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Abstrakt 
 

In vivo biologická aktivita některých cytokinů může být paradoxně zvýšena tvorbou komplexu 

cytokinu s některými svými monoklonálními protilátkami (mAb) rozpoznávajícími tento cytokin. 

Prodloužení poločasu eliminace z cirkulace je hlavním mechanismem této potenciace biologické 

aktivity cytokinu. Zájem vzbuzují zejména IL-2/anti-IL-2 mAb komplexy, neboť v závislosti na 

použitém klonu mAb dochází k selektivní stimulaci buď CDβ5high (IL-2/JES6-1 komplex), nebo 

CD122high (IL-β/S4B6 komplex) buněk. Díky výrazné stimulaci NK buněk a paměťových CD8+ T 

lymfocytů a pouze mírné stimulaci Treg buněk by IL-2/S4B6 imunokomplexy mohly v budoucnu 

nahradit konvenční IL-2 v protinádorové imunoterapii. IL-2/JES6-1 imunokomplexy by se se svou 

vysoce selektivní stimulací Treg buněk naopak mohly uplatnit při léčbě autoimunitních onemocnění a 

transplantacích. Potenciálně klinicky využitelné jsou dále IL-3/anti-IL-3 mAb komplexy díky 

stimulaci žírných buněk, IL-4/anti-IL-4 mAb komplexy, které stimulují aktivované B lymfocyty a 

produkci IgE plazmatickými buňkami či IL-7/anti-IL-7 mAb komplexy pro svou schopnost potencovat 

proliferaci a přežívání T lymfocytů.  Imunokomplexy mohou být tvořeny také cytokinem a jeho 

solubilním receptorem. IL-15/IL-15Rα komplexy představují generaci IL-15 superagonistů, které 

mohou být díky stimulaci expanze NK buněk a paměťových CD8+ T lymfocytů využity jako 

protinádorová imunoterapeutika.  

 

 

 

Klíčová slova: IL-2, IL-15, anti-cytokin mAb, imunokomplexy, imunoterapie, IL-2/S4B6 komplexy, 

IL-2/JES6-1 komplexy, IL-15/IL-15Rα 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 CD25high (IL-2/JES6-1 complexes), or CD122high cells (IL-2/S4B6) depending on the 

clone of mAb used. IL-2/S4B6 immune coplexes have high stimulátory 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, IL-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-15Rα 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. 
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Seznam zkratek 

 

 

 

 

 

 

 

AICD                activation-induced cell death aktivací indukovaná buněčná smrt 
CD  cluster of differenciation  diferenciační skupina 
CFU colony-forming unit jednotky tvořící kolonie 
DNP  dinitrophenol  dinitrofenol 

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis 
experimentální autoimunitní 
encefalomyelitida 

FDA  Food and Drug Administration  Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 
FcRn  neonatal Fc receptor  neonatální Fc receptor 

G-CSF  granulocyte colony-stimulating factor 
faktor stimulující granulocytární 
kolonie 

GM-CSF 
granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor 

faktor stimulující granulocytární a 
makrofágové kolonie 

HSV herpes simplex virus herpes simplex virus 
IL  interleukin  interleukin 

ILC2  innate lymphoid cells type 2  
vrozené lymfoidní buňky druhého 
typu 

INF-Ȗ  interferon gamma  interferon gamma 
JAK  Janus kinase  Janus kináza 
mAb  monoclonal antibody  monoklonální protilátka 

MAPK  mitogen-activated protein kinase  
mitogenem aktivovaná 
proteinkináza 

MHC  major histocompatibility complex  hlavní histokompatibilní komplex 
NK  natural killer  přirozený zabíječ 
NSG NOD scid gamma NOD scid gamma 
PI3K  phosphatidylinositide 3-kinase  fosfatidylinositol-3-kináza 
R receptor receptor 
SCF  stem cell factor  faktor kmenových buněk 
SRBC  sheep red blood cels  ovčí erytrocyty 
STAT  signal transducer and activator of transcription přenašeč signálu a aktivátor  
TCGF T cell growth factor růstový faktor T lymfocytů 
Th  T helper cell  pomocná T buňka 
TIL tumor infiltrating lymphocytes tumor infiltrující lymfocyty 
TNF-α  tumor necrosis factor alpha  faktor nádorové nekrózy alfa 
Treg regulatory T cell  regulační T lymfocyt 
VLS  vascular leak syndrome  syndrom ,,prosakujících“ kapilár 
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Úvod 
Imunoterapie je vedle chemoterapie, chirurgické léčby a radioterapie jedním z terapeutických přístupů 

v léčbě onkologických pacientů. Jejím cílem je aktivace imunitního systému pacienta za účelem indukce 

či posílení protinádorové odpovědi. Té se prostřednictvím NK buněk, makrofágů a neutrofilních 

granulocytů, potažmo cytotoxických a TH1 lymfocytů, účastní mechanismy nespecifické i specifické 

imunity. Prezentace nádorového antigenu T lymfocytům je předpokladem vzniku adaptivní 

protinádorové imunitní reakce. 

