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Abstrakt

In vivo biologicka aktivita né€kterych cytokini mize byt paradoxné zvysena tvorbou komplexu
cytokinu s nékterymi svymi monoklonalnimi protilatkami (mAb) rozpoznavajicimi tento cytokin.
Prodlouzeni polocasu eliminace z cirkulace je hlavnim mechanismem této potenciace biologické
aktivity cytokinu. Zajem vzbuzuji zejména IL-2/anti-IL-2 mAb komplexy, nebot’ v zavislosti na
pouzitém klonu mAb dochazi k selektivni stimulaci bud’ CD25M2! (IL-2/JES6-1 komplex), nebo
CD122"e" (IL-2/S4B6 komplex) bun&k. Diky vyrazné stimulaci NK bunék a pamétovych CD8" T
lymfocytl a pouze mirné stimulaci Treg bunék by IL-2/S4B6 imunokomplexy mohly v budoucnu
nahradit konvenéni IL-2 v protinadorové imunoterapii. IL-2/JES6-1 imunokomplexy by se se svou
vysoce selektivni stimulaci Treg bunék naopak mohly uplatnit pti 16€bé autoimunitnich onemocnéni a
transplantacich. Potencidlné klinicky vyuzitelné jsou dale IL-3/anti-IL-3 mAb komplexy diky
stimulaci zirnych bunék, IL-4/anti-IL-4 mAb komplexy, které stimuluji aktivované B lymfocyty a
produkci IgE plazmatickymi bunkami ¢i IL-7/anti-IL-7 mAb komplexy pro svou schopnost potencovat
proliferaci a pezivani T lymfocyti. Imunokomplexy mohou byt tvofeny také cytokinem a jeho
solubilnim receptorem. IL-15/IL-15Ra komplexy predstavuji generaci IL-15 superagonistd, které
mohou byt diky stimulaci expanze NK bunék a pamétovych CD8" T lymfocyta vyuzity jako

protinadorova imunoterapeutika.

Klic¢ova slova: IL-2, IL-15, anti-cytokin mAb, imunokomplexy, imunoterapie, IL-2/S4B6 komplexy,
IL-2/JES6-1 komplexy, IL-15/IL-15Ra komplexy



Abstract

Immune complexes formed by a cytokine and particular clone of monoclonal antibody (mAb) have
been shown to paradoxically exert higher biological activity in comparison to the cytokine alone in
vivo. The main mechanism of this phenomenon in vivo is due to the prolongation of the cytokine half-
life in circulation. IL-2/anti-IL-2 mAb complexes are especially interesting since they can selectively
stimulate either CD25"e" (IL-2/JES6-1 complexes), or CD122"e! cells (IL-2/S4B6) depending on the
clone of mAD used. IL-2/S4B6 immune coplexes have high stimulatory aktivity for NK cells and
memory CD8" T cells and they could thus replace the conventional IL-2 in cancer immunotherapy. On
the other hand, IL-2/JES6-1 highly selectively stimulate Treg cells and they could be potentially useful
for transplantations and in treatment of autoimmune diseases. Other immune complexes could find
their medicinal use, including IL-3/anti-IL-3 mAb complexes for their potent stimulatorx aktivity for
mast cells, [L-4/anti-IL-4 complexes for their ability to stimulate IgE production, or IL-7/anti-IL-7
mAb complexes for their capacity to augment T cell proliferation and survival. The potentiation of
cytokine activity is not restricted to anti-cytokine antibodies only. Soluble cytokine receptors can exert
similar feature as above mentioned anti-cytokine mAbs. IL-15/IL-15Ra complexes represent a
generation of IL-15 superagonists, which could be used in cancer immunotherapy for their ability to

expand NK cells and memory CD8" T cells.

Key words: IL-2, IL-15, anti-cytokine mAbs, immune complexes, immunotherapy, IL-2/S4B6
complexes, IL-2/JES6-1 complexes, IL-15/IL-15Ra complexes
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4
Uvod
Imunoterapie je vedle chemoterapie, chirurgické 1écby a radioterapie jednim z terapeutickych pfistupi
v 1é¢bé onkologickych pacientd. Jejim cilem je aktivace imunitniho systému pacienta za ucelem indukce
¢i posileni protinddorové odpovédi. Té se prostfednictvim NK bunék, makrofagli a neutrofilnich
granulocytil, potazmo cytotoxickych a Tul lymfocytt, i€astni mechanismy nespecifické i specifické

imunity. Prezentace nddorového antigenu T lymfocytim je piedpokladem vzniku adaptivni

protinadorové imunitni reakce.

Imunoterapie umoznuje modulovat pacientliv imunitni systém rlznymi piistupy, které zahrnuji
adoptivni pfrenos modifikovanych leukocytl, aplikaci protilatek proti nadorovym antigentim nebo
regula¢nim mechanismiim imunitni odpovédi ¢i podavani nadorovych vakcin. Dalsi mozZnosti
nespecifické aktivace imunitniho systému onkologického pacienta je podavani cytokint, které
v organismu podporuji protinddorovou odpovéd’. Jednim z hlavnich cytokinti stimulujich proliferaci,
prezivani a vyvoj efektorovych funkci T lymfocytl je IL-2. T lymfocyty pak mohou piimo zabijet
nadorové bunky. IL-2 také zvySuje cytotoxicitu NK bunék. Proliferace a expanze klicovych bun¢k
protinadorové imunitni reakce v odpovédi na podani IL-2 1ze vyuzit jako podpirnou 1é€cbu u pacientd s
nékterymi nddorovymi onemocnénimi. Biologické aktivita IL-2 mtize byt zesilena tvorbou komplexu
IL-2 s nékterymi klony anti-IL-2 monoklonalni protilatky (mAb). Tento piekvapivy efekt vykazuje cela
fada dalSich imunokomplexi cytokint se svou anti-cytokin mAb. Dal§imi slibnymi protinddorovymi

imunoterapeutiky mohou byt komplexy IL-15/IL-15Ra.

Tato prace si klade za cil vyjmenovat cytokiny, které¢ v komplexu s n€kterou ze svych anti-cytokin mAb
vykazuji zvyseni své biologické aktivity a popsat jejich potencialni vyuziti. Prace rovnéz popise biologii
IL-2 a IL-15, tedy dvou interleukind, které svym pasobenim aktivuji efektorové buiiky imunitniho

systému, a hraji tudiz roli v posileni protinddorové odpovédi organismu onkologickych pacientt.



