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Abstrakt

Diky své vyznamné schopnosti stimulovat aktivované T lymfocyty a NK bunky je
interleukin-2 jiz dlouhou dobu atraktivni molekulou pro imunoterapii. Avsak jeho velkym
nedostatkem jsou nepiiznivé farmakologické vlastnosti, mezi néz patii velmi kratky
biologicky polocas a zavazna toxicita spojena s vysokymi lé¢ebnymi davkami. Pro mnoho
imunoterapeutickych vyuziti je dale limitujici role IL-2 coby esencialniho rtstového faktoru
pro T regulacni buiiky.

Doposud bylo studovdno né€kolik pfistupt, jak u IL-2 dosdhnout lepSiho
terapeutického potencialu. Nejvyznamnéj$sim z nich jsou pravdépodobné neddvno popsané
IL-2/anti-1L-2 mAb imunokomplexy, které vykazuji o mnoho vyssi a selektivni biologickou
aktivitu oproti volnému IL-2 in vivo. V této diplomové praci jsme se snazili ukazat a
zduraznit vyhody IL-2/anti-IL-2 mADb imunokomplexti nad volnym IL-2 tim, Ze jsme
porovnali jejich biologickou aktivitu. Dale jsme na dvou syngennich mysich nadorovych
modelech (EL4 T lymfomu a B16F10 melanomu) prokazali, ze maji IL-2/anti-1L-2 mAb
imunokomplexy nespornou protinadorovou aktivitu. Tim jsme zdavodnili potencidlni
vyuziti IL-2/anti-IL-2 mAb imunokomplexti v nadorové imunoterapii.

My sami jsme také uplatnili jeden ze zpusobu, jak zvysit stabilitu a polocas 1L-2
in vivo. Proto jsme IL-2 kovalentné¢ konjugovali k syntetickému semitelechelickému
polymernimu nosi¢i na bazi N-(2-Hydroxypropyl) methacrylamidu (HPMA) za vzniku
IL-2-pHPMA konjugatu, obsahujiciho primérné 2-3 polymerni fetézce na IL-2 molekulu.
Ve srovnani s volnym IL-2 jsme charakterizovali biologickou aktivitu tohoto IL-2-pHPMA
konjugatu a wur¢ili jeho maximalni tolerovanou davku a polocas Vv cirkulaci po
intraven6znim podéani. Dulezité je, ze IL-2-pHPMA konjugat prokdzal mnohem vyssi
biologicky polocas (~4h oproti <15 min) a zna¢né vyssi biologickou aktivitu nez volny
IL-2 in vivo.

Nakonec jsme se zamé&fili na solubilni rekombinantni IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy,
které byly popsany jako IL-15 superagonista. Ve snaze popsat IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy
jako zvlast¢ slibnou formu imunoterapie jsme srovnali biologickou aktivitu
IL-15/IL-15Ra-Fc  komplext s volnym IL-15. Prokazali jsme, ze IL-15/IL-15Ra-Fc
komplexy maji vysokou biologickou aktivitu a lepsi vlastnosti nez solubilni IL-15 sam o
sobé&. Navic jsme na mysim EL4 T lymfomu prokazali, ze 1L-15/IL-15Ra-Fc komplexy jsou
efektivni formou nadorové imunoterapie.

Klicova slova

interleukin-2, interleukin-15, IL-2/S4B6 imunokomplex, IL-2/JES6-1 imunokomplex,
IL-15/IL-15Ra komplex, IL-2-pHPMA konjugat, imunoterapie, CD8" T lymfocyty, NK
buriky, T regula¢ni bunky



Abstract

Interleukin-2 possesses strong stimulatory activity for activated T and NK cells and
thus it is an attractive molecule for immunotherapy. However, its unfavourable
pharmacological properties, extremely short half-life and severe toxicities associated with
high-dose IL-2 are the most serious and limiting drawbacks. Moreover, IL-2 has been also
implicated in the homeostasis of T regulatory cells where it plays a decisive role as an
essential growth factor of these cells.

Several different approaches to improve the therapeutic potential of IL-2 have been
studied. Recently described IL-2/anti-IL-2 mAb immunocomplexes which show much
higher and selective biological activity in contrast with free IL-2 in vivo are probably the
most promising of them. In this study, we compared the biological activity of free IL-2 with
IL-2/anti-1L-2 mAb immunocomplexes in order to demonstrate their benefits over free IL-2.
We also demonstrated that IL-2/anti-IL-2 mAb immunocomplexes possess noticeable
antitumor activity in two syngeneic mouse tumor models, namely EL4 T lymphoma and
B16F10 melanoma, if administered early in tumor progression. Therefore, we justified
potential use of IL-2/anti-1L-2 mAb immunocomplexes in tumor immunotherapy.

We covalently conjugated IL-2 to synthetic semitelechelic polymeric carrier based
on N-(2-Hydroxypropyl) methacrylamide (HPMA) with the aim to increase IL-2 half-life
and stability in vivo. Thus we synthesized IL-2-pHPMA conjugate containing an average
2-3 polymer chains per IL-2 molecule. We characterized the biological activity of
IL-2-pHPMA conjugate and determined its maximal tolerated dose and half-life in
circulation upon intravenous administration. Importantly, IL-2-pHPMA conjugate showed
much longer biological half-time (~ 4h versus < 15 min) and superior biological activity
than free IL-2 in vivo.

Finally, we focused on soluble recombinant IL-15/IL-15Ra-Fc complexes,
described as IL-15 superagonist. We compared the biological activity of IL-15/IL-15Ra-Fc
complexes with free IL-15 in order to describe IL-15/IL-15Ra-Fc complexes as particularly
promising molecular targets for future application in immunotherapy. We demonstrated that
IL-15/IL-15Ra-Fc complexes possess important biological activities and better qualities
than soluble IL-15 alone. Furthermore, IL-15/IL-15Ra-Fc complexes proved to be effective
form of tumor immunotherapy of established EL4 T lymphoma in mice.

Keywords

interleukin-2, interleukin-15, 1L-2/S4B6 immunocomplex, IL-2/JES6-1 immunocomplex,
IL-2-pHPMA conjugate, IL-15/IL-15Ra complex, immunotherapy, CD8" T cells, NK
cells, T regulatory cells
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1. UVOD

V nékterych oblastech mediciny je imunoterapie pro svou snahu vyvolat, posilit ¢i
naopak utlumit imunitni odpovéd” vhodnym typem 1écby. Takovou oblasti je naptiklad
lé¢ba nadort, ve které ma imunoterapie oproti radioterapii ¢i chemoterapii mnoho vyhod.
Nespornou vyhodou nadorové imunoterapie je schopnost indukovat vysoce selektivni nic¢eni
nadorovych bungk, a to navic obvykle nezéavisle na jejich bunééném cyklu. A pokud nejsou
nadorové bunky pfili§ pocetné, mohou byt totalné eradikovany, ¢imz miize byt zajiSténo
trvalé vyléCeni pacienta. Zvlast¢ G¢inna by mohla byt imunoterapie k odstranéni
tzv. zbytkové nemoci po chirurgickém odstranéni nddoru ¢i radio/chemotreapii.

V soucasné dob¢ je jednim z léCebnych imunoterapeutickych pfistupti podavani
(rekombinantnich) interleuking, tj. cytokini regulujici adaptivni a vrozené imunitni
odpovédi. Klinické pouziti cytokinové imunoterapie je nejlépe popsano pro interleukin-2
(IL-2) u pacienti s nddorovym onemocnénim. IL-2 se s tspéchem vyuziva pro ex vivo
aktivaci a expanzi nadorové specifickych CTL a LAK bungk, které se po navraceni do
obéhu pacienta podili na specifické eliminaci nadoru. AvSak systémova lécba nadort
pomoci IL-2 se potykd s mnoha nedostatky. Jednim z nich je wvysokd schopnost
T regulacnich (Treg) bunék vyuzivat IL-2, ktera je u aktivovanych a efektorovych
T lymfocyti nizsi, nebo maximalné srovnatelna. Podavani IL-2 tak vede ptednostné¢
k homeostazi a tvorbé Treg bun€k, coz muize kolidovat s/ inhibovat indukci specifické
imunitni odpovédi a je pravdépodobné také diivodem limitované efektivity 1éCby. Dalsi
nedostatky aplikace IL-2 v klinické praxi jsou pro pouziti cytokini v imunoterapii
zobecnitelné a vychazi z nékolika biologickych problému. Jednim z nich je extrémné kratky
biologicky polocas cytokinti v organismu a s nim spojena nizka terapeuticka aktivita. Pro
dosazeni terapeutického efektu, ktery je podminén dostateCnym zvySenim systémové
koncentrace cytokinu v obéhu, je proto nutné podavat vysoké 1é¢ebné davky. Ty jsou ale
bohuzel spojené se zavaznymi toxickymi ucinky, vyplyvajicimi z dalSich biologickych
aktivit daného cytokinu. Ackoli je tedy systémova IL-2 terapie pomérné efektivni formou
1écby melanomi a karcinomtl, je doprovazena az zivot-ohrozujici toxicitou.

Systémova lécba cytokiny je tedy i pies své nesporné piinosy stale problematicka.
Pro efektivni vyuziti cytokind v imunoterapii je v budoucnu nutné optimalizovat stavajici
terapii ¢i najit nové lé¢ebné pristupy, které by byly co nejSetrnéjsi k pacientovi, a ptitom by
bylo dosazeno vysoké terapeutické aktivity. Elegantni nahradu za problematickou IL-2
terapii by mohly piedstavovat nedavno popsané IL-2/anti-IL-2mAb imunokomplexy. Ty

vykazuji oproti volnému IL-2 mnohonasobné vyssi biologickou aktivitu in vivo a navic i
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schopnost selektivné ovliviiovat imunitni reakce. V zavislosti na povaze pozadované
polarizace imunitni odpovédi by pouzitim IL-2/anti-IL-2mAb imunokomplext bylo mozno
dosahnout vysoké efektivity pfi rapidnim snizeni davky a poctu 1écebnych cykli, ¢imz by
se podatilo minimalizovat ¢i zcela obejit vedlejsi uc¢inky systémové podaného IL-2.

Nejen jako alternativa IL-2 byl pro imunoterapii navrzen interleukin-15 (IL-15).
Ten s IL-2 sdili mnohé biologické vlastnosti, av§ak vykazuje oproti nému vyssi bezpe¢nost
a pfi ovliviiovani nékterych slozek imunitniho systému také vy$§i u€innost. Nicméné
pouziti IL-15 v imunoterapii se opét potyka s problémem nizkého polo¢asu v ob&hu a tedy
nizkou terapeutickou ucinnosti. Pfi hledani alternativ byly v nedavné dob&é popsany
solubilni IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, které oproti volnému IL-15 vykazaly vysokou
biologickou aktivitu.

V této diplomové praci jsme se vénovali jednotlivym zpisobim, jak potencovat
biologickou aktivitu IL-2 a IL-15. Popsali jsme vlastnosti IL-2/anti-IL-2 mADb
imunokomplext a IL-15/IL-15Ra-Fc komplext s ohledem na zdtraznéni jejich kvalit oproti
pfislusnému volnému interleukinu. Dale jsme se aktivné pokusili o potenciaci aktivity IL-2
syntézou IL-2-pHPMA konjugatu, tj. molekuly IL-2 s vyssi molekulovou hmotnosti, a tak
omezenou rendlni filtraci oproti volnému IL-2. Pfi syntéze tohoto konjugéatu jsme vychézeli
z popsanych piistupii uplatnénych pro prodlouzeni biologického polocasu a zvyseni
stability cytokind in vivo. U dosud nepopsaného konjugatu IL-2-pHPMA jsme ur¢ili
biologicky polo¢as a veénovali se charakterizaci jeho biologické aktivity Vv kontrastu

s aktivitou volného IL-2.