 

Imunoterapie umožňuje modulovat pacientův imunitní systém různými přístupy, které zahrnují 

adoptivní přenos modifikovaných leukocytů, aplikaci protilátek proti nádorovým antigenům nebo 

regulačním mechanismům imunitní odpovědi či podávání nádorových vakcín. Další možností 

nespecifické aktivace imunitního systému onkologického pacienta je podávání cytokinů, které 

v organismu podporují protinádorovou odpověď. Jedním z hlavních cytokinů stimulujích proliferaci, 

přežívání a vývoj efektorových funkcí T lymfocytů je IL-β. T lymfocyty pak mohou přímo zabíjet 

nádorové buňky. IL-2 také zvyšuje cytotoxicitu NK buněk. Proliferace a expanze klíčových buněk 

protinádorové imunitní reakce v odpovědi na podání IL-β lze využít jako podpůrnou léčbu u pacientů s 

některými nádorovými onemocněními. Biologická aktivita IL-β může být zesílena tvorbou komplexu 

IL-2 s některými klony anti-IL-2 monoklonální protilátky (mAb). Tento překvapivý efekt vykazuje celá 

řada dalších imunokomplexů cytokinů se svou anti-cytokin mAb. Dalšími slibnými protinádorovými 

imunoterapeutiky mohou být komplexy IL-15/IL-15Rα.  

 

Tato práce si klade za cíl vyjmenovat cytokiny, které v komplexu s některou ze svých anti-cytokin mAb 

vykazují zvýšení své biologické aktivity a popsat jejich potenciální využití. Práce rovněž popíše biologii 

IL-2 a IL-15, tedy dvou interleukinů, které svým působením aktivují efektorové buňky imunitního 

systému, a hrají tudíž roli v posílení protinádorové odpovědi organismu onkologických pacientů.   
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1. Biologie IL-2 

1.1 Funkce a zdroje IL-2 v organismu 

IL-2 je glykoprotein s molekulovou hmotností 15,5 – 16 kDa, tvořený jedním polypeptidovým řetězcem 

složeným ze čtyř α helixů.1 Patří spolu s IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-β1 do rodiny Ȗc cytokinů. Jedná se 

o interleukin s pleiotropními účinky, mezi něž patří zejména stimulace proliferace, diferenciace a 

přežívání aktivovaných B a T lymfocytů.2 Paradoxně stimuluje a udržuje homeostázu jak efektorových 

T lymfocytů, tak i imunosupresivních CD4+ T regulačních lymfocytů (Treg).3 Stimuluje rovněž 

cytotoxické funkce NK buněk. IL-β zesiluje aktivací indukovanou buněčnou smrt (AICD), která 

představuje důležitý regulační mechanismus imunitní odpovědi.4 Spolu s polarizačními cytokiny 

stimuluje diferenciaci naivních CD4+ T lymfocytů v TH1, TH2 T lymfocyty, a naopak brání jejich 

polarizaci v TH17 či folikulární TH T lymfocyty. V organismu jsou jeho hlavním zdrojem aktivované T 

lymfocyty,2 dále NK a NKT buňky, dendritické buňky a makrofágy.5  

 

 

Obrázek č. 1: IL-2 receptory, jejich kompozice a afinita k IL-2. IL-βRα (CDβ5) váže IL-2 s poměrně nízkou 
afinitou (Kd ~ 10-8 M) a z důvodu velmi krátké intracelulární domény neindukuje IL-2 signalizaci. Dimerní IL-
2R (IL-βRȕ/Ȗ, CD1ββ/1γβ) váže IL-β se střední afinitou (Kd ~ 10-9 M). CD122 je ve vysokých hladinách 
exprimován NK buňkami a paměťovými CD8+ T lymfocyty a CD122/132 je dominantní formou IL-2R 
v těchto buňkách. Trimerní IL-2R (IL-βRα/ȕ/Ȗ, CDβ5/1ββ/1γβ) váže IL-2 s vysokou afinitou (Kd ~ 10-11 M) a 
je exprimován aktivovanými T lymfocyty a Treg buňkami. Převzato a upraveno dle Liao a kol., Interleukin-2 
at the Crossroads of Effector Responses, Tolerance, and Immunotherapy. Immunity, 2013.  
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1.2 IL-2 receptor 