1. Biologie IL-2

1.1 Funkce a zdroje IL-2 v organismu

IL-2 je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 15,5 — 16 kDa, tvofeny jednim polypeptidovym fetézcem
slozenym ze &ty a helixd.! Patii spolu s IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21 do rodiny y. cytokind. Jedna se
o interleukin s pleiotropnimi u¢inky, mezi néz patii zejména stimulace proliferace, diferenciace a
piezivani aktivovanych B a T lymfocytil.> Paradoxné stimuluje a udrzuje homeostazu jak efektorovych
T lymfocytd, tak i imunosupresivnich CD4" T regula¢nich lymfocytti (Treg).> Stimuluje rovnéz
cytotoxické funkce NK buné€k. IL-2 zesiluje aktivaci indukovanou bunécénou smrt (AICD), ktera
piedstavuje dblezity regulacni mechanismus imunitni odpovédi.* Spolu s polarizacnimi cytokiny
stimuluje diferenciaci naivnich CD4" T lymfocytd v Tul, Tu2 T lymfocyty, a naopak brani jejich
polarizaci v Tu17 ¢i folikularni Ty T lymfocyty. V organismu jsou jeho hlavnim zdrojem aktivované T

lymfocyty,> dile NK a NKT buiiky, dendritické buiiky a makrofagy.’
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Obrazek ¢. 1: IL-2 receptory, jejich kompozice a afinita k IL-2. IL-2Ra (CD25) vaze IL-2 s pomérné nizkou
afinitou (Kq~ 10 M) a z diivodu velmi kratké intracelularni domény neindukuje IL-2 signalizaci. Dimerni IL-
2R (IL-2RB/y, CD122/132) vaze IL-2 se stfedni afinitou (Kg ~ 10° M). CD122 je ve vysokych hladinich
exprimovan NK buiikami a pamétovymi CD8" T lymfocyty a CD122/132 je dominantni formou IL-2R
v téchto buiikach. Trimerni IL-2R (IL-2Ra/B/y, CD25/122/132) véaze IL-2 s vysokou afinitou (K4~ 107! M) a
je exprimovan aktivovanymi T lymfocyty a Treg buiikami. Pfevzato a upraveno dle Liao a kol., Interleukin-2
at the Crossroads of Effector Responses, Tolerance, and Immunotherapy. Immunity, 2013.



1.2 IL-2 receptor

IL-2 signalizace se uskuteciiuje prostfednictvim IL-2 receptoru (IL-2R), ktery mtize byt na bunéénych
povrsich exprimovan ve form¢ monomeru, dimeru ¢i trimeru (Obrazek ¢. 1). Monomerni IL-2R
piedstavuje IL-2Ra (CD25), ktery vaze IL-2 s relativné nizkou afinitou (Kq~ 10 M). Interakce IL-2
s CD25 nevede k transdukci signalu, nebot’ CD25 ma jen velmi kratkou intracelularni ¢ast a neobsahuje
tudiz zadné vazebné motivy pro molekuly signélni transdukce.® K uskute¢néni signalizace je zapotiebi
interakce IL-2 bud’ se stfedn& afinnim dimernim (Kq ~ 10 M), ¢i vysoko afinnim trimernim IL-2R (K4
~ 107" M). Dimerni IL-2R je sloZzen z IL-2RB (CD122) a IL-2Ry (CD132, y.) a je silné exprimovan
pamétovymi CD8" T lymfocyty a NK buiikami. Pamétové CD4" T lymfocyty a naivni T buiky pak
exprimuji nizsi hladiny CD122/132. Pokud dojde k antigenni aktivaci T lymfocyt (TRC signal), zacnou
tyto buiikky exprimovat CD25 za vzniku vysoko afinniho trimerniho CD25/122/132. Vysoka mira
exprese CD25 je pak udrzovana IL-2 signalizaci, jedna se tedy o pozitivni zpétnovazebnou regulaci.
Vysokou miru exprese CD25 spolu se stfedni mirou exprese CD122/132 vykazuji taktéz CD4" Foxp3*
Treg bunky, které jsou tudiz schopny pro sviij vyvoj a homeostdzu vyuzivat klidovou koncentraci IL-2,
ktera je pfili§ nizka na to, aby mohla stimulovat buiiky exprimujici sttedné afinni receptor CD122/132.%°
Konstitutivni exprese CD122 byla zaznamenana také u dal§ich bunéénych populaci, jako jsou monocyty
¢i neutrofilni granulocyty.” CDI133 je pak konstitutivné exprimovan splenocyty a thymocyty,

zahrnujicimi rizné leukocytarni populace.®

Za pleiotropnimi ucinky IL-2 na rdzné lymfocytarni subpopulace stoji moznost pienosu
extracelularniho IL-2 signalu do jadra skrze tfi rizné signalni kaskady — JAK-STAT, fosfatidylinositol-
3-kinazovou (PI3K) a mitogenem aktivovanou proteinkindzovou (MAPK) kaskadu (Obrazek ¢&. 2).° Po
navazani IL-2 na IL-2R dochazi k heterodimerizaci cytoplazmatickych domén CD122 a CD133, ktera
aktivuje tyrozinkinazy z rodiny Janus kinaz JAK1 a JAK3, které fosforyluji tyrozin na pozici 338 (u
lidi; u mys$i na pozici 341) na CD122. Tato fosforylace rekrutuje SHC adaptorovy protein, ktery
umoziuje asociaci dalSich proteinii Ras-M APKinazové signalni drahy, vedouci k aktivaci, proliferaci a
podpofe ristu buiiek.”!® Fosforylace tyrozinu na CD122 také rekrutuje transkripéni faktory z rodiny
STAT, zejména STATS, které po aktivaci fosforylaci dimerizuji a migruji z cytoplasmy do jadra, kde
se vazou na DNA a ovlivituji rozli¢né bunééné funkce, zahrnujici napiiklad proliferaci a diferenciaci.'
IL-2 signalizace také vede pres PI3K kaskadu, kdy fosforylaci dochazi k postupné aktivaci PI3K,
proteinkinazy B (Akt), mTOR a p70 S6 kinazy, ktera pfimo ovliviiuje proteosyntézu a indukuje zejména

buné&&nou proliferaci.
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Obrazek ¢. 2: IL-2 signalizace. Po navéazani IL-2 na IL-2R CD25/122/132 ¢&i CD122/132 dochazi
k heterodimerizaci CD122 a CD132. K cytoplazmatickym doménam CD122/132 jsou rekrutovany Janus
kinazy (JAKI1, JAK3), které fosforyluji CD122, a tim umoziuji aktivaci SHC adaptorového proteinu. SHC
protein je prvnim ¢lenem Ras-Mek-MAPK signalni kaskady. Fosforylovana CD122 rekrutuje také STATS,
ktery po fosforylaci a homodimerizaci putuje do jadra, kde se uplatiiuje jako transkripéni faktor. IL-2
signalizace dale probiha ptes fosfatidylinositol-3-kindzovou (PI3K) — Akt — mTOR — p70 S6 drahu. Pievzato
dle Arenas-Ramirez a kol., Interleukin-2: Biology, Design and Application. Trends in Immunology, 2015.

1.3 Vyuziti IL-2 v imunoterapii

IL-2 byl v roce 1976 popsan jako potentni riistovy faktor T lymfocytt (TCGF) in vitro.'> Pozdé&ji se
zjistilo, Zze 1L-2 ma protinddorovou aktivitu v neékterych mySich nadorovych modelech, procez byl
rekombinantni IL-2 zdhy zkouman coby protinddorové imunoterapeutikum.'® IL-2 imunoterapie méla
uspéchy zejména v 1é¢bé metastazujiciho rendlniho tumoru a metastazujiciho melanomu, a proto byla
v devadesatych letech americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvalena pro 1é¢bu
pacienti s témito typy nadord. Kompletni regrese nadoru po IL-2 imunoterapii byla zaznamenana u 6,6
% pacientl s metastazujicim melanomem a 9,3 % pacientl s metastazujicim naddorem ledvin.'* IL-2
imunoterapie byla dale testovana u pacientii s HIV, av8ak bez vyrazného terapeutického efektu.'> Dal§im
imunoterapeutickym piistupem je podani IL-2 spolu s adoptivnim pfenosem autolognich ex vivo

expandovanych tumor infiltrujicich lymfocytt (TIL) v kombinaci s 1é¢bou chemoterapeutiky.'®