Hlavni cile diplomové prace Ize shrnout takto:

- charakterizovat IL-2/anti-1L-2 mAb komplexy
o biologicka aktivita IL-2/JES6-1 imunokomplexti in vitro a in vivo
o biologicka aktivita IL-2/S4B6 imunokomplex in vitro a in vivo
o porovnat s volnym IL-2

- charakterizovat IL-2-pHPMA konjugat
o biologicka aktivita in vitro a in vivo
o polocas v cirkulaci
o maximalni tolerovana davka
o porovnat s volnym IL-2

- charakterizovat IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy
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o biologicka aktivita in vitro a in vivo
o porovnat s volnym IL-15
- otestovat protinadorovy potencial IL-2/anti-IL-2 mAb komplexd, IL-2-pHPMA

konjugatu a IL-15/IL-15Ra-Fc komplext na experimentalnim modelu in vivo
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II. LITERARNI PREHLED

1.1 Biologie IL-2 a IL-15

11.1.1 Interleukin-2 a interleukin-15

Funkei imunitniho systému je vyvinout imunitni odpovéd’ nejen proti cizorodym
patogennim organismim a jejich toxickym produktiim, ale i potencidlné¢ Skodlivym
vlastnim strukturam. Nasledné pak vytvotfeni a udrzovani pamétovych T a B lymfocyti,
schopnych rychlé a efektivni imunitni odpovédi na opétovné potkany antigen. Zarovein je
ale nutné ustanovit a udrzovat toleranci K vlastnim tkanim — antigenim, a to eliminaci
autoreaktivnich T lymfocytii. Tyto procesy jsou do jisté miry regulovany cytokiny, malymi
signalizaénimi glykoproteinovymi molekulami, sekretovanymi mnoha druhy bunék.
Cytokiny, které zprostiedkovavaji mezibunécnou komunikaci, jsou ve svém charakteru
pleiotropni a zna¢né redundantni. Pro rodinu vy, cytokini je redundance tc¢inkti pochopitelna
— receptory pro interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21 vSechny sdileji
signaliza¢ni receptovy fetézec y. (CD132) na cilovych bunkach [1].

Dva ¢leny této y. rodiny - IL-2 a IL-15, hraji stéZejni roli v kontrole Zivota a smrti
lymfocytd. Oba interleukiny sdileji také B receptorovy fetézec (CD122), ktery spolu s ¢
vytvaii heterodimerni receptor IL-2/15R, vazici IL-2 a IL-15 se stfedni afinitou [2].
V souvislosti se sdilenymi receptorovymi komponentami, a tim i spole¢nymi signaliza¢nimi
drahami, maji IL-2 a IL-15 fadu piekryvnych imunoregulac¢nich G¢inkd. Ptikladem muze
byt stimulace proliferace aktivovanych T lymfocyt a indukce cytotoxickych efektorovych
bun¢k (CTL). Dale kostimulace proliferace a imunoglobulinové syntézy B lymfocyti
stimulovanych IgM-specifickou protilatkou ¢i CD40 ligandem [3]. A kone¢né stimulace

vyvoje, proliferace a aktivace NK a NKT bun¢k [4].

11.1.2 Kontrastni role IL-2 a IL-15

IL-2 a IL-15 vSak maji pti regulaci imunitni odpovédi také nékteré odlisné i
kontrastni role. IL-2 hraje nezastupitelnou roli v prevenci autoimunity: je dilezity pro
vytvoieni FoxP3-exprimujici populace CD4* CD25" T regulaénich (Treg) bunék v thymu a
na periferii a dale pro jejich ptezivani, expanzi i funkci [5]. Dale se IL-2 podili na
zachovani periferni tolerance a T-bunééné homeostaze indukei aktivaci-indukované
bunééné smrti (AICD), vedouci k eliminaci (nejen self-reaktivnich) T lymfocyti. Oproti

tomu ma IL-15 na T regulaéni buiiky zanedbatelny vliv, piisobi antiapopticky a je schopen
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IL-2-indukovanou AICD potlacit [6]. Kromé toho je IL-15 esencialni pro vytvoreni a
udrZeni stabilni populace vysoce afinitnich pamétovych CD8* CD44"" T lymfocytii [7] a
pro vyvoj a preziti NK bunék [8]. IL-15 dale Siroce pusobi na nelymfocytarni kompartment
imunitniho systému: chrani neutrofily od apoptdzy, zvySuje fagocytdzu a stimuluju sekreci
IL-6, IL-8 a TNFa u makrofdgi a indukuje maturaci dendritickych bunék (DC; zvySuje
expresi CD83, CD86, CD40 a MHCII) [9].

V neposledni fadé¢ se IL-2 a IL-15 rozdilné uplatituji pti indukci subpopulaci
pamétovych CD8" T bunék. Ty jsou dle nyn&jsich poznatkil déleny na centralni (Tcm) a
efektorové (Tem) pamétové bunky, které se 1isi fenotypovymi znaky, funkénimi vlastnostmi
a migratorni schopnosti [10]. Pfitomnost IL-2 preferenéné vede k indukci tkanovych
efektorovych Tem bun€k rychle se akumulujicich v misté zanétu a schopnych rychlé
produkce IFN-y a IL-4. Jejich fyziologickou funkci je tedy pravdépodobné zajisténi rychlé
kontroly nad patogeny. Oproti tomu IL-15 vede k indukci Tcy bun€k produkujicich IL-2 a
exprimujicich CCR7 chemokinovy receptor a L-selektin. Tyto Tcwm bunky nejspise
v sekundarnich lymfoidnich orgénech stimuluji DC builky, poskytuji pomoc B-buitkdm
a/nebo vytvaii druhou vinu T-bunécnych efektorti. Pfestoze doposud panuji o roli téchto
dvou populaci v sekundarni imunitni odpovédi jisté nejasnosti, byla v nékolika odlisnych
modelovych systémech prokdzéna vyssi ucinnost Tcy Ve srovnani s Tgy builkami pii
ochrang pied viry, bakteriemi a nadory [11-12].

Odlisné jsou také fenotypy IL-2 a IL-15 knockoutti. IL-2 ¢i IL-2Ra deficientni mysi
trpi polyklonalni lymfoproliferaci spolu s T-dependentni autoimunitou, reflektujici poruchu
vyvoje T regula¢nich bunék a AICD [13]. Zatimco IL-15 ¢i IL-15Ra deficientni mysi jevi
lymfopénii, vyznacujici se redukci thymovych a perifernich NK bunék, NKT bun¢k a
intestinalnich epitelidlnich lymfocyt, a projevujici se zvySenou (az fatdlni) citlivosti
k mikrobialnim infekcim [14]. VSechny popsané vlastnosti IL-2 a IL-15 indikuji nutnost
vyrovnaného pusobeni téchto dvou cytokini pro dosazeni adekvatni bunécné imunity

béhem imunitnich reakci.

11.1.3 SloZeni receptorii pro IL-2 a IL-15

Signalizace indukovana vazbou IL-2 a IL-15 neprobiha pouze pies spole¢ny dimerni
IL-2/15 receptor, ktery oba interleukiny vaZe s intermedialni afinitou (K, ~ 10%M). Pfi
signalizaci se uplatiuje jesté treti, unikatni receptorova podjednotka, kterd rozpoznava

pouze prislusny cytokin, a tak zajist'uje ligandovou specificitu. V ptipadé IL-2 se jedna o

15



IL-2Ra (CD25) a v piipadé IL-15 o IL-15Ra podjednotku [15], které prestoze determinuji

vazbu toho ¢i onoho cytokinu k receptoru, sdileji mnoho strukturnich rysa [16].

monocyt ¢i dendriticka bunka

IL-2Rot U

y N IL-15R0

|sz/15fz’[5\v, ]

CD8* T lymfocyt ¢i NK bunka

Obr. 11.1: Zpisob interakce IL-2 a IL-15 s receptorovymi podjednotkami svého receptoru. IL-2 je
sekretovana molekula, ktera se vaze k preformovanému vysokoafinitnimu receptoru sloZenému z
IL-2Rao, IL-2/15Rp a IL-2Ry.. Oproti tomu IL-15 je membranové vazan v komplexu s IL-15Re a
trans-prezentovan buiikim nesoucim receptor sloZzeny pouze z IL-2/15Rp a IL-2Ry. Prevzato
z Waldmann TA. The biology of interleukin-2 and interleukin-15: implications for cancer therapy
and vaccine design. Nature Rev. 2006, upraveno.

Pusobeni IL-2 je tedy zprostfedkovano vazbou na IL-2 receptor, ktery se vyskytuje
ve dvou formach. Dimerni IL-2 receptor slozeny z IL-2Rp (CD122) a IL-2Ry, (CD132)
fetézcl, nebo trimerni vysoko afinitni receptor slozeny z IL-2RBy. a IL-2Ra (viz Obr. 11.1).
A zatimco na klidovych bunikach je B a y. fetézec exprimovan konstitutivng, teprve aktivace
T bunék indukuje syntézu IL-2Ra fetézce a uskupeni vysoko afinitniho receptoru
IL-2RaBy.. Obé formy receptoru mohou po vazb¢ IL-2 pienaset signal, avSak trimerni oy
IL-2R vaze IL-2 se 100 vyssi afinitou nez dimerni By, IL-2R [17]. Nizkou afinitu k IL-2 ma
i samotny CD25 fetdzec (K, = 108/M), ktery se viak netiéastni signalni transdukce [18-19].

Trimerni IL-2R se nachazi na aktivovanych T lymfocytech a CD4* CD25" FoxP3™ T
regulaénich bunikach [20]. Pravé Treg buniky jsou charakteristické silnou konstitutivni
expresi CD25 umoznujici formaci vysoko afinitniho trimerniho receptoru a tudiz schopnosti

utilizovat nizké hladiny IL-2. Oproti tomu antigenné specifické CD8" T buiky s
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pam&tovym fenotypem (CD44""), pamétové CD8* T buiky (CD44"" CD122"") a NK
butiky (CD3" NK1.1" DX5") vystavuji na svém povrchu vysokou hladinu dimerniho By,
IL-2/15R [21].

Ol
plasmaticka membrana :
dendritické bunky

-_" trans-prezentace

LISRe  cret™™™

i mmmmmwmwmmwmmmﬂmmm

plasmaticka membrana
CD8* T pamétové bunky

Obr. 11.2: Model IL-15 kvaternarniho komplexu s nazna¢enou trans i cis prezentaci. IL-15 je
V barvé oranzové, IL-15Ra zelené, IL-15Rp modré a y. riZové. Pievzato z Olsen et al. Crystal
Structure of the Interleukin-15-Interleukin-15 Receptoro Complex., J. Biol. Chem. 2007, upraveno.

Oproti solubilnimu IL-2, ktery Se vaze s vysokou afinitou na preformované
heterotrimerni receptory na povrchu aktivovanych bunék [22], je IL-15 sekretovan pouze ve
velmi malém mnozstvi a nachazi se piedev$im ve formé¢ membranové vazané (viz Obr.
I1.1). Pti ni funguje receptorovy fetézec IL-15Ra jako trans-prezentaéni molekula, ktera s
IL-15 vytvafi stabilni, membranové vazany IL-15/IL-15Ra komplex, v némz je IL-15 vazan
se 100 vyssi afinitou nez ma CD25 pro IL-2 [16]. IL-15Ra fetézec tedy stabilizuje IL-15 a
zvySuje jeho biologicky polocas [23]. Komplex IL-15/IL-15Ra je prezentovan okolnim
buiikdm, nesoucim na svém povrchu IL-2/15y. receptor: CD8" T lymfocytiim, pamétovym
CD8" T, y3T, NK a NKT buiikdm (viz Obr. 11.2) [24]. Hlavnim zpiisobem indukce IL-15
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signalizace je pak trans-prezentace vyzadujici kontakt IL-15/IL-15Ra” buiiky s buiikou
nesouci na povrchu IL-15By. (viz Obr 11.2). Takto trans-prezentovany IL-15 poskytuje
dlouhodobéjsi a siln€j$i signalizaci responzivnim bunikam, nez solubilni IL-15 [25].
V soucasné dobé je stile vice diskutovana role cis-prezentace IL-15, pfi niZz dochazi diky
plastickému hinge regionu IL-15Ra k prezentaci komplexu IL-15/IL-15Ra vlastnimu By
receptoru na povrchu bunky (viz Obr. 11.2) [26].