IL-β signalizace se uskutečňuje prostřednictvím IL-2 receptoru (IL-βR), který může být na buněčných 

površích exprimován ve formě monomeru, dimeru či trimeru (Obrázek č. 1). Monomerní IL-2R 

představuje IL-βRα (CDβ5), který váže IL-2 s relativně nízkou afinitou (Kd ~ 10-8 M). Interakce IL-2 

s CD25 nevede k transdukci signálu, neboť CDβ5 má jen velmi krátkou intracelulární část a neobsahuje 

tudíž žádné vazebné motivy pro molekuly signální transdukce.6 K uskutečnění signalizace je zapotřebí 

interakce IL-2 buď se středně afinním dimerním (Kd ~ 10-9 M), či vysoko afinním trimerním IL-2R (Kd 

~ 10-11 M). Dimerní IL-βR je složen z IL-βRȕ (CD1β2) a IL-βRȖ (CD1γβ, Ȗc) a je silně exprimován 

paměťovými CD8+ T lymfocyty a NK buňkami. Paměťové CD4+ T lymfocyty a naivní T buňky pak 

exprimují nižší hladiny CD122/132. Pokud dojde k antigenní aktivaci T lymfocytů (TRC signál), začnou 

tyto buňky exprimovat CD25 za vzniku vysoko afinního trimerního CD25/122/132. Vysoká míra 

exprese CDβ5 je pak udržována IL-β signalizací, jedná se tedy o pozitivní zpětnovazebnou regulaci. 

Vysokou míru exprese CDβ5 spolu se střední mírou exprese CD122/132 vykazují taktéž CD4+ Foxp3+ 

Treg buňky, které jsou tudíž schopny pro svůj vývoj a homeostázu využívat klidovou koncentraci IL-2, 

která je příliš nízká na to, aby mohla stimulovat buňky exprimující středně afinní receptor CD122/132.2,5 

Konstitutivní exprese CD122 byla zaznamenána také u dalších buněčných populací, jako jsou monocyty 

či neutrofilní granulocyty.7 CD1γγ je pak konstitutivně exprimován splenocyty a thymocyty, 

zahrnujícími různé leukocytární populace.8  

 Za pleiotropními účinky IL-β na různé lymfocytární subpopulace stojí možnost přenosu 

extracelulárního IL-β signálu do jádra skrze tři různé signální kaskády – JAK-STAT, fosfatidylinositol-

3-kinázovou (PI3K) a mitogenem aktivovanou proteinkinázovou (MAPK) kaskádu (Obrázek č. 2).5 Po 

navázání IL-2 na IL-2R dochází k heterodimerizaci cytoplazmatických domén CD122 a CD133, která 

aktivuje tyrozinkinázy z rodiny Janus kináz JAK1 a JAK3, které fosforylují tyrozin na pozici 338 (u 

lidí; u myší na pozici γ41) na CD122. Tato fosforylace rekrutuje SHC adaptorový protein, který 

umožňuje asociaci dalších proteinů Ras-MAPKinázové signální dráhy, vedoucí k aktivaci, proliferaci a 

podpoře růstu buňek.9,10 Fosforylace tyrozinu na CD122 také rekrutuje transkripční faktory z rodiny 

STAT, zejména STAT5, které po aktivaci fosforylací dimerizují a migrují z cytoplasmy do jádra, kde 

se vážou na DNA a ovlivňují rozličné buněčné funkce, zahrnující například proliferaci a diferenciaci.10 

IL-2 signalizace také vede přes PIγK kaskádu, kdy fosforylací dochází k postupné aktivaci PI3K, 

proteinkinázy B (Akt), mTOR a p70 S6 kinázy, která přímo ovlivňuje proteosyntézu a indukuje zejména 

buněčnou proliferaci.11  
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1.3 Využití IL-2 v imunoterapii 

IL-2 byl v roce 1976 popsán jako potentní růstový faktor T lymfocytů (TCGF) in vitro.12 Později se 

zjistilo, že IL-2 má protinádorovou aktivitu v některých myších nádorových modelech, pročež byl 

rekombinantní IL-2 záhy zkoumán coby protinádorové imunoterapeutikum.13 IL-2 imunoterapie měla 