Velkou nevyhodou IL-2 terapie je vSak jeji znacna toxicita, ktera se projevuje zejména Zivot ohrozujicim
syndromem ,,prosakujicich* kapilar (VLS). Podavani vysokych davek IL-2 totiz vede ke zvySené
propustnosti kapilar, nebot podavany IL.-2 stimuluje endotelové buiky k produkci prozanétlivych
mediatord, které plisobi na zvySeni permeability cévni stény. Intravaskularni tekutina se tak dostava do
extravaskularnich prostor a jeji hromadéni ve tkdnich mtze zpisobovat edém plic ¢i mozku za
soucasného poklesu krevniho tlaku, ktery maze vést az k srde¢nimu selhani.'” Nova studie prokézala,
7e edém plic po podani vysoké davky IL-2 je zptisoben zejména plicnimi endotelidlnimi burikami, které
exprimuji CD25/122/132. Tyto buiiky v reakci na zvySenou hladinu IL-2 zvysi expresi CD25, aby
snizily hladinu IL-2 v plicich a zabranily jejich piili$né imunitni stimulaci.’® Dali vedlejsi G¢inky
podavani vysokych davek 1L-2 zahrnuji hypotenzi, trombocytopenii, tachykardii, neurologické poruchy
a zvySeni bilirubinu a dal3ich jaternich enzymi, indikujici hepatotoxicitu.!” Velkou nevyhodou IL-2
protinadorové terapie je kromé& rychlého polo¢asu eliminace podaného IL-2 z krevniho ob&hu!® také
fakt, Ze tento cytokin pfiznivé ovliviiuje homeostazu a supresivni kapacitu imunosupresivnich Treg

bunék.’?

2.Biologie IL-15
2.1 IL-15 receptor

IL-15 patii do rodiny vy, cytokint. S IL-2 ho krom¢ strukturni podobnosti poji jesté spolec¢na IL-2/1L-
15RP (CD122) receptorova podjednotka.?® Stejné jako u IL-2R obsahuje kompletni IL-15 receptor (IL-
15R) kromé CD122 a CD132 jest¢ podjednotku a (CD215). Na rozdil od IL-2, kdy v neptitomnosti
CD122 a CD132 vaze samotna IL-2Ra pfislusny cytokin s relativné nizkou afinitou, je afinita [L-15Ra
k IL-15 vysoka (Kq ~ 1071 M). Pokud mé prob&hnout IL-2 signalizace pomoci vysoce afinniho IL-2R,
musi byt buiice pfitomen heterotrimer CD25/122/132. IL-15 signalizace probihd odliSnym zptsobem.
Burika exprimujici IL-15 zaroveni exprimuje IL-15Ra a IL-15 se vdZe na IL-15a jiz intracelularné
v Golgiho komplexu. Tento 1L.-15/IL-15Ra komplex buiika ,,vystavi na svém povrchu, ktery zde in
trans prezentuje okolnim builkdm exprimujicim CD122/132. K signalizaci dochazi juxtakrinné
kontaktem komplexu IL-15/IL-15Ra na signalizujici butice s CD122/132 na bufice signal piijimajici.”!

Soucasti IL-15Ra. je extracelularni sushi doména, ktera ma rozhodujici podil na vazbé 1L-15.%

2.2 Funkce a zdroje IL-15 v organismu

Mezi IL-15 responzivni buiiky, tedy buiiky exprimujici CD122/132, patti NK builky a nékteré
subpopulace T lymfocytd, jako jsou pamétové CD8' T lymfocyty.* Hlavnimi IL-15 produkujicimi a

trans-prezentujicimi bufikami jsou dendritické buiiky, monocyty a makrofagy.?® IL-15 je klicovym



cytokinem pro vyvoj, maturaci a homeostdzu NK bunék, nebot’ IL-157" mys§im tyto bufiky zcela chybi.
NKT a pamétové CD8" T lymfocyty se u téchto mysi nachazi ve vyrazné redukovanych poctech. IL-15
deficientni mys$i nedokazou vyvinout uspé$nou imunitni odpoveéd’ proti virim, v prostiedi bez patogenti
viak zGstavaji zdravé.”* Ackoliv IL-15Ro” mysi maji normdlni vyvoj B i T lymfocyti, vykazuji
lymfopenii, kterd je zpiisobena sniZenou proliferaci IL-1507 lymfocytd a jejich nedostatenym

uvolfiovanim z thymu do krevniho ob&hu.?
2.3 Vyuziti IL-15 v imunoterapii

Diky svym protinddorovym ucinkiim predstavuje IL-15 slibnou molekulu pro pouziti v imunoterapii
nadord. IL-15 ma kli¢ové role v imunitnim systému, které tkvi ve stimulaci proliferace a aktivace NK
bunék a pamétovych CD8" T lymfocyti. IL-15 je tak kli¢ovou molekulou v homeostaze té&chto dvou
populaci imunokompetentnich bunék, které maji centralni postaveni v protinadorové imunité. Pouziti
IL-15 pro imunoterapii nadorovych onemocnéni ma na rozdil od IL-2 né€kolik vyhod: jeho aplikace
nevyvolava VLS, a navic nema vliv na homeostazu Treg bun&k.”® IL-15 m4 vSak také své nevyhody.
Mezi neptiznivé vedlejsi ucinky jeho aplikace patii hypotenze, trombocytopenie, horecka, poruchy
jaternich funkci a kozni vyrazky. IL-15 ma navic, stejn€ jako 1L-2, kratky polocas eliminace dany jeho
nizkou molekulovou hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze in vivo dochazi k efektivni signalizaci diky
intracelularni preasociaci 1L-15 s IL-15Ra a trans prezentaci IL-15 ve formé IL-15/IL-15Ra, je pro
dosazeni farmakologického efektu zapotfebi aplikovat IL-15 ve velmi vysokych davkach.?%2¢
Dostupnost volného IL-15Ra mize byt limitujicim faktorem uspéSnosti podavani samotného IL-15,
nebot’ pokud neni v organismu dostupny volny IL-15Ra, na ktery se cytokin vaze za ucelem trans
prezentace IL-15 responzivnim bunikdm, nemtlze poddvani samotného cytokinu, byt ve vysokych

davkach, dosahnout plného terapeutického potencialu.!

3. Komplexy cytokin/anti-cytokin mAb

Cytokiny jsou mediatory imunitniho systému, jejichZ obecnym poslanim je regulace specifické a
nespecifické imunity.?” Vyfazeni endogenniho cytokinu z funkce aplikaci neutralizujici mAb nebo
rozpustného cytokinového receptoru se jevi jako idealni terapie v pfipadech, kdy konkrétni cytokin
piispiva ke zhorseni patofyziologickych jevli v organismu, jako jsou naptiklad akutni zanéty ¢&i sepse.?®
Terapie zaloZena na neutralizaci biologické aktivity cytokinii pomoci mAb musi vSak pocitat s tim, Ze
podani nékterych mAb nejenZe nevede v piipadé nékterych cytokint k neutralizaci jejich aktivity;
vytvoreny imunokomplex cytokin/anti-cytokin mAb miize paradoxné zesilovat biologickou aktivitu

cytokinu.?” Agonistické pisobeni n&kterych kloni anti-cytokin mAb ¢&i solubilnich cytokinovych



receptori po utvofeni imunokomplexu bylo popsano u mnohych cytokint véetné IL-2,% 1L-3,3° IL-4,3!