1.L1.4 Zdroje IL-2 a IL-15

IL-2 je produkovan a sekretovan hlavné aktivovanymi naivnimi CD4" Ty lymfocyty
b&hem primarni imunitni odpovédi, méné pak CD8" T lymfocyty a minimalné B lymfocyty
a granulocyty. Aktivované dendritické bunky, NK buitkky a NKT buiiky mohou byt rovnéz
producenty IL-2, avSak biologicka dulezitost takto produkovaného IL-2 je nejasna [27-28].

Po setkani se specifickym antigenem a v pfitomnosti kostimula¢niho signalu,
indukuji Ty lymfocyty expresi nejen IL-2, ale soucasné také CD25, ktery dale umoznuje
vysoko afinitni vazbu IL-2. Nasledna parakrinni (a nikoli autokrinni) signalizace pies IL-2R
je nutna pro proliferaci téchto Ty bun€k a jejich diferenciaci v efektorové bunky [29].
Exprese IL-2 je regulovana zejména na urovni mRNA transkripce a stabilizace [30]. Také
Treg bunky reguluji koncentraci dostupného IL-2. Vyvazuji ho svym vysoko afinitnim IL-2
receptorem, naslednou internalizaci kvarterniho IL-2/IL-2R komplexu ho degraduji, a timto
zpusobem urcuji tempo, velikost a rozsah T bunéénych imunitnich odpovédi [31].

Oproti tomu IL-15 mRNA je konstitutivné exprimovana velkym mnozstvim
bunéénych typt a tkani (napiiklad keratinocyty, fibroblasty, monocyty, makrofagy,
placentou, thymickym epitelem). Avsak detekovat jimi uvolnény IL-15 do supernatantu je
velmi obtizné i pies tuto Sirokou distribuci 1L-15 mRNA [32]. Hlavnimi producenty IL-15
jsou stimulované monocyty a dendritické buiky. Interferony typu | nebo Il v nich indukuji
spoleén¢ s aktivaci NF-kB drahy (vazbou CD40-CD40L nebo TLR4 sLPS)
koordinovanou expresi IL-15 a IL-15Ra na bunééném povrchu [33]. Méné produkuji IL-15
také epitelialni buniky a fibroblasty [34-35]. Produkce interleukinu 15 je kontrolovana
mnoha faktory na urovni transkripce, translace a vnitrobunééného pohybu, pfiCemz se
ukazuje, ze dominantni postaveni ma regulace posttranskripéni [36].

Podminkou pro efektivni pdsobeni IL-15 je soucasna exprese IL-15 a IL-15Ra
nelymfoidnimi bunikami [37]. ROzné izoformy IL-15Ra jsou exprimovany velkym
mnozstvim hematopoetickych i nehematopoetickych bunék a tkani, pficemz exprese

jednotlivych izoforem vykazuje tkanovou specifitu. IL-15SRo mRNA je exprimovana
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napiiklad aktivovanymi T a B lymfocyty, aktivovanymi NK buitkami, NKT bunkami,
makrofagy, dendritickymi buiikami, stromalnimi builkami thymu a kostni diené a také

v mnoha organech zahrnujicich jatra, srdce, slezinu, plice a kosterni svastvo [38].

11.1.5 Signalizace indukovana IL-2 a IL-15

Signalni transdukce zprostiedkovana IL-2 a IL-15 obsahuje spole¢né signalni
molekuly (viz Obr. 11.3). Ty jsou asociované s  a y. fetézcem sdilené¢ho IL-2/15R, avsak ne

s tetézcem IL-2Ra, ktery specifitu vysoko afinitniho receptoru determinuje [1, 3, 39].

X

v
(Syk)
(Src)
Shc
Grb2/SOS STAT3
Ras STATSal/b
Raf
PI-3K
MAPK Akt
Obr. 11.3: Schematické znazornéni signaliza¢nich kaskad spousténych pies IL-2 a IL-15

receptorovy komplex. Komponenty IL-2/15RB a y. jsou sdilené mezi I1L-2 a IL-15 receptory.
Pitevzato z Fehniger TA et al. Interleukin-2 and interleukin-15: immunotherapy for cancer.
Cytokine & Growth Factor Reviews 2002, upraveno.

Spole¢nymi mediatory, spoustéjicimi sdilené signaliza¢ni kaskady, jsou Jak kinazy
(Jakl asociovana s fetézcem a Jak3 sy fetézcem), které zprostredkovavaji fosforylaci
STAT3 a STATS a naslednou signalizaci [1, 40]. Pro bunéénou proliferaci je obzvlaste
dulezita aktivace PI3K-AKT drahy, regulujici transkripéni aktivitu E2F a umoziujici
pruchod stézejnim G; kontrolnim bodem bunééného cyklu. [41]. Aktivace PI3K
zprostiedkovava pres mMTOR a p70S6 kinazu fosforylaci regulaéniho proteinu S6 v ramci

40S ribozomalni podjednotky, coz vede k transla¢ni kontrole mRNA transkripti
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esencialnich pro bunéénou proliferaci, tedy ribosomalnich proteinti a elonga¢nich faktord
[42]. Dale vede signalizace k fosforylaci protein tyrosinové kinaz ze SRC-rodiny (Lck, Syk)
a indukci exprese anti-apoptické molekuly Bcl-2 [43]. Kromé toho je fosforylace IL-2Rf
indukovanad Jak kindzou nezbytnd pro vytvofeni vazebnych mist pro dalSi signalni
molekuly. Vazba Shc proteinu na fosforylovany tyrosin-338 IL-2Rp tak spojuje
IL-2/15 receptor s Ras-Raf-MAPK kaskadou, vedouci k aktivaci komplexu Fos a Jun
transkrip¢nich faktor [44]. V buikach prezentujicich IL-15 byla navic prokazana rekruce
TRAF2  (tumor-necrosis  factor-receptor-associated  factor 2) a Syk kinazy
k cytoplazmatickému konci IL-15Ra, které se Gicastni reverzni signalizace [45].

Jak je tedy zajisténo, ze maji IL-2 a IL-15 i pies sdilené signaliza¢ni komponenty
kromé svych prekryvnych imunoregulacnich G¢inkl také ucinky rozdilné? Pomoci cDNA
mikro¢ipti bylo prokazano, Ze na bunééné tirovni dochazi pasobenim obou cytokini k velmi
podobnému profilu genové aktivace [46]. Odlisné funkce IL-2 a IL-15 in vivo tedy
neprameni jen z jejich piisobeni na odlisné typy bunck. Déle bylo prokazano, ze T-bunécna
proliferace indukovana IL-2 ¢i IL-15 jevi odlisnou citlivost k imunosupresivnimu 1é¢ivu
rapamycinu. Ve studii provedené Dubois et al. byla proliferace indukovana IL-15 avsak ne
IL-2 velmi nachylna k ptisobeni rapamycinu, piestoze bylo pisobenim Ié¢iva pozorovano
snizeni aktivace p70S6 kinazy v odpovédi na oba cytokiny [47]. To vedlo k odhaleni dalsi
signaliza¢ni komponenty pii indukci proliferace T bunék. Aktivace p70S6 kinazy a
vysledna proliferace je IL-15 zprostiedkovana piedevsim pies FK506-vazebny protein 1A
(FKBP12), ktery je na pusobeni rapamycinu citlivy. Oproti tomu IL-2 signalizace
nezahrnuje pouze tuto drahu, ale minimalné jesté jednu dalsi, v niZ se uplatiuje aktivace
p70S6 kinazy ptes FKBP12.6 protein (FKBP1B) [47].

Kromé toho se signalizacni drahy indukované IL-2 a IL-15 1isi také v intenzité
predavaného signalu a zda se, Ze odliSna intenzita signalizace je pro spravny vyvoj
jednotlivych bunéénych subtypt dtlezitd. Oba cytokiny totiz indukuji AKT-PDK1
signaliza¢ni drahu s odliSnou kinetikou - ta Gsti v rozdilnou schopnost 1L-2 a IL-15 fidit
proteinovou syntézu a rust T bunck, a tak ve vysledku odlisn€ ovlivitovat T-bunécné
funkce. Prechodna signalizace ptes IL-15 tedy na molekularni tirovni primarné aktivuje
proliferaci bunék (IL-15 putsobi jako mitogen). Zatimco IL-2 indukuje komplexnéjsi
bunénou odpoveéd’, zahrnujici proliferaci, pfijem aminokyselin a (de novo) proteinovou
syntézu (je tedy skute¢ny ristovy faktor) [48].

Jaky je tedy mechanismus, ktery fidi vystup signalizace? Zda se, ze je to hlavné
dostupnost obou interleukint a jejich receptorovych forem. IL-2 a IL-15 se oba teoreticky

mohou vazat na intermedialni By, IL-2/15R, avSak je-li pfitomen vysoko afinitni IL-2R,
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vyvazuje preferencné IL-2. Tak poskytuje vysoka hladina IL-2Ra zpiisob, jak kontinualné
zachycovat IL-2 nutny pro udrzeni signalizace. Pfi¢emzZ zapojeni spole¢nych podjednotek
CDI122 a v, je podpofeno omezenou IL-15 signalizaci, ktera je limitovana hladinou IL-
I5Ra. Dale oba cytokiny vyvolavaji rychlou receptorem zprostiedkovanou endocytdzu
cytokinu v komplexu s jeho receptorovym fetézcem, ¢imz limituji komponenty receptoru.
Protoze pro signalizaci zévislou na IL-15R je limitujici komponentou IL-15Ra, poskytuje
jeho rychld endocytéza po prezentaci IL-15 Py, komplexu vysvétleni pro prechodnéjsi
povahu signalizace spousSténou IL-15. Signalni transdukce je tedy v ptipad€ IL-15 G€inné
limitovana depleci vysoko afinitni receptorové podjednotky IL-15Ra [26]. Oproti tomu
vazba IL-2 ke svému receptoru vyvola nejen internalizaci receptoru a degradaci IL-2, ale
souCasné také zvySeni exprese CD25. Tim zabrani snizeni exprese receptoru a naopak
umozni aktivovanym T lymfocytim dlouhodobéjsi signalizaci, ktera indukuje proliferaci a
bunéény rust [48-49]. IL-2 a IL-15 se tedy také lisi zptisobem, jakym reguluji expresi svych
receptorii: 1L-2 vyvolava pozitivni zpétnou vazbu, kterd zvysi expresi IL-2Ra, klicové
podjednotky vysoko afinitniho IL-2R. Naopak hladiny IL-15Ro fetézce u CD8" T
kultivovanych s IL-15 klesaji. Regulace hladiny IL-2Ra a IL-15Ra tak poskytuje
jednoduchy avSak u¢inny mechanismus, jak kvantifikovat a ptizpasobit signalizaci pres
spole¢né intermedidtory, vedouci k odliSnym biologickym odpovédim.

Zavérem lze shrnout, Ze nékolik hlavnich faktort prispiva k odlisnému ptisobeni
IL-2 a IL-15: rozdilna distribuce obou interleukini a jejich receptorovych a-podjednotek a

hlavné¢ odlisny mechanismus ptisobeni téchto dvou cytokini pies své receptory.

1.2 Imunoterapie

11.2.1 Imunoterapie pomoci cytokini

Imunoterapie zahrnuje 1é¢ebné postupy podporujici, vyuzivajici anebo naopak
tlumici obranné ¢i regulacni mechanizmy imunity. MuZze byt zalozena na ptfenosu in vitro
stimulovanych efektorovych bunék imunitniho systému (lymfocytli, makrofagu,
dendritickych bun¢k, cytotoxickych T lymfocytli); nebo na podavani aktivnich latek —
imunomodulatorti. Ty zahrnuji Siroké pole rekombinantnich, syntetickych i pfirodnich latek
a ¢asto jsou jimi praveé cytokiny.