úspěchy zejména v léčbě metastazujícího renálního tumoru a metastazujícího melanomu, a proto byla 

v devadesátých letech americkým Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) schválena pro léčbu 

pacientů s těmito typy nádorů. Kompletní regrese nádoru po IL-2 imunoterapii byla zaznamenána u 6,6 

% pacientů s metastazujícím melanomem a 9,3 % pacientů s metastazujícím nádorem ledvin.14 IL-2 

imunoterapie byla dále testována u pacientů s HIV, avšak bez výrazného terapeutického efektu.15 Dalším 

imunoterapeutickým přístupem je podání IL-2 spolu s adoptivním přenosem autologních ex vivo 

expandovaných tumor infiltrujících lymfocytů (TIL) v kombinaci s léčbou chemoterapeutiky.16  

Obrázek č. 2: IL-2 signalizace. Po navázání IL-2 na IL-βR CDβ5/1ββ/1γβ či CD1ββ/1γβ dochází 
k heterodimerizaci CD122 a CD132. K cytoplazmatickým doménám CD122/132 jsou rekrutovány Janus 
kinázy (JAK1, JAKγ), které fosforylují CD1ββ, a tím umožňují aktivaci SHC adaptorového proteinu. SHC 
protein je prvním členem Ras-Mek-MAPK signální kaskády. Fosforylovaná CD122 rekrutuje také STAT5, 
který po fosforylaci a homodimerizaci putuje do jádra, kde se uplatňuje jako transkripční faktor. IL-2 
signalizace dále probíhá přes fosfatidylinositol-3-kinázovou (PI3K) – Akt – mTOR – p70 S6 dráhu. Převzato 
dle Arenas-Ramirez a kol., Interleukin-2: Biology, Design and Application. Trends in Immunology, 2015.  
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a. 

 

 

 
 
 

b. 

 

3.1.2 Komplexy IL-2/S4B6 
IL-2/S4B6 komplexy vykazují vysokou stimulační aktivitu pro CD1ββhigh NK buňky a paměťové CD8+ 

T lymfocyty in vivo. Indukují ustavení robustní a funkční populace CD44high CD8+ paměťových buněk 

z naivních CD8+ T lymfocytů.19,39 Jejich stimulační aktivita není závislá na expresi CD25.19 Na 

paměťové CD4+ T lymfocyty a B220+ B lymfocyty mají IL-2/S4B6 imunokomplexy minimální vliv.29  

Díky masivní stimulaci expanze NK a CD8+ T lymfocytů coby klíčových efektorových buněk 

protinádorové imunity, jsou tyto imunokomplexy intenzivně zkoumány s ohledem na jejich potenciální 

využití v imunoterapii nádorů. Protinádorová aktivita IL-β/S4B6 byla potvrzena na různých myších 

nádorových modelech.19,40,41,42 Jediná dávka IL-β/S4B6 myším nesoucím B16 melanom měla za 

následek významnou redukci plicních metastáz oproti myším léčeným jednou dávkou volného IL-2.40 

Opakované podání IL-2/S4B6 myším s BCL1 leukemií vedlo na rozdíl od podání samotného IL-2 u 

některých myší k úplnému vyléčení.19 U myší nesoucích renální karcinom RENCA byla oproti 

neléčeným myším v nádoru detekována zvýšená přítomnost tumor infiltrujících lymfocytů v případě, že 

byl myším po dobu čtyř týdnů obden aplikován IL-β/S4B6. Léčba imunokomplexy nicméně v tomto 

případě nebyla dostačující k výraznějšímu potlačení růstu nádoru oproti neléčeným kontrolám.42 

Kromě vyšší protinádorové aktivity je nespornou výhodou IL-β/S4B6 imunokomplexů v porovnání 

s volným cytokinem také fakt, že léčba IL-2/S4B6 imunokomplexy u myší způsobuje mírnější vedlejší 

Obrázek č. 3: IL-2/anti-IL-2 imunokomplexy a jejich selektivní stimulace různých buněčných populací. (a) 
IL-2/S4B6 komplex stimuluje CD122high buňky, jeho podání má za tedy následek zvýšení relativního počtu 
efektorových buněk (paměťových CD8+ T lymfocytů a NK buněk); Treg buňky jsou stimulovány méně (b) 
IL-2/JES6-1 komplex stimuluje výhradně CDβ5high buňky, jeho podání má tedy za následek zvýšení relativního 
počtu regulačních Treg buněk. Převzato dle Spangler a kol., Antibodies to Interleukin-2 Elicit Selective T Cell 
Subset Potentiation through Distinct Conformational Mechanisms. Immunity, 2015 
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účinky.43 Oproti standardní léčbě pomocí IL-2, nedochází při léčbě IL-2/S4B6 u myší nesoucích renální 

