci protilatek tridy IgG s ace-
tylcholinovym receptorem. V tomto modelu imunokomplexy IL-2/JES6-1 zptsobily zmirnéni pro-
jevii EAMG (napf. ochabnuti svalii), také nizsi zastoupeni autoreaktivnich IgG protilatek a nizsi
aktivitu autoreaktivnich CD4* Ty buneék, i kdyZ byly aplikovany aZ po indukci EAMG. Tato suprese
onemocnéni byla zpisobena hlavné proliferaci Treg bunék, které efektivné potlacily aktivitu

CD4* T bunék (68).
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Dals$i mozné terapeutické uplatnéni by imunokomplexy IL-2 /JES6-1 mohly najit pri lécbé artritid.
Kolagenem indukovana artritida (CIA) je autoimunitni onemocnéni, pti kterém je vyvolana imu-
nitni reakce proti kolagenu. VmySim modelu se ukazalo, Ze pokud jsou imunokomplexy
IL-2/JES6-1 aplikovany pied indukci CIA, dokaZou vyrazné sniZit produkci prozanétlivého inter-
leukinu-17 a tak vzniku onemocnéni zabranit nebo vyznamné potlacit jeho patologické projevy.
Jednim z mozZnych mechanismi suprese CIA je sniZzeni produkce autoreaktivnich protilatek ob-

dobnym zptsobem jako u modelu EAMG (66).

V mys$im modelu astmatu se projevily nejen profylaktické u¢inky imunokomplext IL-2/JES6-1, ale
tyto imunokomplexy dokonce zmirnily projevy astmatu i v mysich, ve kterych bylo astma jiz in-
dukované. Aplikace imunokomplexi IL-2/JES6-1 vedla k redukci eozinofilie, nizsi produkci hlenu

poharkovymi bunitkami dychaciho traktu a k vyssi produkci interleukinu-10 (71).

Experimentadlni autoimunitni encefalitida (EAE) se pouziva jako model roztrouSené skler6zy.
[ u tohoto modelu se ukazalo, Ze imunokomplexy IL-2/JES6-1 dokazi zabranit vzniku tohoto one-
mocnéni. I kratkodobé (tridenni) podavani téchto imunokomplext pied indukci EAE tiplné zabra-
nilo rozvoji EAE, nebo se EAE projevila jen velmi mirné. Podavani imunokomplext aZ po rozvinuti
onemocnéni vSak nemélo na jeho vyvoj zadny efekt, nejspis proto, Ze imunokomplexy IL-2 /JES6-1
stimuluji i aktivované (a v tomto pripadé autoreaktivni) CD4* T burky k proliferaci. Jednou z moz-
nosti, jak stimulaci autoreaktivnich CD4+* T bunék zabranit, by mohla byt soucasna aplikace ra-
pamycinu, ktery inhibuje efektorové CD4* T buiiky, ale umoZiiuje proliferaci Treg bunék. Pti sou-
Casné aplikaci imunokomplext IL-2/JES6-1 a rapamycinu dva dny po indukci EAE doslo k vyrazné

redukci projevii onemocnéni (67).

Kromeé terapie autoimunitnich nemoci by zvySeny pocet Treg bunék mohl pomoci i pti transplan-

tacich. Imunokomplexy IL-2/JES6-1 byly proto testovany na mySim modelu allotransplantace os-

15



trivkd B bunék pankreatu produkujicich inzulin. Aplikace téchto imunokomplext pred transplan-
taci vedla k dlouhodobému preZivani allogenniho Stépu ve vétSiné (28 ze 34) experimentalnich
mysi. Tyto transplantované § bunky byly navic plné funk¢ni a produkovaly dostatek inzulinu pro

normalizaci glykémie (67).

Imunokomplexy IL-2/JES6-1 aplikované do NOD (non-obese diabetic) mysi v malych davkach
(0,5 pg IL-2/myS/den) po dobu dvaceti tydnt zabranily vzniku diabetu (73). U lidi je vS§ak mozZné
1é¢it aZ nasledky onemocnéni, protoZe diabetes prvniho typu byva diagnostikovan aZ ve stadiu,
kdy je vétSina f bunék znicenych. Imunokomplexy IL-2/JES6-1 by tedy mohly byt spiSe vyuzivany

k umoznéni prezivani allotransplantatu, nez k primé 1é¢bé nemoci.

VI. Zaveér

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o imunokomplexech IL-2/anti-IL-2 mAb. Tvorbou imuno-
komplext IL-2/anti-IL-2 mAb se vyrazné prodluzuje polocas IL-2 v obéhu (z fadu minut na ho-
diny), coz vyrazné zvysuje jeho in vivo biologickou aktivitu oproti volnému IL-2. Dalsi vyhodou je
to, ze IL-2 v komplexu s riznou anti-IL-2 protilatkou pisobi selektivné na odlisné populace imu-
nokompetentnich bunék. Imunokomplexy IL-2 s protilatkou S4B6 stimuluji v mySich hlavné
CD122high buriky, tzn. pamétové CD8* T burky a NK burky. Buriky, které vzniknou po takovéto
indukci, jsou plné funkéni a schopné reagovat proti nadorovym bunikkdm nebo i virovym ¢i bakte-
ridlnim intracelularnim infekcim. Oproti tomu imunokomplexy IL-2 s protilatkou JES6-1 jsou vy-
soce stimula¢ni pro CD25* buiiky, tedy hlavné pro CD25high CD4+ Foxp3* Treg buiiky, ale také pro
aktivované T burnky, které rovnéz exprimuji CD25. Specifita dané protilatky je zajisténa zpisobem,
jakym se na IL-2 vaZze. Protilatka S4B6 allostericky brani interakci IL-2 s IL-2Ra podjednotkou,
zatimco umoziiuje vazbu IL-2 na IL-2Rfy. Protilatka JES6-1 naopak brani interakci IL-2 s IL-2Ry,
zatimco interakce IL-2/JES6-1 s IL-2Ra podjednotkou umozni disociaci tohoto imunokomplexu

a vytvoreni ternarniho IL-2 /IL-2Raf3y komplexu.
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Imunokomplextim IL-2/anti-IL-2 mAb je vénovana znacna pozornost z diivodu jejich potencialu
vyuziti v mediciné. Na mySich modelech nemoci byly provedeny experimenty s pozitivnimi a na-
déjnymi vysledky. Pro 1écbu solidnich nadort i leukemii se imunokomplexy IL-2/S4B6 zdaji byt
mnohem U¢innéjsi a méné toxické nez samotny IL-2. U autoimunitnich onemocnénti se ¢asto pro-
jevuje sniZzena hladina nebo aktivita Treg bunék, které tak nejsou schopné potlacovat autoimu-
nitni reakci. Imunokomplexy IL-2/JES6-1 by proto mohly byt vhodnym ndastrojem pro expanzi
Treg bunék. Na experimentalnich myS$ich modelech autoimunitnich onemocnéni, jako treba auto-
imunitni myasthemia gravis, artritida, astma, roztrousena skler6za, strevni kolitidy apod. se pro-
jevily znacné profylaktické uc¢inky imunokomplexi IL-2/JES6-1. Dlouhodoba nebo i kratkodoba
aplikace téchto imunokomplexi experimentalnim mysim zabranila vzniku a rozvoji onemocnéni,
nebo vyrazné sniZila jeho projevy, a to predevsim diky expanzi Treg bunék. Stimulace Treg bunék
imunokomplexy IL-2/JES6-1 by také mohla byt vyuzita pti transplantacich pro navozeni dlouho-

dobého prezivani allogenniho Stépu.
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