Nékteré z cytokind jsou jiz schvaleny pro 1é¢bu pacientli. Patii mezi n€¢ napiiklad
granulocytarni kolonie-stimulujici factor (G-CSF) pro lé¢bu neutropenie [50] a IL-2 pro
lécbu metastatického melanomu a maligniho rendlniho karcinomu. Jiz od roku 1991 jsou

FDA schvéleny také interferony: IFN-B jako 1é¢ivo pro roztrouSenou sklerézu; IFN-a pro
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lé€bu kozniho melanomu, trichocelularni leukémie, maligniho melanomu, folikularni
lymfomu, Kaposiho sarkomu souvisejictho s AIDS a hepatitidy B a C. Dalsi
imunomodulatory — IL-12, rizné chemokiny a IL-15 jsou v soucasné dobé podrobovany

klinickym a preklinickym studiim [51-55].

11.2.1.1 Soucasna IL-2 terapie

Mezi imunomodula¢nimi 1é¢ivy, ovliviiujicimi rozsah a povahu imunitnich
odpovédi, je IL-2 prikopnikem. Je to jiz 22 let (1990), kdy byla schvalena kontinudlni
intravenozni administrace nizké davky IL-2 pro 1é€bu metastatického renalniho karcinomu
Vv Evropé. Osm let poté byla FDA schvalena vysoka jednordzova davka IL-2 pro obecné
terapeutické pouziti také ve Spojenych statech americkych. V soucasné dobé je IL-2,
samostatné nebo v kombinaci s chemoterapii ¢i imunoterapii, schvalen jako standardni
zpusob 1écby metastazujictho melanomu a metastatického renalniho karcinomu. Pro
pacienty s metastdzujicim karcinomem ledviny dokonce imunoterapie pomoci IL-2
predstavuje primarni farmakologickou 1écbu.

Interleukin-2 je také vyuzivan pro expanzi T lymfocytt a NK bunék pted adoptivni
terapii [56]. A dale pro imunoterapii s vyuzitim LAK bungk - pfi této terapii jsou pacientovi
purifikované PBMC ¢i izolované T lymfocyty a NK buiky in vitro stimulovany
rekombinantnim IL-2 a nasledné vraceny zpét do ob¢hu pacienta. Takto stimulované LAK
bunky vykazuji na MHC-nezavislou cytolytickou aktivitu, jsou schopny zabijet NK-
rezistentni nadorové buriky a potlacovat vznik metastaz [57-59]. Tento piistup je pomérné
uspéSny pii lécbé mnoha typi nadort, napiiklad gastrointestindlnich, metastatického
melanomu, ovarialniho a renalniho karcinomu [57-59].

Od roku 2005 byl IL-2 testovan pro 1é¢bu HIV a AIDS. Avsak nedavné vysledky
dvou multicentrickych klinickych studii - SILCAAT a ESPRIT — shledaly, ze zahrnuti IL-2
k standardni HIV terapii nemélo zadny efekt na riziko umrti ¢i vyskyt oportunistickych
infekci. Ackoli IL-2 skute¢né stimuloval poéty CD4" T lymfocytil, u n&kolika pacientii
dokonce vyznamné, coz bylo spjato s celkovym zlepSenim zdravotniho stavu. Nicméné,
FDA rozhodla, ze naklady spolecné s riziky spjatymi s vedlej$imi ucinky IL-2 1éCby
pievazily tyto benefity a shledala IL-2 neefektivnim [60]. Kromé toho ovéfuji probihajici
klinické studie pouziti IL-2 pro 1é¢bu chronickych virovych infekei a jako adjuvans pfi
vakcinaci [61].

Slibné vysledky ptinesly dvé nedavné klinické studie, ve kterych bylo podavani
nizkych davek IL-2 vyuzito k preferencni expanzi Treg bunék. Aniz by se zménily pocty
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efektorovych T lymfocytl, vedla tato terapie u pacienti s chronickou reakci St€pu proti
hostiteli (GVHD) k naristu poctu Treg buné€k a klinickému zlepSeni u poloviny pacientd
[62]. V druhé studii byl sledovan efekt terapie nizkymi davkami IL-2 na autoimunitni
vaskulitidu vyvolanou infekci virem hepatitidy C. Vysledky této studie potvrdily zvySenou
hladinu funkénich Treg bunék u vsech pacientti a dokonce u 90 % z nich bylo pozorovano
Klinické zlepSeni [63]. Dulezité je, ze ani v jedné studii nebyly zaznamenany zadné

nezéadouci ucinky takto podavaného IL-2.

11.2.1.2 Soucasny stav klinickych studii IL-15

Interleukin-15 byl diky své schopnosti inhibovat IL-2-indukovanou AICD,
mediovat pretrvavani pamétovych CD8" T lymfocytii a expandovat NK buiiky navrZen jako
vhodny cytokin pro imunoterapii. Siroké spektrum imunologické aktivity spojené s absenci
toxicity (vychazejici z preklinickych studii) jej ¢ini obzvlasté vhodnym kandidatem pro
protinddorovou terapii. Pro sdilené vlastnosti s IL-2, avSak oproti nému zvySenou
bezpecnost a ucinnost, byl IL-15 urcen pro 1écbu tam, kde se jiz prokazala ti¢innost 1L-2.
Proto koncem roku 2009 zapocala faze I klinické studie, evaluujici bezpecnost, toxicitu,
davkovani a protinddorovou ucinnost IL-15 u pacientli s metastazujicim melanomem a
renalnim karcinomem [54].

IL-15 je v klinickych studiich také testovan pro lé¢bu imunodeficienci (HIV) a pro
in vitro expanzi a aktivaci T a NK bun¢k. Dale se testuje jeho pouziti jako adjuvans pro
vakcinacni strategie, a to zejména v souvislosti se zvySenim imunogenicity HIV vakcin a
jako soucast vakcin nadorovych [9]. Dalsi smér vyuziti IL-15 byl naznacen V nedavné
preklinické studii, v niz bylo prokazéano, ze IL-15 poskytuje signal preziti T lymfocytim
prenesenym autologni PBMC transplantaci, které jsou velmi nachylné k spontanni apoptoze

[64].

11.2.2  Uskali cytokinové imunoterapie — nizky polo¢as, vysoka toxicita

Imunoterapie s vyuzitim cytokint ale narazi na nékolik biologickych problémd.
Jednim z nich je extrémné kratky polocas cytokini v ob&hu, pohybujici se v fadu né€kolika
minut [65] a s nim spojend nizka terapeuticka aktivita. Protoze po intravenéznim podani
cytokini dochazi k jejich rychlé renalni filtraci a eliminaci z ob&hu, je vysledkem in vivo
polocas typicky 3-20 minut (naptiklad IL-2, IL-4, IL-10, IL-15) [65-66]. To je divodem,

pro¢ je pro dosazeni terapeutického efektu, ktery je podminény dostatecnym zvySenim
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systémového cytokinu v obc&hu, nutno podavat vysoké 1éCebné davky. A z toho také
vyplyva hlavni limitace cytokinové imunoterapie — zavazné toxické vedlejsi ucinky,
zpusobenymi stejnou fyziologickou funkci cytokinu, jaka je zodpovédna i za terapeuticky
efekt. Pro usp&$né vyuziti cytokinu je proto nutné najit takové 1é¢ebné protokoly ¢i
modifikace, aby bylo dosazeno vysoké terapeutické aktivity pii jeSté prijatelné vedlejsi

toxicite.

11.2.2.1 Omezeni IL-2 1é¢by — toxicita, stimulace Treg bunék

Ve snaze o co nejefektivnéj§i imunoterapii je tieba aplikovat vysoké davky IL-2.
AvSak hlavni limitaci takto eskalované 1é¢by je zna¢na toxicita [67]. Tato toxicita vychazi
ze syndromu prusaku z cév (vascular leak syndrome, VLS), ktery vede k akumulaci
intravaskularni tekutiny v organech [68]. Postupné dochazi k plicnimu edému, poskozeni
jater a pripadné az fatalnimu multiorgdnovému selhani. Nedavno bylo prokazano, ze plicni
edém je zplsoben pifimou vazbou IL-2 k vysokoafinitnimu offy. receptoru na plicnich
endotelidlnich bunikach. Ty po lécbé IL-2 zvySuji expresi CD25, a to pravdépodobné proto,
aby snizily lokalni hladinu IL-2 a timto zptisobem zabranily nadmérné stimulaci imunitniho
systému v tak dulezitém organu, jako jsou plice [69].

Podéavani IL-2 ve vysokych davkach je srovnatelné s fizenym navozenim stavu
septického Soku. Nizky krevni tlak, nizka systémova vaskularni rezistence, vysoky srde¢ni
vydej, hematologicka toxicita stupné 3 az 4, jaterni toxicita, renalni toxicita a plicni edém —
ktomu vSemu mize dojit. Ackoli je toxicita téméf vzdy reverzibilni, obvykle je jeji
odstranéni podminéno ukoncenim 1éCby. I pii niz§im stupni toxicity dochazi z divodia
moznosti kontroly a eliminaci vedlejsich u¢inka v prubéhu 1é¢by k hospitalizaci pacientt a
vyjimecné v t€zkych pripadech k umisténi na jednotku intenzivni péce. Lécba vedlejSich
ucinkt zahrnuje podavani dopaminu profylakticky a terapeuticky, neosynephrinu proti
hypotenzi, paracetamolu proti horecce a zimnici, cimetidinu proti piekyselovani zaludku a
oxacilinu proti dysfunkci neutrofild, ktera mize vést az k sepsi. Soucasna 1é¢ba antibiotiky
je rovnéz nezbytna, nebot’ mira sepse bez nich dosahuje az 27%.

Nicméné, lécebny efekt IL-2 terapie neni zanedbatelny. V piipadé pacienti s
metastatickym melanomem dokazal IL-2 podavany ve vysokych davkach zajistit 5-15 let
zivota bez progrese nadoru, coz je nesrovnatelné s konvenéni 1é¢bou chemoterapii [70]. Pi
lécbeé karcinomu ledvin bylo nejvyssi moznou davkou IL-2 dosazeno 1écebného efektu az u
24% pacient. AvSak klinicka odpovéd’, ktera u nich byla pozorovéana, byla asociovana se

zavaznymi vedlej§imi G¢inky a az 4% mortalitou [71]. V protinadorové imunoterapii je
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dal§im omezenim administrace vySSich davek IL-2 to, Ze kromé stimulace efektorovych
bunék protinadorové imunity stimuluje IL-2 soucasné také T regulacni bunky. To je
Achillovou patou této terapie, protoZze piestoZze u pacienti béhem 1écby dochazi k
proliferaci efektorovych bun€k, expandované Treg buiiky dlouhodobé vystavené IL-2
kompenzuji jejich mnozstvi a tim mohou znemoznit u¢innou protinadorovou imunitni
odpovéd [72-73]. To je ziejmé také divod, pro¢ protinddorova imunoterapie vysokymi
davkami IL-2 stabiln¢ dosahuje 15-25% 1écebného efektu [74].

Lécba IL-2 se tedy potykd s mnoha omezenimi a riziky, které je tfeba eliminovat
nalezenim vhodnych alternativnich lé¢ebnych rezimt ¢i modifikaci stavajicich. V sou€asné
dobé¢ jeste stale neni piijat konsensus jak nejlépe IL-2 podavat (v intencich davky, rezimu a
nacasovani podani), aby bylo dosazeno co mozna nejvétsich 1é€ebnych ucinkti a pfitom
byly vedlejsi u€inky minimalni. Hlavni dva lé¢ebné rezimy osciluji mezi efektivnosti
spojenou s vaznou toxicitou (intravenézni podani vysokého bolu IL-2) a nedostateCnym
lécebnym efektem zato bez vedlejSich ucinki (kontinualni nizka davka IL-2 intraven6zng).
Ve snaze vyvarovat se toxicity a pfitom zachovat u¢innost terapie se v nynéjsi dobé zavadi
odlisné protokoly aplikace. V mnoha zemich Evropy se naptiklad osveédcila subkutanni
aplikace IL-2, vykazujici niz$i toxicitu. Také kontinualni nizké davky IL-2 vykazaly
objektivni odpoveéd’ na 1écbu az u 20% pacientii s rendlnim karcinomem, a to bez toxickych
vedlejsich ucinkt [75-76].