karcinom dvacátý osmý den po aplikaci nádorových buněk k VLS.42  

Léčba pomocí IL-β/S4B6 se u myší ukazuje jako efektivní nejen v případě nádorových onemocnění, ale 

také v případě bakteriálních a virových infekcí.44,45 Aplikace IL-β/S4B6 imunokomplexu, který způsobil 

vyšší produkci granzymu B cytotoxickými T lymfocyty a INF-Ȗ NK buňkami, poskytovala naivním 

myším dlouhotrvající ochranu proti akutní infekci Listerií monocytogenes.44 Podání IL-2/S4B6 myším 

podporovalo jejich imunitní odpověď proti HSV-1 viru. Kožní léze byly u těchto myší oproti neléčeným 

myším výrazně zredukovány.45 

 

3.1.3 Komplexy IL-2/JES6-1 
Na rozdíl od IL-β/S4B6 je nutnou podmínkou responzivity buněk na IL-2/JES6-1 imunokomplex kromě 

exprese CD1ββ a CD1γβ především vysoká exprese CDβ5. IL-2/JES6-1 imunokomplex tedy stimuluje 

proliferaci CD4+ CD25high Foxp3+ Treg buněk a aktivovaných T lymfocytů.19 Další buněčnou 

subpopulací, jejichž expanzi IL-2/JES6-1 stimuluje, jsou antigenně nespecifické lymfoidní buňky 

druhého typu (ILCβ), neboť také exprimují trimerický IL-βR. Kromě stimulace proliferace ILC2, 

indukuje IL-2/JES6-1 také zvýšenou produkci IL-5 těmito buňkami.46,47  

Stejně jako IL-2/S4B6 mají i IL-2/JES6-1 imunokomplexy slibný potenciál klinického využití. 

Vzhledem k jejich selektivní stimulaci Treg buněk by tyto imunokomplexy mohly být využity k léčbě 

autoimunitních onemocnění.29 Webster a kol.48 prokázal, že aplikace IL-2/JES6-1 chrání myši před 

rozvojem experimentální autoimunitní encefalomyelitidy (EAE), která je myším modelem lidské 

roztroušené sklerózy. Těchto terapeutických účinků je však dosaženo pouze tehdy, je-li IL-2/JES6-1 

aplikován před indukcí EAE. V opačném případě může podání IL-2/JES6-1 urychlit progresi 

onemocnění.48 Expanze Treg populace vyvolaná aplikací IL-2/JES6-1 před allogenní transplantací 

rovněž příznivě ovlivňuje přihojení štěpu. Allogenní transplantát byl přihojen u 8β % zvířat, která byla 

předléčena IL-2/JES6-1. U všech IL-β předléčených a naivních myší došlo k rejekci štěpu.48 Nedávná 

studie49 poukazuje na příznivé účinky IL-2/JES6-1 na zotavení myší po infarktu myokardu. Treg buňky 

expandované podáním imunokomplexu zamezují infiltraci prozánětlivých makrofágů fenotypu M1, a 

naopak stimulují polarizaci makrofágů fenotypu Mβ, které působí antiapoptoticky na buňky myokardu 

a zabraňují vzniku zánětlivé reakce.49 Terapeutický efekt IL-2/JES6-1 komplexů byl prokázán také u 

DSS indukované kolitidy.3 U myší, u kterých indukci kolitidy předcházelo podání IL-2/JES6-1, byl 

zaznamenán několikanásobně vyšší relativní počet Treg buněk než u zvířat předléčených PBS. 

Histologie střeva byla navíc u myší, kterým byl aplikován IL-2/JES6-1, v podstatě shodná se zdravým 

zvířetem; u PBS předléčených myší vykazovala závažnou patologii. Komplex IL-2/JES6-1 podaný 

apolipoprotein E deficientním myším krmeným stravou s velkým obsahem tuků výrazně zbrzdil 

progresi aterosklerózy díky selektivní expanzi Treg buněk.50 Terapeutický účinek IL-2/JES6-1 byl u 
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fúzovány s nosičovým proteinem (např. Fc částí IgG), vykazují taktéž významně prodloužený poločas 

eliminace z cirkulace.22,21 

 
 