IL-5,% IL-6,% IL-7,** IL-15,*> G-CSF,* a TNF-.*

Uplny mechanismus tohoto jevu neni stale zcela objasnén. Jednim z pravdépodobnych vysvétleni je
mnohokrat experimentdlné ovéteny fakt, Ze tvorba cytokin/anti-cytokin mAb imunokomplexu
prodluzuje polocas eliminace cytokinu z krevniho obéhu (fddov€ z minut na hodiny) a cytokin je v
imunokomplexu déle chranén pied degradaci.”’?’** U nékterych imunokomplexii hraje zfejmé
v potenciaci biologické aktivity cytokinu roli vazba anti-cytokin mAb na neonatalni Fc receptor (FcRn),
ktery vaze imunokomplexy a zabrafuje jejich lysozomdalni degradaci tim, Ze je recykluje zpét do

extracelularniho prostoru.®

3.1 IL-2/anti-IL-2 mAb komplexy

3.1.1 Biologicka aktivita IL-2 imunokomplext

V porovnanim s volnym IL-2 maji komplexy IL-2 s uréitymi klony anti-IL.-2 mAb vyhodné vlastnosti
z hlediska jejich terapeutického pouziti. Prace Boymana a kol.” poprvé ukézala, ze IL-2/anti-IL-2 mAb
imunokomplexy maji schopnost potencovat biologickou aktivitu IL-2 in vivo, a to zejména diky tomu,
7e jejich polocas eliminace z krevniho ob&hu je oproti samotnému IL-2 znacné zvySen (fadové z
nékolika minut na 3,5-4 hodiny).!” Vyznamnou vlastnosti IL-2 imunokomplexii je to, Ze jsou v zavislosti
na pouZzitém klonu mAb schopny do ur¢ité miry selektivné stimulovat bud’ pamétové CD8" T lymfocyty
a NK bunky, nebo Treg burnky (Obrazek ¢. 3). Imunokomplex mysiho IL-2 s mAb S4B6 (IL-2/S4B6)
m4 po podani mys$im za nasledek zejména expanzi CD122"e" bungk, tedy NK bunék a pamétovych
CD8" T lymfocytl. V men$i mife pusobi IL-2/S4B6 stimulaéné také na proliferaci Treg bunék.
Analogické vlastnosti vykazuji imunokomplexy tvofené mySim IL-2 a mAb JES6-5H4 a
imunokomplexy lidského IL-2 a MAB602. Imunokomplex mysiho IL-2 s mAb JES6-1 (IL-2/JES6-1)
na rozdil od ptedchozich komplext vysoce selektivné stimuluje proliferaci pouze CD25" bunék. Po
aplikaci IL-2/JES6-1tudiz v mySich dochazi k expanzi Treg bunék. Funkénim analogem JES6-1 je
lidska mAb 5344.% Oba dva zminéné IL-2 imunokomplexy, (tj. IL-2/S4B6 a IL-2/JES6-1) jsou schopny
stimulovat proliferaci aktivovanych T lymfocytl, pficemz IL-2/JES6-1 je v tomto ohledu potentné;jsi

nez IL-2/S4B6."



b.
JES6-1 &
miL-2 T

Obrazek €. 3: IL-2/anti-IL-2 imunokomplexy a jejich selektivni stimulace riznych bunéénych populaci. (a)
IL-2/S4B6 komplex stimuluje CD122"e" buiiky, jeho podani m4 za tedy nasledek zvySeni relativniho poctu
efektorovych bunék (pamétovych CD8" T lymfocytii a NK bunék); Treg buiiky jsou stimulovany méné (b)
IL-2/JES6-1 komplex stimuluje vyhradné CD25"2h buiiky, jeho podani ma tedy za nasledek zvyseni relativniho
poctu regulacnich Treg bunék. Pievzato dle Spangler a kol., Antibodies to Interleukin-2 Elicit Selective T Cell
Subset Potentiation through Distinct Conformational Mechanisms. Immunity, 2015

3.1.2 Komplexy IL-2/S4B6
IL-2/S4B6 komplexy vykazuji vysokou stimulaéni aktivitu pro CD122"e" NK bufiky a pamé&t'ové CD8*

T lymfocyty in vivo. Indukuji ustaveni robustni a funkéni populace CD44"¢" CD8* pamétovych bunék
z naivnich CD8" T lymfocyti.!>?? Jejich stimulacni aktivita neni zavisla na expresi CD25." Na

pamé&t'ové CD4" T lymfocyty a B220" B lymfocyty maji IL-2/S4B6 imunokomplexy minimalni vliv.

Diky masivni stimulaci expanze NK a CD8" T lymfocyti coby kli¢ovych efektorovych bunék
protinadorové imunity, jsou tyto imunokomplexy intenzivné zkoumany s ohledem na jejich potencialni
vyuziti v imunoterapii nadorii. Protinddorova aktivita IL-2/S4B6 byla potvrzena na riiznych mySich
nadorovych modelech."”#%442 Jeding davka IL-2/S4B6 myS$im nesoucim B16 melanom méla za
nasledek vyznamnou redukci plicnich metastaz oproti my$im 1é¢enym jednou davkou volného IL-2.%
Opakované podani IL-2/S4B6 mySim s BCL1 leukemii vedlo na rozdil od podani samotného IL-2 u
nékterych mysi k Gplnému vylégeni.'”” U mysi nesoucich renalni karcinom RENCA byla oproti
nelécenym mysim v naddoru detekovana zvysena piitomnost tumor infiltrujicich lymfocyta v ptipade, ze
byl mysim po dobu ¢Etyt tydnt obden aplikovan IL-2/S4B6. Lécba imunokomplexy nicméné v tomto

piipadé nebyla dostacujici k vyrazng&jsimu potlaceni ristu nadoru oproti nelé¢enym kontrolam.*?

Kromé vys$si protinadorové aktivity je nespornou vyhodou IL-2/S4B6 imunokomplexli v porovnani

s volnym cytokinem také fakt, ze 1écba IL-2/S4B6 imunokomplexy u mysi zpisobuje mirngjsi vedlejsi
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ucinky.* Oproti standardni 16¢b& pomoci IL-2, nedochazi pii 16¢bé 1L-2/S4B6 u mysi nesoucich renalni

karcinom dvacaty osmy den po aplikaci nadorovych bungk k VLS.*?

Lécba pomoci IL-2/S4B6 se u mysi ukazuje jako efektivni nejen v ptipadé nadorovych onemocnéni, ale
také v pripadg bakterialnich a virovych infekei.*** Aplikace IL-2/S4B6 imunokomplexu, ktery zptsobil
vys$8i produkcei granzymu B cytotoxickymi T lymfocyty a INF-y NK buiikami, poskytovala naivnim
mysim dlouhotrvajici ochranu proti akutni infekci Listerii monocytogenes.** Podani IL-2/S4B6 mySim
podporovalo jejich imunitni odpovéd’ proti HSV-1 viru. Kozni [éze byly u t€chto mysi oproti nelécenym

mysim vyrazné zredukovany.*

3.1.3 Komplexy IL-2/JES6-1

Na rozdil od IL-2/S4B6 je nutnou podminkou responzivity bun¢k na IL-2/JES6-1 imunokomplex krom¢e
exprese CD122 a CD132 predevsim vysoka exprese CD25. IL-2/JES6-1 imunokomplex tedy stimuluje
proliferaci CD4" CD25"¢" Foxp3" Treg bun&k a aktivovanych T lymfocytd.!” Dalsi bun&tnou
subpopulaci, jejichz expanzi IL-2/JES6-1 stimuluje, jsou antigenné nespecifické lymfoidni bunky
druhého typu (ILC2), nebot’ také exprimuji trimericky IL-2R. Kromé stimulace proliferace ILC2,
indukuje IL-2/JES6-1 také zvySenou produkci IL-5 témito buiikami.*4?