Ackoli detailni charakterizace vedlejSich ucinka asociovanych s IL-15 1é¢bou jeste
cekd na dokonceni vSech klinickych studii, studie na mySich a primatech jiz byly
provedeny. Jednozna¢né pozitivnim vysledkem je to, ze IL-15 neindukuje VLS, toxicky
syndrom asociovany s IL-2 1é¢bou. Zadné zvife nevyvinulo autoprotilatky proti lidskému
rekombinantnimu IL-15. V zadné studii nebyla pozorovana hemodynamicka nestabilita ani
selhani ledvin. Jedinou zménou byla neutropenie, kterd se zda byt zavisla na davce a

schématu 1é¢by, a je vzdy plné reverzibilni [9].

11.2.3 Experimentalni pristupy k prekonani vysoké toxicity a nizké u€innosti
cytokinové imunoterapie

Ve snaze zvysit biologickou aktivitu cytokint in vivo jiz bylo s vét§im ¢i menS§im
uspéchem vyuzito mnoho experimentalnich piistupti. Jednim z nich je konjugace cytokini
k vétsim proteinim (jako je naptiklad albumin) a tim oddaleni jejich rychlé renalni filtrace.
Pod nazvem albuleukin byl vytvoren fuzni protein rekombinantniho lidského albuminu a

IL-2, u néhoz bylo prokazano prodlouzeni polo¢asu v ob&hu na 6-8 hodin. Albuleukin navic
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v myS$im modelu B16F10 metastatického melanomu a RenCa renalniho karcinomu prokazal
protinadorovou aktivitu srovnatelnou ¢i lepsi nez samotny IL-2 a postoupil do klinickych
studii. Studie vSak jiz byly pro nevalné vysledky ukonceny [77-78]. Také chemicka
modifikace rekombinantniho IL-2 kovalentnim pfipojenim polyethylen glykolu zvysila
biologicky poloc¢as IL-2 [79]. Navic, tento PEG-rIL-2 vykazal vyssi protinddorovou aktivitu
v my$im modelu karcinomu délozniho ¢ipku [80], hepatomu [81] a Meth A sarkomu [79]
nez nemodifikovany IL-2. Podobné jako Albuleukin postoupil PEG-rIL-2 do klinickych
studii, avSak ty byly ve fazi I/Il rovnéZ ukonceny pro nevalné vysledky.

DalSim ptistupem pro zvyseni biologického polocasu je konjugace cytokinu s IgG
protilatkou - vytvofeni imunoglobulinovych fuznich proteini [65]. Jiz bylo vytvofeno
mnoho faznich proteini s tézkym fetézcem IgG, ve kterych byla cilova molekula geneticky
fuzovéana k hinge regionu a CH2 a CH3 regionim Fcy. Ptikladem agonistickych faznich
proteinti mohou byt cytokiny (IL-2/lg [82], IL-10/1g [83], IL-15/Ig [84]) a také cytokinové
receptory (solubilni IL-15-Ra-Fc [85]). NejvyznamngjSim antagonistickym fiznim
proteinem je inhibitor kostimulace CTLA-4-Fc, ktery byl extenzivné vyuzit zejména pro
objasnéni role B7-mediované kostimulace v mnoha imunitnich odpovédi [86-89]. Vsechny
tyto fuzni proteiny jsou diky Fc regionu IgG obdatfeny nékolika klicovymi atributy. Jejich
nejdulezitéjsi charakteristikou je vyjimeéné dlouhy biologicky polocas v organismu ve
srovnani s polo¢asem puivodni nefuzované molekuly. Naptiklad u IL-10 se fuzi s Fc ¢asti
IgG zvysil polo¢as ptivodni molekuly z 20 minut na 35 hodin [90]. A u IL-2 bylo dokonce
prokazano az 200nasobné prodlouzeni polocasu v obéhu [82]. Fc sekvence dale fiznim
proteinim umoziuje divalentni prezentaci cytokinu (¢i jiné molekuly) a jednoduchou
purifikaci diky vazebnému mistu pro stafylokokovy protein A.

V piipadé vysoko afinitniho o fetézec IL-15 receptoru se osveédcéila kombinace
mysiho solubilniho sIL-15Ra a Fc ¢asti lidského IgG1 (sIL-15Ra-Fc). Tento fuzni komplex
nejenze jevi vyssi polocasu v séru, ale také znacnou schopnost potencovat aktivitu IL-15 in
vivo [85]. Stejné efekty jako IgG1 mélo i pouziti Fc ¢asti lidského IgG2 a IgG3. Naopak
zkusebni konstrukt s lidskym fragmentem IgG4 byl nefunkcni jiz ve smyslu stimulace
proliferace NK bungk in vitro [91]. Pro dosazeni agonistického efektu vysledného fazniho
proteinu je tedy dulezité vhodné zvolit izotyp konjugované IgG protilatky.

V posledni dob¢ je nejvice studovanym piistupem jak zvysit biologickou aktivitu a
soucasn¢ snizit vedlejsi ucinky tvorba cytokinovych komplexii. Tedy vyuziti specifickych
monoklondlnich protilatek za vzniku komplexti cytokin/anti-cytokin  mAb anebo
specifického solubilniho receptoru za vzniku komplexu cytokin/receptor. Pficemz oba z

téchto pristupi jsou podporeny pozorovanim prirozené se vyskytujicich agonistickych

26



komplext cytokin/protilatka a cytokin/receptor v organismu [92]. Cytokinové komplexy

jsou pro svou dilezitost v této praci popsany v samostatné kapitole.

1.3 Cytokinové komplexy (superagonisticka forma volného cytokin)

Umeéle piipravené komplexy cytokin/anti-cytokin monoklonalni protilatka
(cytokin/mAb) nebo cytokin/solubilni receptor (cytokin/sR) byly doposud studovany pouze
pro nékolik cytokinti, a to konkrétné: IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7 a IL-15. VSechny
komplexy zahrnujici tyto cytokiny sdileji dulezité vlastnosti: zvySuji polocas cytokinu v
systému a vedou ke zvySeni jeho aktivity in vivo, tj. indukuji vyznamné zmény v imunitnim
systému narozdil od volnych cytokind. Pfi¢emz existuji dva hlavni mechanismy, jakymi ke
zvySeni biologické aktivity cytokinu dochazi. V piipadé IL-4/mAb a IL-6/mAb komplext
(a pravdépodobné taky IL-7/mAb [21]) je esencialni zvySeni biologického polocasu
cytokinu v komplexu, avSak cytokiny musi byt z komplexu uvolnény, aby mohly ucinkovat.
Kdyz je toto uvolnéni blokovano velkym nadbytkem volné monoklonélni protilatky, ztraci
cytokin/mAb komplex svou aktivitu a stiva se neutralizujicim antagonistou daného
cytokinu [92]. Oproti tomu kvysoké biologické aktivit¢ komplext IL-2/mAb ¢&i
IL-15/sIL-15R neptispiva pouze zvyseni biologického polocasu cytokinu. V ptipadé IL-2
imunokomplext se Vzavislosti na typu IL-2 monoklondlni protilatky uplatiuje jeste
selektivni utilizace cytokinového imunokomplexu buikami exprimujicimi dimerni ¢i
trimerni formu IL-2 receptoru (detailnéji vysvétleno nize). A v ptipadé IL-15/sIL-15R
komplext se uplatiiuje schopnost komplext plné nahradit transprezentaci IL-15. Uvolnéni
cytokinu z IL-2/mAb ¢i IL-15/sIL-15R komplexu tak snizuje biologickou aktivitu
komplexu [21, 85].

Nékolik dalsich vysvétleni vysoké biologické aktivity in vivo bylo navrzeno, vcetné
protekce chemické alternace aktivniho mista, inhibice degradace proteazami a prezentace
bunkami nesoucimi Fc receptor na svém povrchu [67, 93]. V neposledni fadé mohou
protilatky v ramci cytokinového komplexu ovlivnit vazbu cytokinu na extracelularni matrix,
jev ktery byl popsan pro fadu z nich (napiiklad IL-2, IL-3, IL-7) [94]. Zda se, Ze vSechny
tyto faktory do jist¢ miry kooperuji, a to v zavislosti na typu komplexu cytokin/mAb.
Nicméné, agonistické¢ efekty cytokinovych komplexd jsou pozorovatelné hlavné u
komplext, v nichz protilatka chrani cytokin pied degradaci ¢i exkreci a soucasné nedochazi

k blokaci vazebného mista cytokinu pro receptor [95].
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11.3.1 Komplexy cytokinu a specifické monoklonalni protilatky

V nynéjsi dob& jsou mezi komplexy tvoifenymi cytokinem a specifickou
monoklonalni protilatkou studovany napiiklad IL-3/mAb komplexy, které jsou schopny
indukovat az 16nasobné zvyseni poétu zirnych bunék oproti volnému IL-3 [96]. Dale jsou
pfredmétem vyzkumu IL-4/mAb a IL-7/mAb komplexy v souvislosti s indukci B a T
bunééné expanze a maturace. Zatimco volny IL-4 nemé témét Zadny efekt, komplexy
slozené z IL-4 a MAB404 nebo 11B11 u¢inné stimuluji proliferaci CD8" T lymfocytl s
pamétovym fenotypem a zvySuji mnozstvi CD23" bunék ve slezing [93]. Obdobné
IL-7/mAb komplexy vykazuji vysokou biologickou aktivitu oproti volnému IL-7 - plsobi
enormni (200-400n4sobnou) expanzi nezralych (B220" IgM") B bunék a jsou schopny
indukovat homeostatickou proliferaci naivnich a pamétovych CD4" a CD8" T lymfocytl
[97].

Nicméné, nejvyssi pozornost je vénovana IL-2/mAb komplexiim, aktivujicim
maturaci a proliferaci CD8" T lymfocytti a NK bunék v mnohem vy33i mife nez konvenéni
terapiec pomoci volného IL-2 [92-93]. Komplexy IL-2/mAb vykazuji nejen dlouhy
biologicky polocas diky Fc regionu protilatky, ale i selektivitu pro jednotlivé subpopulace
imunokompetentnich bunék. Tato selektivita je dana specifitou monoklonalni protilatky,
ktera svou vazbou na IL-2 limituje vazebné misto cytokinu pro receptor. Komplexy
IL-2/mAb slouzily v této diplomové praci pro demonstraci potenciace biologické aktivity

IL-2; jejich doposud popsané vlastnosti jsou rozvedeny dale.

11.3.1.1 Komplexy IL-2/mAb

V mySim systému mize byt dosazeno selektivity IL-2/mAb komplexu pouzitim
S4B6 anebo JES6-1 Klonu anti-IL-2 monoklonalni protilatky (viz Obr. 11.4) [21].
Analogické vlastnosti byly prokazany pro komplexy slozené z lidského hIL-2 a MAB602
nebo 5344 anti-rhIL-2 monoklonalni protilatky [69]. Klon S4B6 (alt. MAB602) se vaze na
IL-2 tak, ze zabranuje vazbé na CD25 podjednotku vysoko afinitniho receptoru (zakryva
CD25-vazebny epitop IL-2), avsak neblokuje vazebné misto pro receptor s intermedialni
afinitou. Komplexy mlIL-2/S4B6 a hIL-2/MAB602, tak stimuluji CD122"%" populace
bunék: pamétové CD8*, CD8" lymfocyty s pamétovym fenotypem (MP), NK buiky a s
mensi intenzitou také Treq buiiky.

Oproti tomu Kklon JES6-1 (alt. 5344 mAb) vaze IL-2 odlisnym zpusobem,

zabranujicim interakci s receptorem s intermedialni afinitou, a to pravdépodobné zakrytim
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CD122-vazebného epitopu IL-2. Obdobné komplexy mIL-2/JES6-1 a hIL-2/5344 pisobi
specificky na CD25"%" buiiky: pravé aktivované T lymfocyty a Treg buiiky [21, 69, 98].

faa nn
u i
— Fcreceptor h— Fc receptor
—— Anti—IL-2 protilatka — Anti—IL-2 protilatka
S4B6 JES6-1
!NW ‘ﬂ.q — IL-2 - 9 f *’)— IL-2
{ \ { .