3.7.1 IL-15/IL-15Rα-Fc komplexy 

Komplex rekombinantního myšího IL-15 se solubilním myším IL-15Rα fúzovaným s Fc fragmentem 

lidské IgG1 protilátky (IL-15Rα-Fc) je jedním z přístupů, jak modifikovat IL-15 tak, aby došlo 

k výrazné potenciaci jeho biologické aktivity. Práce Rubinsteina a kol.22 jako první popisuje 

signifikantně zvýšenou biologickou aktivitu IL-15/IL-15Rα-Fc komplexů v porovnání s IL-15, která se 

projevuje in vitro i in vivo. Komplexy IL-15/IL-15Rα-Fc byly schopné indukovat intensivní proliferaci 

purifikovaných CD44high CD122high CD8+ paměťových T lymfocytů a CD122high NK buněk in vitro. Při 

použití vysokých koncentrací IL-15 pak IL-15Rα-Fc komplex navíc indukoval i proliferaci CD44low 

CD122low CD8+ naivních T lymfocytů. Komplexy IL-15/IL-15Rα-Fc vykazovaly ve srovnání s IL-15 

dramaticky vyšší potenciál stimulovat proliferaci paměťových CD8+ T lymfocytů a NK buněk in vivo. 

V případě paměťových CD8+ T lymfocytů došlo po aplikaci IL-15/IL-15Rα-Fc komplexu myším 

k padesátinásobné expanzi těchto buněk na rozdíl od myší, kterým byl podán samotný IL-15. Podání 

jediné dávky IL-15/IL-15Rα-Fc komplexu IL-15Rα-/- myším bez paměťových CD8+ T lymfocytů (nebo 

jen s minimálním počtem) a NK buněk, vedlo k znovuustavení těchto buněčných populací. Podání 

samotného IL-15 nebylo k vyvolání podobného efektu dostačující.22 

Obrázek č. 4: Superagonisté IL-15. (a) IL-15/IL-15Rα-Fc komplex složený z dvou molekul IL-15 
navázaných na sIL-15Rα fúzovaných s Fc fragmentem IgG (b) fúzní protein RLI složený z IL-15 připojeného 
flexibilní spojkou na sushi doménu sIL-15Rα (c) ALT-80γ složený ze dvou molekul mutovaného IL-15 (IL-
15N72D) navázaných na sushi doménu IL-15Rα, fúzovanou s Fc fragmentem IgG. Převzato a upraveno dle 
Wu a kol., IL-15 Agonists: The Cancer Cure Cytokine. J Mol Genet Med, 2013. 
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Výsledky Rubinsteina a kol. potvrzuje Stoklasek a kol.21 Podání IL-15/IL-15Rα-Fc vedlo nejen 

k výrazné expanzi paměťových CD8+ lymfocytů a NK buněk, ale také k aktivaci naivních CD8+ T 

lymfocytů, které se vlivem komplexů přeměnily v efektorové buňky a paměťové buňky s plně 

zachovanými efektorovými funkcemi. Na modelu myšího B16 metastazujícího melanomu navíc autoři 

dokázali, že podání IL-15/IL-15Rα-Fc komplexu myším má díky expanzi efektorových CD8+ T 

lymfocytů a NK buněk výrazný protinádorový efekt. U devíti myší z deseti, které byly po podání 

nádorových buněk léčeny komplexem IL-15/IL-15Rα-Fc, došlo k rejekci nádoru. V případě aplikace 

samotného IL-15 byla vyléčena pouze jediná myš.21 

Také další studie prokazují, že podání komplexu IL-15/IL-15Rα-Fc vede k masivní expanzi NK 

buněk.64,26 U myší starších patnácti měsíců, které měly z důvodu pokročilého věku snížené počty zralých 

NK buněk v krvi, slezině, kostní dřeni a uzlinách, stimulovaly komplexy proliferaci NK buněk, z nichž 

ovšem většina zůstala nezralá a neposkytovala starým myším dostatečnou obranyschopnost proti viru 

myších neštovic. Podíl CDβ7- CD11b+ maturovaných NK buněk ze všech NK buněk ve slezině se u 

starých myší po aplikaci IL-15/IL-15Rα-Fc komplexu dokonce snížil. Komplexy IL-15/IL-15Rα-Fc u 

starých myší tedy výrazně expandovaly nezralé NK buňky, nenavozovaly však jejich maturaci.64  

S ohledem na možnost klinického využití IL-15 agonistů pro imunoterapii nádorů je důležitá toxicita 

IL-15/IL-15Rα-Fc komplexů. U zdravých myší, kterým bylo čtyři po sobě jdoucí dny aplikováno IL-

15/IL-15Rα-Fc (ekvivalent 2µg IL-15), byly zaznamenány vedlejší účinky, které zahrnovaly 

hypotermii, zvýšení jaterních enzymů indikujících poškození jater a výrazný pokles tělesné hmotnosti. 