Stejné jako IL-2/S4B6 maji i IL-2/JES6-1 imunokomplexy slibny potencial klinického vyuziti.
Vzhledem k jejich selektivni stimulaci Treg bunék by tyto imunokomplexy mohly byt vyuzity k 1é¢bé
autoimunitnich onemocnéni.?” Webster a kol.*® prokazal, ze aplikace IL-2/JES6-1 chrani mysi pred
rozvojem experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE), ktera je mySim modelem lidské
roztrous$ené sklerdzy. Téchto terapeutickych ucinkd je v8ak dosazeno pouze tehdy, je-li IL-2/JES6-1
aplikovan pred indukci EAE. V opacném pfipadé mulze podani IL-2/JES6-1 urychlit progresi
onemocnéni.*® Expanze Treg populace vyvolana aplikaci IL-2/JES6-1 pied allogenni transplantaci
rovnéz prizniveé ovlivituje prihojeni $tépu. Allogenni transplantat byl pfihojen u 82 % zvifat, ktera byla
piedlécena IL-2/JES6-1. U vsech IL-2 piedléenych a naivnich mysi doslo k rejekci $tépu.*® Nedavna
studie* poukazuje na ptiznivé uginky IL-2/JES6-1 na zotaveni mysi po infarktu myokardu. Treg bufiky
expandované podanim imunokomplexu zamezuji infiltraci prozanétlivych makrofag fenotypu M1, a
naopak stimuluji polarizaci makrofagti fenotypu M2, které piisobi antiapoptoticky na bunky myokardu
a zabrafiuji vzniku zanétlivé reakce.” Terapeuticky efekt IL-2/JES6-1 komplext byl prokazan také u
DSS indukované kolitidy.> U mysi, u kterych indukci kolitidy pfedchazelo podani IL-2/JES6-1, byl
zaznamendn néckolikanasobné vyssi relativni pocet Treg bun€k nez u zvifat predlécenych PBS.
Histologie stfeva byla navic u mysi, kterym byl aplikovan IL-2/JES6-1, v podstaté shodna se zdravym
zvitetem; u PBS piedlécenych mysi vykazovala zdvaznou patologii. Komplex IL-2/JES6-1 podany
apolipoprotein E deficientnim mySim krmenym stravou s velkym obsahem tukd vyrazné zbrzdil

progresi aterosklerdzy diky selektivni expanzi Treg bunék.’® Terapeuticky G¢inek IL-2/JES6-1 byl u
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my8i prokdzdn na dalSich modelech chorob vé&etné experimentdlni myastenie’! & Duchennovy

muskularni dystrofie.>

3.1.4 Mechanismus selektivity IL-2 imunokomplexti

IL-2 imunokomplexy se oproti volnému IL-2 vyznacuji zejména zvySenou biologickou aktivitou in vivo
a schopnosti selektivné stimulovat bud® CD25"¢", nebo CDI122"e" buné&&né populace. Zvysena
biologicka aktivita imunokomplexii oproti IL-2 je disledkem del§iho poloc¢asu eliminace z cirkulace.
Zatimco IL-2 je coby mala molekula velmi rychle z obéhu odstranén a degradovan, asociaci IL.-2 s S4B6
¢i JES6-1 mAb dochazi k mnohonasobnému prodlouzeni polo¢asu eliminace z cirkulace.!” Zejména u

IL-2/JES-6 hraje v prodlouZeni polo¢asu eliminace z cirkulace roli vazba mAb na FcRn.%’

Selektivita IL-2 imunokomplexi se na zaklad¢ experimentalnich dat jevi jako duasledek toho, Ze se
protilatky S4B6 a JES6-1 vazou v molekule 1L-2 na odli$nd vazebna mista.” S4B6 mAb svou vazbou
na IL-2 ptekryva epitop pro vazbu CD25 tohoto cytokinu, a proto je exprese CD25 irelevantni ke
schopnosti utilizovat IL-2 signal ve formé IL-2/S4B6. IL-2/S4B6 imunokomplex tudiz stimuluje
vSechny buriky exprimujici stfedné afinni dimericky CD122/132. Po navazani S4B6 na IL-2 navic
dochazi ke konformaéni zméné C helixu v molekule IL-2, ktera ma za nésledek zvySenou afinitu 1L.-2

v IL-2/S4B6 komplexu k CD122.353

Vazba JES6-1 mAb na IL-2 naopak stericky brani navazani [L.-2/JES6-1 komplexu na CD122 a CD132.
Vazbou JES6-1 mAb dochazi k alosterické zméné molekuly 1L-2, ktera ma za nasledek sniZzenou afinitu
k CD25. CD25" buriky jsou schopny utilizovat IL-2/JES6-1 komplexy, i kdyZ pro prob&hnuti signalizace
musi (na rozdil od IL-2/S4B6) dojit k disociaci IL.-2 a protilatky. Tuto disociaci [L-2/JES6-1 komplexu
je schopna zajistit pravé CD25, pricemz efektivita disociace 1L-2/JES6-1 komplexu pozitivné koreluje
s mirou exprese CD25. Proto aby doslo k preruseni vazby mezi IL.-2 a JES6-1 a nasledné signalizaci
v dostatecném poctu udalosti, musi byt CD25 recipientni buiikou exprimovano ve velkém mnoZstvi,
které je nezbytné k disociaci imunokomplexu a nahrazeni JES6-1 mAb vazbou IL-2 na CD25 a
umoznéni vazby 1L-2 na CD122/132. Selektivni stimulace proliferace CD25"¢" bunék pisobenim IL-
2/JES6-1 komplexit je dale umocnéna pozitivni zpétnovazebnou smyckou, kdy v IL-2/JES6-1
responzivnich buiikdch dochdzi ke zvySeni exprese CD25, a tedy jeste vétsi responzivité téchto bunék

na [L-2/JES6-1.°

3.2 IL-3/anti-IL-3 mAb komplexy

IL-3 je dulezitym riustovym faktorem hematopoetickych bun€k a jeho hlavnim zdrojem jsou T

lymfocyty. IL-3 je mozno vyuzit k podpote proliferace a diferenciace bunék kostni dfené v klinické
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praxi napiiklad po myeloablaci, kterd miize nastat po intenzivni chemoterapii napf. pti 16¢bé& leukémie.*

IL-3 se také spolu s SCF a IL-9 podili na regulaci diferenciace a proliferace Zirnych bunék.>

Nevyhodou pouziti tohoto cytokinu pro terapeutické ucely je zejména jeho rychlé vylu¢ovani z krevniho
ob&hu rendlni filtraci.’® K pfekondani tohoto problému lze pouzit komplexy IL-3 s ur¢itymi klony anti-
IL-3 mAb, nebot bylo popsano, Ze vytvotenim takovychto komplexti dochdzi k zesileni IL.-3 signalizace

a prodlouzeni polo¢asu eliminace z cirkulace.”?’