Vysokoafinitni

) 4
IL-2 receptor
2 IL-2 receptor
=

Obr. 11.4: Monoklonalni protilatky vazbou odliSnych mist IL-2 stimuluji proliferaci riznych
subpopulaci lymfocytii v zavislosti na typu IL-2R, ktery exprimuji. Obrazek A: IL-2/S4B6 komplex
- stimulace proliferace bunék, nesoucich na povrchu dimerni By. receptor (pamétové CD8" T
lymfocyty a NK buiiky). Obrazek B: IL-2/JES6-1 komplex — stimulace proliferace bunék s vysoko
afinitnim ofy. receptorem (T regula¢ni lymfocyty). Pievzato z Prlic L, Bevan MJ. An Antibody
Paradox, Resolved. Science 2006, upraveno.

8 ¢

Zajimavé je srovnani rekombinantniho lidského fazniho proteinu hIL-2-19G
(imunoglobulinovy fazni protein hlL-2/Fc, viz vyse) s komplexy IL-2/S4B6_ Biologicky
polocas maji t€émeért totozny, avsak schopnost v ekvivalentni davce indukovat expanzi MP
CD8" T lymfocyti jasné favorizuje IL-2/S4B6 komplexy (zhruba trojnasobng) [92]. To je
dikazem, Ze ke zvySené aktivité¢ 1L-2/S4B6 komplext oproti volnému IL-2 pfispiva vice
faktori nez jen samotné prodlouzeni biologického polocasu. Deple¢nimi experimenty
pomoci anti-CD25 mAb a za pouziti CD25" knockoutu bylo prokazano, Ze aktivita
IL-2/S4B6 komplext stimulujicich CD122"9" populace bungk in vivo vyplyva hlavnd
z prodlouzeného biologického polocasu, avSak druhym nejdilezit€jSim mechanismem je
zabranénim interakce s CD25. Pomoci **'I-znadeného IL-2 byl stanoven pologas IL-2/S4B6
imunokoplext v obéhu zhruba na 3 hodiny, tedy asi 50nasobné prodlouzené setrvani
v ob&hu oproti volnému IL-2 [99]. Na druhou stranu pro in vivo aktivitu IL-2/anti-IL-2
mAb imunokomplexi stimulujicich CD25"" populace je rozhodujici zejména ptitomnost
neonatalniho FcRn [98].
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11.3.1.1.1 Komplexy IL-2/S4B6

Jak jiz bylo fe¢eno vyse, komplexy IL-2/S4B6 stimuluji hlavng CD122"%" populace
bunék: hlavné tedy MP CD8" T lymfocyty a NK buiiky. Treg buiiky jsou témito komplexy
stimulovany taktéz (ale slab&ji nez IL-2/JES6-1 komplexy popsanymi niZe), zatimco B220"
B lymfocyty viibec. Lécba IL-2/S4B6 komplexy také zvySuje pocet dendritickych bunék ve
slezing, pocet granulocytd, makrofagl a nezralych myeloidnich bun¢k [100]. Expanze
nékterych populaci dosazené IL-2/S4B6 komplexy jsou velmi silné: naptiklad 7denni
administrace 1,5 pug ekvivalentu IL-2 ve formé IL-2/S4B6 komplext vedla az k 100nasobné
expanzi pamétovych CD8" T lymfocytli a 20-30nasobné expanzi NK bungk [21]. Dochézi
tak k n¢kolikanasobnému zvySeni celkové celularity sleziny, coz vede k jejimu silnému
zvétSeni (splenomegalii) [21, 95]. Zajimavé je, ze pies silné efekty na bunéénou expanzi
nebyly pozorovany zadné zmény v sérovych hladinach IFN-y, TNF, IL-6, IL-4, IL-10 ani
MCP-1 [101]. Nicmén¢ expanze bun¢k je pouze piechodna, dvanact dni po posledni
aplikaci IL-2/S4B6 komplext jsou témét vsechny bunécné populace na hladiné srovnatelné
s kontrolou, pouze poéty pamétovych CD8" T jsou stile na o néco vyssi [101].

IL-2/S4B6 komplexy stimuluji maturaci NK buné¢k, zvySuji u nich hladinu exprese
perforinu, granzymu B, CD25, CD69 a IFN-y [102]. Po 1é¢b¢ IL-2/S4B6 komplexy jevi
téméi viechny CD8" T lymfocyty pamétovy fenotyp, ackoli je komplexy ve skutenosti
neaktivuji. In vivo indukuji IL-2/S4B6 imunokomplexy narozdil od volného IL-2 vysokou
proliferaci aktivovanych naivnich CD8" T lymfocytii. Tyto expandované CD8™ T lymfocyty
exprimuji vysokou hladinu CD25 [99]. Oproti tomu pro naivni T lymfocyty, definované
nizkou expresi CD122 a CD44, maji imunokomplexy IL-2/S4B6 in vivo jen minimalni
stimulac¢ni aktivitu [21]. Nicméné, ty i bez soucasné antigenné-specifické stimulace
prijimaji fenotyp centralnich pamé&tfovych bun&k (central-memory; CD62L" CD44"
CD122%). Tyto CD8" T lymfocyty pamétového fenotypu jevi efektorovou funkénost, i kdyz
snizenou oproti pamétovym CD8* T lymfocytim vznikajicim po fadném setkani
s antigenem [103].

Komplexy IL-2/S4B6 dale zvySuji mnozstvi antigenné-specifickych CD8" T
lymfocyti béhem probihajici imunitni odpovédi. Napiiklad u infekce Vaccinii je celkové
mnozstvi CD8" T lymfocyti specifickych pro dany antigen 1é¢bou komplexy zvyseno az
7x. Expandované T lymfocyty jevi vyssi antigenné-specifickou cytotoxicitu in vivo a vétsi
¢ast z nich je po in vitro restimulaci IFN-y positivni [101].

Diky tomu, ze IL-2/S4B6 komplexy maji pro Treg buiky pomérné nizkou

stimula¢ni aktivitu, je pomér expanze Treg bunék k expanzi antigenné-specifickych

30



CD8" T lymfocytli a NK bungk zna¢né zvysen pravé ve prospéch t&ch druhych. Expanze
téchto efektorovych bunék protinadorové imunity ma dilezité implikace pro nadorovou
imunoterapii. Volny IL-2 naopak tento pomér sniZzuje a favorizuje supresivni prostiedi
mediované Treg bunkami [21, 101]. Naptiklad pro nadorovou tkan plati, ze pomér
favorizujici CD4" CD25" FoxP3" Treg buiiky nad CD8" T lymfocyty je asociovan s horsi
prognézou u pacientl s karcinomem prsu [104], zaludku [105] a ovarii [105-106].

Zda se, ze narust poctu T lymfocytt, ke kterému dochazi in vivo po stimulaci
IL-2/S4B6 komplexy, je zCasti zavisly na expresi 4-1BBL ligandu z rodiny TNF. Bylo
prokazano, ze aplikace IL-2/S4B6 komplexti vede k indukci exprese 4-1BB jak na
adoptivng pienesenych antigenné-specifickych pamétovych CD8" T lymfocytech, tak na
endogennich pamétovych bunikach [107]. Kostimula¢ni receptor 4-1BB je za
fyziologickych podminek indukovan TCR signalem a poskytuje suvival signal aktivovanym
T lymfocytim. Pres néj indukovand antiapoptickd signalizace brani aktivaci indukované
bun&éné smrti T lymfocytdi [108] a klonalni deleci po vystaveni superantigenu u CD8" T
lymfocyta. Tento signal je vSak odliSny od CD28 kostimulace, ktera se vyznacuje klonalni
expanzi a ptipadnym prodlouzenim kratkodobého preziti [109]. IL-2/S4B6 komplexy tak in
vivo indukuji signalizaci pies 4-1BB, ktera je zavisla na pfitomnosti 4-1BBL v organismu a
vede ke zvyseni exprese antiapoptickych molekul Bel-x,. and Bfl-1, ¢imz ptispiva k nartstu
poctu T-lymfocyti [110-111].

11.3.1.1.2 Komplexy IL-2/JES6-1

Komplexy IL-2/mAb tvoiené protilatkou JES6-1 vytvaii oproti IL-2/S4B6 naprosto
odlisny fenotyp in vivo: protoze pusobi specificky na CD25"" buiiky, stimuluji témé&f
vyhradné Treg lymfocyty, aniz by soudasné ovliviiovaly populaci pamétovych CD8" T
lymfocytd. ZvySeny pomér imunosupresivnich Treg bunék (ve srovnani s populaci
pamétovych CD8" T lymfocytil) pak miize byt vyuzit napifiklad pfi terapii autoimunitnich
chorob. Tato skute¢nost muze byt ilustrovana tim, ze podavani IL-2/JES6-1 komplexi po
dobu 10 tydnt zabranilo vzniku diabetu u NOD mysi (nonobese diabetic, mySi spontanné
vyvijejici diabetes) [112]. Selektivni expanze Treg bunék predchazejici organové
transplantaci by také mohla vylepsit uchyceni allogennich organovych Stépt. Tento
imunoterapeuticky model byl potvrzen na my$im modelu, v némz bylo 1é¢bou IL-2/JES6-1
komplexy pied samotnou transplantaci dosazeno trvalého uchyceni 82% allogennich $tépt

pankreatickych ostruvkl. Indukovana tolerance byla tak silna, Ze k rejekei nedoslo ani po
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silné¢ stimulaci ptijemcovych T lymfocytd donorovymi splenocyty depletovanymi na
T-lymfocyty (pouzitimi jako zdroj APC bunék) [113].

Nicméné, IL-2/JES6-1 komplexy stimuluji také proliferaci aktivovanych naivnich
CD8" T lymfocytt in vitro a hlavné in vivo [99]. Takto expandované T lymfocyty vytvafi
stabilni populaci dlouhozijicich bun¢k s pamétovym fenotypem, které jsou po reaktivaci
schopny exprese IFN-y a granzymu B [21]. Proto se zejména pii 1é€bé autoimunitnich
onemocnéni v indukéni fazi, kdy dochazi k aktivaci T lymfocytd exprimujicich vysoko
afinitni IL-2R, uplatiiuje dalsi experimentalni pfistup pro selektivni stimulaci Treg bunék.
Tim je kombinace IL-2/JES6-1 komplexd s rapamycinem, ktery inhibuje proliferaci
efektorovych T bunck, avSak souCasné¢ umoziiuje €i zvySuje proliferaci Treg lymfocytt.
Timto lécebnym rezimem se podafilo vyznamné snizit zavaznost jiz zapoCat¢ EAE
(experimental autoimmune encephalomyelitis, my$i model roztrousené sklerozy) oproti

kontrolnim mys$im, ¢imz byl prokdzan silny terapeuticky efekt této kombinace [113].

I1.3.1.1.3 Nastinéni vyuziti IL-2 komplexi

Pouziti IL-2/mAb komplexii misto volného IL-2 by mohlo byt klinicky velmi
vyhodné. Nejenze IL-2/mAb komplexy jevi mnohonasobné vyssi ti¢innost oproti volnému
IL-2, ale soucasn¢ i moznost selektivné ovliviiovat imunitni reakce. V zavislosti na povaze
pozadované polarizace imunitni odpovédi by tak bylo mozno dosdhnout efektivity pii
rapidnim snizeni davky a poctu 1é¢ebnych cykll, ¢imz by se snad podatilo minimalizovat ¢i
zcela obejit vedlejsi ucinky (VLS).