Dvě z deseti myší tento experiment nepřežily.26 

3.7.2 RLI 

Potentním superagonistou IL-15 se ukázal být také fúzní protein, kde je IL-15 navázaný flexibilní 

peptidickou spojkou na sushi doménu IL-15Rα.65 Tento konstrukt byl nazván RLI a vykazuje slibný 

terapeutický potenciál. V porovnání s volným IL-15 i IL-15/IL-15Rα-Fc komplexem měl RLI větší 

stimulační efekt na proliferaci CD122high buněk in vivo a byl efektivnější v redukci plicních a jaterních 

metastáz a přežívání myší nesoucích B16F10 melanom. Aplikace RLI dokázala výrazně inhibovat růst 

lidského kolorektálního karcinomu HCT-116 u nunu myši. Po dobu dvaceti osmi dnů byly myši 

s implantovanými nádorovými buňkami léčeny třikrát týdně podáním PBS či βµg RLI. V době ukončení 

experimentu se nádor kontrolních myší v 59,3 % případů nacházel ve IV. stadiu onemocnění, zatímco 

v I. stadiu bylo pouze 3,7 % myší. U myší léčených RLI bylo 18,5 % nádorů ve IV. stadiu a 55,6 % ve 

stadiu I.20 Protinádorová aktivita RLI může být dále zvýšena vznikem nové generace imunocytokinů, ve 

které je RLI kovalentně připojeno na protilátku proti gangliosidu GD2, který je typickým antigenem 

exprimovaným buňkami mnoha neuroektodermálních nádorů jako je melanom, gliom či neuroblastom. 

RLI je díky anti-GD2 mAb dopraven přímo k nádorovým buňkám, kde může plně rozvinout svůj 

protinádorový potenciál.66  
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3.7.3 ALT-803 

Slibným novým superagonistou IL-15 je ALT-803, který se skládá ze dvou molekul mutovaného IL-15 

(IL-15N72D) kovalentně navázaných na sushi doménu IL-15Rα spojenou s Fc fragmentem IgG1. 

Mutace v IL-15 spočívá v aminokyselinové záměně na pozici 7β, kdy je místo asparaginu zařazen 

aspartát. Tato bodová mutace vede ke zvýšené afinitě mutovaného IL-15 k CD122 oproti 

nemutovanému cytokinu. ALT-803 je schopno indukovat expanzi NK buněk a CD8+ T lymfocytů v tak 

nízkých dávkách, ve kterých je podání IL-15 bez jakéhokoliv efektu.67,68 Po aplikaci ALT-80γ došlo ke 

zvýšení počtu NK buněk, paměťových CD4+ a CD8+ T lymfocytů, neutrofilů a monocytů v periferní 

krvi makaků. 23 V rámci populace NK buněk dochází k nejvýznamnější expanzi subpopulace vysoce 

cytotoxických a migrace schopných CD27+ CD11b+ efektorových NK buněk.69 Farmakokinetická 

analýza ukázala, že tento IL-15 superagonista vykazuje poločas eliminace z cirkulace myši 25 hodin, 

což je v porovnání s IL-15, jehož poločas eliminace nepřekračuje 40 minut, výrazný nárůst.68 ALT-803 

stimuluje zvýšenou produkci INF-Ȗ, zatímco hladiny ostatních prozánětlivých cytokinů zůstávají 

nezměněny.23 

ALT-80γ se osvědčil jako účinné imunoterapeutikum v různých nádorových myších modelech. U myší 

s mnohočetným myelomem 5TγγP došlo po podání 0,β mg/kg ALT-803 k 90% redukci počtu 

nádorových buněk v kostní dřeni oproti myším, které byly léčeny PBS. Aplikace ekvimolárního 

množství IL-15 vyvolala pouze 53% redukci buněk mnohočetného myelomu oproti neléčené kontrole. 

Osm z deseti myší léčených ALT-80γ dlouhodobě přežívalo 19β. den od zahájení experimentu. Žádná 

z myší léčených PBS nepřežila. Přeživším vyléčeným myším byly třetí měsíc od zahájení experimentu 

opět injikovány 5TγγP buňky, které ale nebyly schopny vyvolat onemocnění. In vivo depleční 

experimenty prokázaly, že za protinádorovým účinkem ALT-803 v modelu myšího mnohočetného 

myelomu stojí CD8+ T lymfocyty, neboť jejich deplece vedla k potlačení protinádorového účinku ALT-