Jones a kol.*® ve svych pokusech pouZivali imunokomplexy sloZené z mysiho rekombinantniho 1L-3 a
anti-IL-3 krali¢i protilatky, jejichz intravenozni podani vedlo u experimentalnich mys$i k vyraznému
zvySeni biologické aktivity 1L-3. Ta se manifestovala 3-5krat zvySenym poctem prekurzort Zirnych
bunék v kostni dfeni u mysi lé¢enych imunokomplexy oproti my$im, kterym byl podan samotny IL-3.
Pocet zralych mastocyti ve slezin€ byl rovnéz signifikantn€ zvysen, ackoliv nebyl pozorovan v miznich
uzlinach, jatrech, plicich ani laéniku mys$i. Efekt zvySené biologické aktivity IL-3 nebyl pozorovan v in
vitro podminkach; zde naopak dochéazelo k neutralizaci biologické aktivity IL.-3. Z toho autofi usuzuji,
7e mechanismem zvySené biologické aktivity IL-3 je prodlouZeni polo¢asu eliminace 1L-3 z krevniho
ob¢hu, jehoZ pricinou je prave utvoreni imunokomplexu IL-3 s anti-IL-3 mAb. Molekularni hmotnost
komplexu IL-3/ anti-IL-3 mAb je mnohonasobné vyss§i nezZ molekularni hmotnost samotného 1L-3, a
tudiz dochazi ke snizeni rendlni clearance IL-3 pifi poddni imunokomplext v porovnani s podanim

samotného 1L.-3.3°

Obdobné vysledky jako Jones uvadi i Finkelman a kol.”” ktefi porovnavali schopnost my$iho
rekombinantniho IL-3 v komplexu s ,,neutraliza¢ni* anti-IL-3 mAb stimulovat proliferaci Zirnych bun¢k
v porovnani s volnym IL-3. U mysi, kterym byl prvni a ¢tvrty den experimentu intraven6zn¢ aplikovan
samotny cytokin, nedoslo osmy den od zahdjeni experimentu ke zméné poctu mastocytd v tenkém stteve
oproti kontrole. Vyrazny nartst po¢tu zirnych bun€k v jejunu byl zaznamenan u mysi, kterym byl podle
stejného davkovaciho schématu injikovan IL-3/anti-IL-3 mAb komplex. Zde se pocet mastocytl

v jejunu zvysil Sestnactkrat oproti kontrole.?’

3.3 IL-4/anti-IL-4 mAb komplexy

IL-4 je cytokin, mezi jehoz hlavni producenty patii aktivované CD4" T lymfocyty, zirné bunky a
bazofilni granulocyty.> Mezi G&inky IL-4 patii indukce Tn2 imunitni odpovédi,” a také stimulace
proliferace a diferenciace B lymfocytd. Stimuluje rovnéz B lymfocyty k izotypovému presmyku na
produkci IgE a indukuje zvy$eni MHC 113! IL-4 signalizace se uskute¢iiuje po vytvofeni ternarniho

komplexu sloZzeného z IL-4 a dvou podjednotek IL-4 receptoru: IL-4Ro (CD124) a CD132.¢

Bylo prokazano, ze mysi rekombinantni [L.-4 ma zhruba pétinasobné vyssi aktivitu ve smyslu stimulace

exprese la antigenu (my$i MHC II) na B lymfocytech ve sleziné mysi, pokud je myS$i podan ve formé
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komplexu s anti-IL.-4 mAb 11B11 oproti podani samotného IL-4. Maximalni stimulace exprese la
antigenu splenocyty bylo dosazeno tteti den po intraven6znim podani imunokomplexu. U mys$i, kterym

byl podan samotny cytokin, nebyla téeti den po aplikaci zvySena exprese Ia antigenu detekovéana.?’

Za urcitych podminek nemusi jako agonisté I1L.-4 vystupovat pouze komplexy IL-4 s urcitymi klony
anti-IL-4 mAb, ale také s rozpustnym CD124 (sCD124). Tvorba IgE indukovana IL.-4 mtze byt in vivo
podpotena ¢i naopak blokovana podanim IL.-4/anti-IL.-4 mAb ¢i 1L-4/sCD124. K popséani biologické
aktivity sCD124 byl pouzit model, kdy byla my$im napted za ucelem aktivace B lymfocytl a stimulace
polyklonalni IgE imunitni odpovédi diky IL-4 produkovanému aktivovanymi B lymfocyty podédna anti-
IgD protilatka. Vysledkem podavani sCD124 bylo az 85% snizeni IgE imunitni odpovédi. Jesté
efektivnéji potlacovalo IgE odpovéd’ podani anti-IL-4 mAb. Pokud v§ak byl myS$im podan sCD124 nebo
anti-IL-4 mAb v komplexu spolu s exogennim rIL.-4, nejenze nedoslo ke sniZeni IgE odpovédi, ale
produkce IgE v porovnani s produkci IgE v mySich injikovanych pouze anti-IgD protilatkou byla az
trojnasobnd. Stimulacni efekt komplexi je zavisly na relativnich koncentracich sCD124 ¢i anti-1L.-4
mADb vici IL-4. Nejvyraznéjsi stimulace produkce IgE bylo dosazeno pouzitim komplexu, ktery v jedné

davce obsahoval IL-4 a sIL-4R v molarnim poméru 1:30.%!

Biologickou aktivitu vykazuje komplex 1L-4/sCD124 také in vitro, kdy opét v zavislosti na molarnim
poméru cytokinu ku rozpustnému receptoru dochazi k neutralizaci ¢i naopak potenciaci biologické

aktivity IL-4, ktera byla pozorovana jako sniZena produkce INF-y aktivovanymi T lymfocyty.>

3.4 IL-5/anti-IL-5 mAb komplexy

IL-5 je homodimerni cytokin, jehoZ biologicka aktivita je podminéna ptitomnosti dvou cysteinovych
zbytk v jeho molekule, které stabilizuji strukturu IL-5 disulfidickou vazbou. IL-5 signalizace se
uskuteciuje navazanim cytokinu na IL-5R, ktery je slozen za (CD125) a B tfetézce (CD131), téz
oznacovaného B, nebot’ je sdilen s IL.-3 a GM-CSF. Vyznamnou funkeci IL-5 je stimulace proliferace a
maturace eozinofilnich granulocytli v kostni dfeni. Eozinofilie je typickym pravodnim jevem
alergickych reakci. Patologicka role eozinofili se uplatiiuje naptiklad pti eozinofilnim astmatu, kdy se
pod kontrolou IL-5 zvySuje pocet eozinofilti v dychacich cestach, coz vede k zanéttim a hyperreaktivité

bronchi.??