Z tohoto hlediska se obzvlasté hIL-2/MAB602 komplexy jevi jako bezchybna
nahrada terapie vysokymi davkami IL-2. Plsobeni téchto komplexti je mediovano pies
dimerni By, receptor - nemohou tedy ovlivitovat plicni endotelialni buniky exprimujici afyy.
receptor, tudiz ani indukovat VLS. Tato selektivita pfi ptisobeni na jednotlivé bunécné
populace pteduréuje hIL-2/MAB602 komplexy pro pouZiti v terapiich, kde je potieba cilené
expandovat CD8" T lymfocyty a NK buriky — napiiklad v protinddorové 1é¢bé. Lécbou
hIL-2/MAB602 komplexy by bylo mozno obejit Treg-mediovanou regulaci Kkinetiky,
velikosti a charakteru T bunéénych imunitnich odpovédi a tim by bylo dosazeno piimé a
efektivni stimulace bunécnych populaci, exprimujicich Bye.

Protoze mysi IL-2/S4B6 komplexy dokazou navodit zvySenou protektivni imunitu u
neoCkovanych zvifat, dal$im a ponckud neotielym piistupem by mohlo byt vyuzit

hIL-2/MAB602 komplexy jako adjuvans vakcin. Zejména pro navozeni silné bunééné
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zprostfedkované imunitni odpovédi u vaznych infekcei jako je naptiklad HIV, kde soucasné
vakcina¢ni piistupy selhavaji [114].

Pfi indukci tolerance by se oproti tomu uplatnily IL-2/JES6-1 komplexy, které
V nizkych davkach rovnéz neindukuji VLS, zato jsou nesrovnateln¢ u¢inngjs$i nez stejné
mnozstvi volného IL-2 [69]. Jejich schopnost expandovat T regulaéni buiiky by mohla byt
nesmirn¢ cennd naptiklad pro pouziti v 1é€b&é autoimunitnich onemocnéni a pied

transplantaci pro lepsi uchyceni $tépu.

11.3.2 Komplexy cytokinu a solubilniho receptoru

11.3.2.1 Solubilni IL-15/IL-15Ra komplexy

Cytokinové komplexy mohou byt tvofeny také cytokinem a jeho specifickym
solubilnim receptorem. Myslenka fungovani sIL-15/IL-15Ra-Fc komplexd byla podpotfena
skuteCnosti, ze v organismu pfirozen¢ dochdzi ke $t€épeni membranové formy receptoru
vazané s trans-prezentovanym IL-15 proteinazou TACE/ADAMI17. Vznikaji tak ptirozené
solubilni komplexy IL-15/IL-15Ra, vytvafejici dalsi zdroj IL-15, avSak tentokrat ne
membranoveé vazany a tim limitovany v dostupnosti, ale solubilni a slouzici k aktivaci
sttedn¢ afinniho IL-2/15R [92]. Tyto solubilni IL-15/IL-15Ra komplexy pak mohou puisobit
nejen lokalné, ale i parakrinné ¢i endokrinné (systémove) a soucasné ovliviiovat podstatu
a/nebo délku trvani signalnich procest a dostupnost IL-15 [38]. Velmi pravdépodobné se
jedna o majoritni zptisob IL-15 sekrece [115].

Podanim samotného IL-15 neni mozné dosdhnout takové miry proliferace bun¢k
jako solubilnimi IL-15/IL-15Ra komplexy. Efektivita pasobeni podaného IL-15 je
limitovana dostupnosti volného IL-15Ra, proto je vyhodné podat soucasné i tento vysoko
afinni IL-15Ra [116]. Tak se pro potenciaci IL-15 G¢inkd in vitro a hlavné také in vivo
ukazaly jako velmi potentni solubilni IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, vyuZzivajici vlastnosti
imunoglobulinovych fiznich proteini pro zvySeni biologického polocasu a zaroven

zvysujici biologickou dostupnost IL-15 simulovanim pfirozené transprezentace [85].

11.3.2.2 1L-15/IL-15Ra-Fc komplexy jako superagonisticka forma IL-15

Komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc maji mnohem vyssi stimulacni efekt nez IL-15
samotny, a to jak in vitro (5-10x), tak pfedevsim in vivo (zhruba 50x). Vysvétlenim je
prodlouzeni biologického poloc¢asu IL-15 v komplexu, ale hlavné simulace pfirozené

transprezentace IL-15. Diikazem je obnoveni populace NK1.1* DX5" NK bungk a
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MP CD8" T Ilymfocyti po podani IL-15/IL-15Ra-Fc komplexil IL-15Ro” mysSim
(deficientni na CD122"%" populace, tj. pam&tové CD8" T a NK buiiky). Preasociace IL-15
komplexti je dulezita, vyplyva totiz z Glohy sIL-15Ra-Fc/IL-15 komplexu: prezentovat
IL-15 jednotlivym subtyptiim buné€k, exprimujicich IL-15RBy.. Diikazem je vyssi proliferace
bunék oproti souCasnému podani IL-15 a IL-15Ra-Fc [85]. Aplikace samotného
IL-15Ra-Fc neprokézala vliv na prezentaci endogenniho IL-15 MP CD8" butikam, tedy ani
zadny blokacni efekt na jejich proliferaci. Je to dano tim, Ze IL-15 ma pouze jedno vazebné
misto pro interakci s IL-15Ra, tudiz kdyz uz je jednou obsazené, interakce s IL-15Ra-Fc
nemuze prob&hnout [85]. Dojde-li tedy v organismu k spontanni disociaci IL-15Ra-Fc
z komplexu, neni tim zabranéno terapeutickému efektu.

In vitro testy neukazaly zavislost komplexti na FcR signalizaci pro indukci
proliferace [116], nicméné vazba na Fc-receptory bude mit pravdépodobné podpurnou roli,
nebot’ efekty signalizace pies sIL-15Ra-Fc/IL-15 komplex jsou redukovany v Fc receptor-
y-negativni mysi [91].

Rubinstein et al. (2006) ve svych vysledcich dokazuji superagonistické ptsobeni
komplext, vznikajicich vazbou solubilniho lidského IL-15 Kk solubilnimu my$imu IL-15Ra-
Fc konstruktu. In vitro tento komplex u¢inné expanduje pamétové CD8" T lymfocyty,
CD122"%" NK buiiky a dokonce v mensi mife i naivni CD8" CD44"° CD122'° T lymfocyty
[85, 116]. Protoze citlivost bun¢k k mnozstvi podaného komplexu vzdy koreluje s mirou
davky podaného komplexu [91]. To bylo potvrzeno na modelu CD122" CD8" T lymfocyta
¢i podanim bloka¢ni CD122 protilatky [116]. V souladu s touto skute¢nosti B lymfocyty
nereaguji na piitomnost komplexii viibec [117] a CD4" T lymfocyty jen mirné [116]. Kvili
podstatné niz$i hlading exprese CD122 jsou pamétové CD4" T lymfocyty schopny
efektivné utilizovat 1L-15 pouze v absenci pamétovych CD8* T lymfocytl a NK bunék
[118]. sIL-15/IL-15Ra komplex je také schopen expandovat IL-15 responzivni buiiky (NK
a CD8" CD44" T lymfocyty) ziskané z perifernich tkani v in vitro tkafiové kultufe. [85].

Komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc jsou az 50x ucinnéj$i nez volny IL-15 in vivo.
Aplikace komplexu IL-15/IL-15Ra-Fc vede k troj- a vicenasobné proliferaci >95%
adoptivné prenesenych MP CD8" bunék, ve srovnani s méné nez 5% u stejného mnozstvi
samotného IL-15 in vivo. Shodny efekt byl pozorovan i pro antigenné specifické pamétové
CD8' T lymfocyty a NK butiky [85].

Kinetické studie, sledujici proliferaci CD8" T lymfocytli prokazuji, Zze nejvyssi
proliferace je dosazeno 4. den po podani jedné davky IL-15/IL-15Ra-Fc. Stupen proliferace

pozorovany pii aplikaci komplextli, nemtize byt dosazen ani velkymi davkami samotného
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IL-15. Proliferace CD8" T lymfocytl in vivo totiz jevi pfi podani 12 ug samotného IL-15
plato fazi, tj. nedochazi k vyssi proliferaci pfi dale se zvysujicich davkach 1L-15 [116].

In vivo indukuji preasociované IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy také proliferaci
naivnich T-lymfocyti, i kdyz az pfi vysSich koncentracich IL-15 [85]. I v nepfitomnosti
antigenniho stimulu v nich imunokomplexy indukuji masivni proliferaci (klonalni expanzi)
a vyvinuti efektorovych funkci (antigenné specifickou lytickou aktivitu), nasledovanou
zmenSenim populace (retrakci) a nakonec ustici ve vytvoreni stabilni populace pamét'ovych
CD8" T lymfocytii. Vzniklé pamétové CD8" T lymfocyty jsou po in vitro restimulaci
schopné produkce IFN-y [116].

11.4.2.1 1L-15 komplexy — budouci vyuZiti

IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy maji oproti volnému IL-15 mnoho pfednosti [85, 91,
116]. Jejich hlavni vyhodou je schopnost pIn¢ nahradit pfirozenou transprezentaci IL-15
[85], a tak v cilovych bunkach G¢inn¢ navozovat efektorové funkce. Dalsi vyhodou je pak
delsi zivotnost v séru (az 20nasobna ve srovnani s IL-15) a tim i o0 mnoho vyssi ucinnost,
které pouzitim samotného IL-15 neni mozné pti piisobeni na NK butiky, CD8" a dokonce i
CD4" T lymfocyty (zejména pamétového fenotypu) dosahnout. Tyto vlastnosti preduréuji
IL-15/IL-15Ra-Fc¢ komplexy k wvyuziti v piipadech, kde se jiz ukazuje pozitivni vliv
aplikace 1L-15. Zejména tedy v onkologii a vakcinaci, kde by uc¢inna potenciace efektt
IL-15 mohla mit vyznamny terapeuticky efekt.
Terapie pomoci IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti vedla spole¢né s chemoterapii ¢i adoptivnim
transferem nadorové-reaktivnich CD8" T lymfocytli k delsimu pieziti jedinch &i uplné
regresi nadoru v mnoho mysich nadorovych modelech [119]. Napiiklad v experimentalnim
modelu B16-F; melanomu se po podani IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd u deviti z deseti mysi
nevytvorily metastaze v plicich a jatrech [116]. Déle se v my$im nadorovém modelu TC-1
jako velmi nadéjnd ukazala nadorova vakcina, vyuzivajici ozafené nadorové bunky
exprimujici chimérické IL-15/IL-15Ra konstrukty, pro schopnost vyvolat nadoroveé-
specifickou imunitni odpovéd’ vyjadienou systémovymi protinadorovymi efekty proti
rodi¢ovskému nadoru [120].

Rovnéz preklinické studie provadéné na lidech naznacuji slibné vysledky. Nicméné
moznost, ze zvySena ucinnost IL-15 komplexii povede soucasné k zvySeni toxicity nebo

autoimunité u lidi, je potfeba v dalsich preklinickych a klinickych studiich vyloucit.
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III. MATERIAL A METODY

I11.1 Roztoky

Fyziologicky roztok (Fo)
NaCl 909

Doplnit do 1 1 destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4 M NaOH na 7,35.

Fosfat —fyziologicky roztok (PBS)

NaCl 9,0g
Na,HPO,.12H,0 129
NaH,P0,.1H,0 029

Doplnit do 1 1 destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4 M NaOH na 7,35.

Lyzacni roztok

NH.CI 8,39
KHCO, 109
Na,EDTA . 2 H,0 0,037 g

Doplnit do 900 ml destilovanou vodou, upravit pH pomoci 4 M NaOH na 7,2-7,4 a doplnit
do 1000 ml. Uchovavat pti 4 °C.