803. Deplece NK1.1+ buněk neměla na protinádorovou aktivitu ALT-803 vliv. Paměťové CD8+ T 

lymfocyty, které byly po aplikaci ALT-80γ výrazně stimulovány, exprimovaly ve zvýšené míře 

NKG2D, zatímco exprese CD25 a PD-1 zvýšena nebyla.70 Neméně nadějné výsledky v podobě redukce 

nádorové masy a prodloužení přežívání vykazuje léčba ALT-80γ také při terapii B16F10 myšího 

melanomu, CT26 myšího kolorektálního karcinomu,23 myšího GLβ61-luc glioblastomu,71 chemicky 

indukovaného nádoru močového měchýře72 a lidského MA148-luc ovariálního karcinomu, který byl 

spolu s lidskými NK buňkami aplikován imunodeficientní NOD scid gamma (NSG) myši.73 Zajímavým 

faktem je, že protinádorová odpověď vyvolaná ALT-803 je v různých nádorových modelech 

zprostředkována aktivací různých populací lymfocytů. V případě mnohočetného myelomu jsou to 

paměťové CD8+ T lymfocyty, u glioblastomu jak CD4+, tak i CD8+ T lymfocyty a u nádoru močového 

měchýře a vaječníků NK buňky.70,71,72,73 
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imunokomplexu byl schopen in vivo vázat receptory na buňkách fibrosarkomu; jeho vazba na receptory 

endotelových buněk ale byla protilátkou blokována, čímž došlo k inhibici prokoagulační aktivity TNF-

α při současném zachování jeho protinádorového účinku. Druhá testovaná anti-TNF-α mAb, MAb 47, 

v komplexu s TNF-α inhibovala interakci TNF-α s buňkami endotelu i nádoru, neboť podání komplexu 

TNF-α/MAb 47 nevykazovalo žádný cytotoxický efekt na nádorové buňky a neproběhla ani TNF-α 

signalizace v endotelových buňkách in vitro. Na rozdíl od MAb 32 se tedy MAb 47 jeví jako typicky 

neutralizační mAb.36 
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Závěr 
Vytvoření imunokomplexu cytokinu s jeho anti-cytokin mAb není zárukou neutralizace biologické 

aktivity daného cytokinu. V případě komplexu složeného IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-15, G-

CSF či TNF-α s některými klony anti-cytokin mAb (či solubilním cytokinovým receptorem v případě 

IL-4 a IL-15) může dojít k potenciaci biologické aktivity cytokinu. Manifestace neočekávaného 

agonistického efektu „neutralizačních“ mAb je závislá na vzájemném molárním poměru cytokinu ku 

mAb. Tento jev se zpravidla projevuje in vivo, nicméně u některých cytokinů byl pozorován také in 

vitro.  

Úplné vysvětlení daného jevu zůstává zatím nejasné. Jeho hlavním mechanismem je skutečnost, že 

anti-cytokin mAb vazbou na cytokin zvyšuje molekulovou hmotnost cytokinu a zabraňuje tak rychlé 

eliminaci či degradaci cytokinu, což má za následek mnohonásobně delší poločas eliminace cytokinu z 

cirkulace.  

Pochopení a zkoumání účinků anti-cytokin mAb na příslušný cytokin je klíčové pro klinickou praxi, 

kdy se v případě některých prozánětlivých cytokinů podávají pacientům se zánětlivými onemocněními 

anti-cytokin mAb za účelem neutralizace cytokinu, a tudíž zmírnění zánětlivé reakce. Vzhledem 

k možnosti vytvoření imunokomplexu s paradoxním stimulačním efektem by taková léčba mohla být 

neúčinná či ještě více zhoršovat pacientův stav. Potenciace biologické aktivity cytokinu po utvoření 

komplexu s mAb a prodloužení poločasu eliminace cytokinu z cirkulace mohou však být také 

užitečné. Zejména komplexy IL-2/anti-IL-2 mAb a IL-15/IL-15Rα představují do budoucna slibné 

využití coby protinádorová imunoterapeutika. V případě IL-β komplexů je z klinického hlediska navíc 

nesmírně výhodná selektivní stimulace odlišných buněčných populací v závislosti na použité mAb. 

Zatímco IL-2/S4B6 mají díky selektivní stimulaci CD122high buněk výrazný protinádorový potenciál, 

IL-2/JES6-1, které stimulují CD25high buňky, se naopak mohou uplatnit v léčbě autoimunitních chorob 

či při transplantacích. Možnosti budoucího klinického využití IL-β imunokomplexů nahrává také fakt, 

že v porovnání s volným interleukinem vykazují komplexy nižší toxicitu.  
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