Vzhledem k dilezité roli eozinofild v indukei zanétu u pacientli s astmatem a dal$imi alergickymi
onemocnénimi se jako vhodna terapeuticka strategie jevi zablokovani funkce IL-5 pfidanim
neutraliza¢ni anti-IL-5 mAb, kterd znemozni jeho vazbu na IL-5R, a tudiZ nedojde k signalizaci vedouci

k aktivaci, maturaci a migraci eozinofil.>’

Zabeau a kol.*? svymi pokusy viak dokazuje, Ze n€které mAb proti IL-5 nemaji neutralizaéni funkci, ale

vytvofeny komplex IL-5/anti-IL-5 mAb naopak aktivitu cytokinu zesiluje. Za ucelem stanoveni
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biologické aktivity imunokomplext sloZzenych z lidského hIL-5 a jednoho ze tfi testovanych klont anti-
IL-5 mAb (5A5, 1E1, 1F1) byl do linie myS$ich myeloidnich prekurzortit FDC-P1 transfekovan chimerni
(z&asti lidsky a z&asti my$i) CD125. Po pusobeni IL-5/anti-IL-5 mAb imunokomplexi na tyto IL-5
responzivni buriky autofi zjistili, Ze komplexy IL-5/anti-IL-5 mAb mohou v zavislosti na pouzité mAb

a molarnim pomé&ru mAb ku IL-5 podporovat proliferaci FDC-P1 bun&k exprimujicich CD125 in vitro.*

3.5 IL-6/anti-IL-6 mAb komplexy

IL-6 je typicky prozanétlivy cytokin. Mezi jeho funkce patti také stimulace pfemény aktivovanych B
lymfocytd na plazmatické bunky a stimulace produkce protilatek plazmocyty. Podili se na indukci
tvorby fibrinogenu, C-reaktivniho proteinu a dalSich proteinti akutni faze v hepatocytech. Je rovnéz

ristovym faktorem pro nékteré myelomy a hybridomy.®

Imunokomplexy slozené z IL-6 a nékterych klont anti-IL-6 mAb mohou potencovat biologickou
aktivitu IL-6 in vivo, ackoliv in vitro aktivitu IL-6 blokuji.’* Poddvani komplexu hIL-6 a anti-IL-6
mAb MH166 v Sesti po sob¢ jdoucich dnech mysim, které byly den pfed prvnim podadnim imunizovany
bud’ dinitrofenolem (DNP), nebo ov¢imi erytrocyty (SRBC), mélo za nasledek zna¢né zvyseni produkce
anti-DNP i anti-SRBC IgG a IgM v porovnani s mySmi, kterym byl podavan samotny IL-6.
Imunokomplex IL-6/MH166 inhiboval aktivitu IL-6 in vitro, nebot jeho pfidani k mysim B lymfocytim
tvorbu protilatek potlacilo. Hladina IL-6 v séru zvitat, kterym byl podan samotny IL.-6 nebyla po 24
hodinéch od aplikace detekovatelnd, zatimco v séru mys3i injikovanych IL-6/MH166 byla stale vysoka.>®

Studie provedena Mayem a kol.** dokazuje, Zze komplexy IL-6 s anti-IL-6 mAb mohou v zavislosti na
molarnim poméru anti-IL-6 mAb ku IL-6 neutralizovat ¢i naopak potencovat t€inek IL.-6 na hepatocyty,
méteny jako produkce fibrinogenu. Tento efekt byl pozorovan na mySich a pavianech. Podani samotné
anti-IL-6 mADb vzdy ptsobilo inhibi¢né na I[L.-6 zprostiedkované zvysSeni produkce fibrinogenu jaternimi

bunkami.??

3.6 IL-7/anti-IL-7 mAb komplexy

IL-7 patii (stejné jako naptiklad IL-2) do rodiny hematopoetickych cytokind, které signalizuji
prosttednictvim spoleéného gamma fetézce (CD132). Hlavnim zdrojem IL-7 v organismu jsou
stromalni a epitelialni buriky thymu a kostni diené.> Ackoliv u mysi byla prokdzana nezbytnost 1L-7
pro spravny vyvoj T i B lymfocytl z lymfoidnich prekurzord,® a také pro homeostazu obou t&chto
maturovanych bunéénych typd, u lidi 1L-7 reguluje pfezivani pouze maturovanych T a nikoliv B

lymfocyta.®!
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IL-7 patti mezi nadéné molekuly protinadorové imunoterapie, nebot podporuje prezivani
cytotoxickych T lymfocyti a zvySuje frekvenci jejich infiltrace do naddoru.®? Treg buiiky exprimuji nizké

hladiny IL-7Ra (CD127) a jejich preZivani tak neni na IL-7 zavislé.*

Biologicka aktivita IL-7 in vivo miize byt podpofena tvorbou komplexu IL-7 s anti-IL-7 mAb.?7:63-3438
Prace Finkelmana a kol.?’ poukazuje na vy$3i potencial imunokomplexi stimulovat vyvoj B lymfocyti
mys$i oproti volnému IL-7. Procentualni zastoupeni pre-B B220'1gM IgD" bunék ve sleziné mysi se po
aplikaci imunokomplexu zvysilo ze 2 % na 38 %. Podani samotného IL.-7 nemélo na tyto buriky Zadny
efekt. K signifikantnimu zvySeni procentudlniho zastoupeni B220'IgMTIgD- bunék v reakci na
imunokomplexy do$lo rovnéZ v kostni dfeni. Ani v tomto pfipadé nebylo podani samotného IL-7
dostacujici k navozeni stimulace proliferace téchto bun&k.”’ Také dalsi pokusy dokazuji, Ze na asny
vyvoj B lymfocytd mySi ma vétsi stimulacni efekt 1L-7, které je podano formou imunokomplexu nez

jako samostatny cytokin.®*34

U mysi, kterym byl prvni, tieti a paty den experimentu intraperitonedln¢ podan rhIL-7 v komplexu
s anti-IL-7 mAb M25, doslo k expanzi naivnich i pamétovych CD8" a CD4" bunék. Nejmasivné&jsi
expanze byla zaznamendna u CD44Me" CD8" bunék. Podobné vysledky jako normalni B6 mysi
vykazovaly rovnéz mysi, kterym byl odstranén thymus, coz vede k myslence, Ze tyto imunokomplexy
nepisobi na zrani a export T lymfocytd z thymu do krevniho obéhu, nybrz stimuluji proliferaci jiz
maturovanych T lymfocytd. MAb M25 potencuje biologickou aktivitu IL-7 in vivo pouze v ptipadé, Ze
je aplikovan ex vivo ptipraveny komplex rIL-7 s M25 mAb, kde ani M25 mAb, ani IL-7 neni
v nadbytku.>*

3.7 IL-15/IL-15Ra komplexy

Unikatni role IL-15Ra vIL-15 signalizaci vede ktomu, Ze zvySena pozornost pii vyvoji
imunoterapeutik s IL-15 pro klinické vyuziti se obraci nikoliv na komplexy cytokinu/anti-cytokin mAb
jako u IL-2 a dal$ich vySe popsanych interleukini, nybrz pravé na komplexy IL-15/IL-15Ra coby
superagonistd IL-15 (Obrazek ¢. 4). Tyto komplexy totiZz oproti volnému IL-15 vykazuji znaéné

zvySenou biologickou aktivitu, nebot” maji zvySenou afinitu k CD122/132. Pokud jsou navic dale
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flzovany s nosiCovym proteinem (napi. Fc ¢asti IgG), vykazuji taktéz vyznamné prodlouzeny polocas

eliminace z cirkulace.?*?!

a. IL-15:slL-15Ra complex

IL-15
c. ALT-803
/'Y , L/ siL-15Ra
& . i Sushi
‘:;\ IL-15N72D

3
f’é\'u L ]
Fc - = J sl-15Ra
Sushi
Fc
b. RLI

e

IL-15

Obrazek ¢. 4: Superagonisté IL-15. (a) IL-15/IL-15Ra-Fc komplex slozeny z dvou molekul IL-15
navazanych na sIL-15Ra fuzovanych s Fc fragmentem IgG (b) fuzni protein RLI slozeny z IL-15 pfipojeného
flexibilni spojkou na sushi doménu sIL-15Ra (c) ALT-803 slozeny ze dvou molekul mutovaného IL-15 (IL-
15N72D) navazanych na sushi doménu IL-15Ra, fizovanou s Fc fragmentem IgG. Pievzato a upraveno dle
Wu a kol., IL-15 Agonists: The Cancer Cure Cytokine. J] Mol Genet Med, 2013.

3.7.1 IL-15/1L-15Ra-Fc komplexy

Komplex rekombinantniho mysiho IL-15 se solubilnim mysim IL-15Ra fuzovanym s Fc fragmentem
lidské IgG1l protilatky (IL-15Ra-Fc) je jednim z ptistupl, jak modifikovat IL-15 tak, aby doslo

k vyrazné potenciaci jeho biologické aktivity. Price Rubinsteina a kol.?

jako prvni popisuje
signifikantné zvySenou biologickou aktivitu IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti v porovnani s IL-15, ktera se
projevuje in vitro i in vivo. Komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc byly schopné indukovat intensivni proliferaci
purifikovanych CD44hieh CD122"Meh CD8* pamétovych T lymfocyti a CD122"e NK bungk in vitro. Pfi
pouziti vysokych koncentraci IL-15 pak IL-15Ra-Fc komplex navic indukoval i proliferaci CD44"°%
CD122" CD8" naivnich T lymfocyti. Komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc vykazovaly ve srovnani s IL-15
dramaticky vyssi potencial stimulovat proliferaci pamétovych CD8" T lymfocyti a NK bunék in vivo.
V piipadé pamétovych CD8" T lymfocytd doslo po aplikaci IL-15/IL-15Ra-Fc¢ komplexu mySim
k padesatinasobné expanzi téchto bunék na rozdil od mysi, kterym byl podan samotny IL-15. Podani
jediné davky IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu IL-15Ra”" my§im bez pamé&tovych CD8* T lymfocytii (nebo
jen s minimalnim pocétem) a NK bunék, vedlo k znovuustaveni téchto bunéénych populaci. Podani

samotného IL-15 nebylo k vyvolani podobného efektu dostacujici.??
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Vysledky Rubinsteina a kol. potvrzuje Stoklasek a kol.?! Podani IL-15/IL-15Ra-Fc vedlo nejen
k vyrazné expanzi pamétovych CD8" lymfocytd a NK bunék, ale také k aktivaci naivnich CD8" T
lymfocytd, které se vlivem komplexti preménily v efektorové bunky a pamétové bunky s plné
zachovanymi efektorovymi funkcemi. Na modelu mysiho B16 metastazujiciho melanomu navic autoii
dokazali, ze podani IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu mySim ma diky expanzi efektorovych CD8" T
lymfocytd a NK bun€k vyrazny protinadorovy efekt. U deviti mysi z deseti, které byly po podani
nadorovych buné¢k léceny komplexem IL-15/IL-15Ra-Fc, doslo k rejekci nadoru. V piipadé aplikace

samotného IL-15 byla vylé&ena pouze jedina mys.?!

Také dalsi studie prokazuji, ze podani komplexu IL-15/IL-15Ra-Fc vede k masivni expanzi NK
bunék.®*?° U mysi starSich patnacti mésici, které mély z diivodu pokro¢ilého véku snizené polty zralych
NK bunék v krvi, slezin€, kostni dfeni a uzlinach, stimulovaly komplexy proliferaci NK bunék, z nichz
ovSem vétsina zistala nezrald a neposkytovala starym mysim dostatecnou obranyschopnost proti viru
mysich nestovic. Podil CD27- CD11b" maturovanych NK bunék ze vSech NK bunék ve sleziné se u
starych mysi po aplikaci IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu dokonce snizil. Komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc u

starych mysi tedy vyrazné expandovaly nezralé NK bufiky, nenavozovaly vSak jejich maturaci.®

S ohledem na moznost klinického vyuziti IL-15 agonistli pro imunoterapii nadort je dilezita toxicita
IL-15/IL-15Ra-Fc komplext. U zdravych mysi, kterym bylo ¢tyfi po sobé€ jdouci dny aplikovano IL-
15/IL-15Ra-Fc (ekvivalent 2ug IL-15), byly zaznamendny vedlejsi ucinky, které zahrnovaly
hypotermii, zvySeni jaternich enzymi indikujicich poSkozeni jater a vyrazny pokles té€lesné hmotnosti.

Dvé z deseti mysi tento experiment nepiezily.

3.7.2 RLI

Potentnim superagonistou IL-15 se ukazal byt také fuzni protein, kde je IL-15 navazany flexibilni
peptidickou spojkou na sushi doménu IL-15Ra.% Tento konstrukt byl nazvan RLI a vykazuje slibny
terapeuticky potencial. V porovnani s volnym IL-15 i IL-15/IL-15Ra-Fc komplexem mél RLI vétsi
stimula¢ni efekt na proliferaci CD122"¢" bunék in vivo a byl efektivnéjsi v redukci plicnich a jaternich
metastaz a prezivani mysi nesoucich B16F10 melanom. Aplikace RLI dokazala vyrazné inhibovat rist
lidského kolorektalniho karcinomu HCT-116 u nunu mysi. Po dobu dvaceti osmi dnl byly mysi
s implantovanymi nadorovymi bunikami 1é¢eny tfikrat tydné podanim PBS ¢i 2ug RLI. V dobé& ukonceni
experimentu se nador kontrolnich mysi v 59,3 % ptipadii nachédzel ve IV. stadiu onemocnéni, zatimco
v L. stadiu bylo pouze 3,7 % mysi. U mysi lé€enych RLI bylo 18,5 % nadort ve IV. stadiu a 55,6 % ve
stadiu L.?° Protinddorova aktivita RLI mtze byt dile zvySena vznikem nové generace imunocytokint, ve
které je RLI kovalentné ptipojeno na protilatku proti gangliosidu GD2, ktery je typickym antigenem
exprimovanym buikami mnoha neuroektodermalnich nédori jako je melanom, gliom ¢i neuroblastom.
RLI je diky anti-GD2 mAb dopraven pifimo k nadorovym bunkam, kde mize pln€ rozvinout svij

protinadorovy potencial.*
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3.7.3 ALT-803

Slibnym novym superagonistou IL-15 je ALT-803, ktery se sklada ze dvou molekul mutovaného IL-15
(IL-15N72D) kovalentn¢ navazanych na sushi doménu IL-15Ra spojenou s Fc¢ fragmentem IgGl.
Mutace v IL-15 spociva v aminokyselinové zaméné na pozici 72, kdy je misto asparaginu zatfazen
aspartat. Tato bodova mutace vede ke zvySené afinit¢ mutovaného IL-15 k CD122 oproti
nemutovanému cytokinu. ALT-803 je schopno indukovat expanzi NK bunék a CD8" T lymfocytl v tak
nizkych davkach, ve kterych je podani IL-15 bez jakéhokoliv efektu.”¢® Po aplikaci ALT-803 doslo ke
zvySeni poétu NK bunék, pamétovych CD4" a CD8" T lymfocytl, neutrofili a monocytd v periferni
krvi makak®. 2 V ramci populace NK bunék dochazi k nejvyznamnéjsi expanzi subpopulace vysoce
cytotoxickych a migrace schopnych CD27* CD11b* efektorovych NK bunék.® Farmakokineticka
analyza ukdazala, ze tento IL-15 superagonista vykazuje polocas eliminace z cirkulace my$i 25 hodin,
coZ je v porovnani s I<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>