Redici pufr (RBT)

PBS 100 ml

1% zelatina 100 ml

PEG 6000 69

Tween 20 0,2 ml (vznikne 0,1 % roztok)
Promyvaci pufr (PBT)

PBS 1000 ml

Tween 20 1 ml (vznikne 0,1 % roztok)

Blokovaci roztok (1% zelatina)

Zelatina 1g
PBS 100 ml
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Roztok na pratokovou cytometrii (FACS roztok)
PBS obsahujici navic: 2 mM Na;EDTA roztok (Invitrogen)

2 % FCS (fetal calf serum, Invitrogen)

Roztok pro magnetickou separaci bunék (MACS roztok)
PBS obsahujici navic: 2 mM Na,EDTA roztok
0,5 % BSA (bovine serum albumin, ICN Biomedicals)

Roztok pro znac¢eni bunék karboxyfluorescein sukcinimidyl esterem (CFSE roztok)
PBS obsahujici navic: 0,1 % BSA

RPMI 1640 s 10 % FCS: médium pro bunééné kultury
450 ml RPMI 1640:

zakladni aminokyseliny: Arg, Asn, Asp, Cys, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe,

Pro, Tyr,;
soli: Na,HPO, NaCl, KClI;
pufrovaci roztoky: NaHCOj3; -7,5 % roztok
tkanova H,0O
5ml glutamin (200 mM, Sigma-Aldrich)
5ml antibiotika (10 000 U penicilin + 10 mg streptomycin/ml, Sigma-Aldrich)
5ml  Na-pyruvat (100 mM, Sigma-Aldrich)
5ml HEPES (1,5 M, pH 7,2; Sigma-Aldrich)
0,5 ml 2-merkeptoethanol (50 mM, Sigma-Aldrich)

50 ml fetalni teleci sérum (FCS) s inaktivovanym komplementem

111.2 Bunky

1I1.2.1 Pouzivané bunééné linie

YAC-1 bunécna linie (ATCC) je odvozena z lymfomu indukovaného Mo-MuLV virem
(Moloney murine leukemia virus), z mySiho inbredniho kmene A/Sn (Kiessling et al.,
1975). YAC-1 bunky jsou vysoce citlivé k NK cytolytické aktivité. Bunky jsou v in vitro

systému suspenzni.

B16F10 kozni melanomova bunééna linie C57BL/6J mysi. Buiky jsou

Vv in vitro systému adherentni.
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EL4 lymfoblastickd buné¢na linie odvozena z lymfomu indukovaného 9,10-dimethyl-1,2-
benzanthracenem v C57BL/6N mysi. Bunky jsou rezistentni ke kortisolu a dexamethason a

sensitivni k PHA. Buriky jsou v in vitro systému suspenzni.

111.2.2 Propagace bunék in vitro, zamrazeni a rozmrazeni bunék

Bunky byly propagovany v kultivaénim médiu, a to bud’ na Petriho miskéach, anebo
v lahvich pro bunééné kultury. Kultivace probihala v kultiva¢nim boxu (Sanyo
MCO-18AIC, Japonsko) pii 37 °C, 100 % vlhkosti a v atmosféte 5 % CO,. Buiiky byly
fedény pii dosazeni vysoké, ale pokud mozno ne maximalni, populaéni denzity.

Zamrazovani bunék bylo provadéno v kultivatnim médiu s 20 % FCS a 10 %
DMSO  (dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich). Buiiky  (10°-10"  bungk/ml)  byly
Vv zamrazovacich ampulich ulozeny do kryokontejneru s izopropanolem a pies noc
ponechany v -70 °C. Poté byly skladovany pii -150 °C.

Buiiky byly rozmrazovéany co nejrychleji ve vodni 1azni (37 °C), poté ptevedeny do
50 ml kyvety a 2x promyty (250 g, 5 min, 4 °C, centrifuga Jouan MR22i, Francie) v&tSim
objemem (20-30 ml) kultivaéniho média. Zivotnost bunék byla uréena pod mikroskopem
pomoci trypanové modfi, vzdy se pohybovala mezi 65-95 %.

S buiikami bylo manipulovano v laminarnim boxu (Telstar Bio-11-A/G, Spanélsko)
za sterilnich podminek. Pocitani bun¢k bylo provadéno pod mikroskopem v
trypanové modii pomoci Burkerovy komurky nebo automaticky na Countess cell counteru

(Life Technologies C10227, USA).

I11.3 Protilatky a cytokiny

111.3.1 Cytokiny

Pouzity rekombinantni mysi IL-2 byl komer¢ni produkt firmy PeproTech. Pouzity
rekombinantni mysi IL-15 byl produktem firmy Prospec.

111.3.2 Konjugat IL-2-pHPMA

Hvézdicovy konjugat poly(HPMA)-IL-2 (tj. IL-2-pHPMA) je molekula IL-2
kovalentné modifikovana prumérné 3 semitelechelickymi poly[N-(2-

hydroxypropyl)metakrylamid] (pHPMA) fetézci [121]. Tento konjugit obsahuje 59
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hmotnostnich % IL-2 a ma oproti volnému mySimu rIL-2 zhruba 4x vyss§i molekulovou
hmotnost (Mw = 62,3 kDa). Konjugat byl syntetizovan na Ustavu makromolekularni
chemie AV CR, v.v.i. v laboratofi prof. Ing. Karla Ulbricha, DrSc. Celé této laboratofi patii
velky dik.

I11.3.3 Priprava imunokomplexi

IL-2 imunokomplexy byly pfipraveny inkubaci IL-2 s anti-IL-2 mAb v molarnim
poméru 2:1. Po 15 min inkubace byly imunokomplexy nafedény PBS na pozadovanou
koncentraci. Obdobn¢ IL-15 komplexy byly pfipraveny inkubaci IL-15 s IL-15Ra-Fc
vV molarnim poméru 2:1. A stejné tak po 15 min inkubace natedény PBS na pozadovanou
koncentraci.

Anti-IL-2 mAb S4B6 byla darem od RNDr. Karla Drbala, Ph.D. z UMG, AV CR,
v.v.i. Anti-IL-2 mAb JES6-1A12 byla komerénim produktem firmy BioLegend,
rekombinantni IL-15Ra-Fc produktem firmy R&D Systems.

111.3.4 Stimulaéni a inhibi¢ni protilatky

Stimulaéni anti-CD3 mAb pouzitd pro stimulaci CD8" T bun&k in vitro byla
komer¢énim produktem firmy eBioscience. Bloka¢ni protilatka CTLA-4-1gG pouzita pii in

vitro stimulaci OT-1 bunék od firmy BD Pharmingen.

111.3.5 Protilatky pouzité v ELISA

Od firmy BD Pharmingen byly pouzity protilatky anti-Rat 1gG2a a RG7/1.30 (anti-Rat
IgG2b). Pro ELISA detekci byla pouzita biotinylovana anti-IL-2 mAb JES6.5H4
(eBioscience), anti-Rat IgGk light chain-biotin (BD Pharmingen) a Extravidin-HRP
(Sigma).

111.3.6 Protilatky vyuzivané p¥i pritokové cytometrii

Pro analyzu pomoci pritokové cytometrie byly pouzity tyto mAb: CD4-APC, CD8-
PerCP-Cy5.5, CD8-A700, CD3-eF450, CD44-APC, CD45.2 (Ly 5.2)-APC, Ly5.2-A700,
CD11b-A700, DX5-PE, IFN-y-PE, 1gG2b-PE, NK1.1-PerCP-Cy55, CD25-PE, CD25-APC,
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Foxp3-PE, CD122-PE (eBioscience), CD4-PerCP, (BD Pharmingen). Bylo dodrzovano

doporucené fedéni protilatek.

I111.4 Experimentalni zvirata

Mysi kmene BALB/c a C57BL/6 byly ziskany z chovu na FGU AV CR, v.v.i.
Transgenni OT-I mysi a B6.SJL (Ly 5.1) mysi byly ziskdny z GMO chovu na UMG AVCR,
v.v.i, kde byly taktéz provedeny vSechny experimenty, ve kterych bylo nutné tyto mysi
pouzit (tj. mysi nebyly transportovany do jiného zvétince). VSechny mysi byly staré 9-15
tydnda.

111.4.1 lzolace splenocyti

C57BL/6 mys byla usmrcena cervikalni dislokaci a byla ji vyjmuta slezina do
MACS/FACS roztoku (MACS pro separaci bun¢k, FACS pro analyzu). Slezina byla
homogenizovana pomoci tkanového disocidtoru (gentleMACS Dissociator), suspenze
bungk prefiltrovana pies 70 um filtr (BD Falcon) a stoéena (250 g, 5 min, 4 °C). Pro
odstranéni erytrocytd byl pelet bunék resuspendovan v 5 ml lyza¢niho roztoku pokojové
teploty, po 10 min byl doplnén MACS/FACS roztokem do 50 ml a stocen (250 g, 5 min,
4 °C). Pelet byl resuspendovan ve 2 ml MACS/FACS roztoku (pro separaci bun&k/analyzu)
nebo 2 ml kultivaéniho média (pro in vitro pouziti) a znovu prefiltrovan. Buiky pak byly

spoclitany.

111.4.2 Izolace splenocyti pomoci Histopaque 1083

C57BL/6 mys byla usmrcena cervikalni dislokaci a byla ji vyjmuta slezina. Slezina
byla homogenizovana v Hanks pufru (Sigma-Aldrich), bunky byly piefiltrovany
pies 70 um filtr, sto¢eny (250 g, 5 min, 4 °C) a resuspendovany v 7,5 ml Hanks pufru. Do
kyvety byly napipetovany 3 ml Histopaque 1083 (Sigma-Aldrich) a pievrstveny 7 ml
bunééné suspenze. Po sto¢eni (350 g, 30 min, 4 °C) doslo k oddéleni mononuklearnich
bunék od erytrocyti. Mononukledrni bunky byly sebrany, promyty Hanks pufrem,

resuspendovany v kultivacnim médiu a spocitany.
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111.4.3 Purifikace (OT-1) CD8" T bunék

Pro izolaci CD8" T lymfocytii byla C57BL/6 my$ usmrcena cervikalni dislokaci a
byly ji vyjmuty superficialni cervikalni, inguinalni, axilarni, brachialni, lumbarni a
mezenteridlni uzliny. V piipadé izolace OT-1 CD8" T lymfocytii je protokol shodny, jen se
jednalo o OT-I mys$. Uzliny byly homogenizovany v MACS roztoku, ptefiltrovany pies
70 um filtr a stoeny (250 g, 5 min, 4 °C). CD8" T buiky byly purifikovany
imunomagnetickou separaci na MidiMACS separatoru (Miltenyi Biotec, Némecko) s
vyuzitim LS Columns (Miltenyi Biotec) a pomoci CD8a" T Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotec). Purifikované CD8" T buiiky byly resuspendovany v PBS nebo v kultivaénim médiu

a spocitany.

111.4.4 CFSE znaceni bunék

Purifikované CD8" T butiky byly stogeny (250 g, 5 min, 4 °C) a dvakrat promyty
ledovym CFSE roztokem. Poté byl pelet bungk resuspendovan (1x107/ml) v CFSE roztoku
piedehiatém na 37 °C a k buitkdm byly pfidany 2 upl 5mM CFDA SE v DMSO na kazdy
I ml bunééné suspenze (Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit, Invitrogen). Poté byly bunky
inkubovany 10 min pfi 37 °C. Pak byly buiiky promyty ledovym kultivaénim médiem a
resuspendovany v ledovém PBS. Takto znacené bunky byly pfipraveny k injikovani do

mysi.

111.4.5 Purifikace NK bunék

Pro izolaci NK bun¢k byla C57BL/6 myS$ usmrcena cervikalni dislokaci a byly ji
vyjmuty superficialni cervikalni, inguinalni, axilarni, brachialni, lumbalni a mezenterialni
uzliny. Uzliny byly homogenizovany v MACS roztoku, ptefiltrovany pies 70 um filtr a
stoceny (250 g, 5 min, 4 °C). NK buiiky byly purifikovany imunomagnetickou separaci na
MidiMACS separatoru (Miltenyi Biotec, Némecko) s vyuzitim LS Columns (Miltenyi
Biotec) a pomoci NK Cell Isolation Kit mouse (Miltenyi Biotec). Purifikované NK bunky

byly resuspendovany v kultivaénim médiu a spoc€itany.
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I11.5 Detekce proliferacni aktivity

111.5.1 Proliferace OT-1 CD8" T bunék in vitro

Purifikované OT-1 CD8" T butiky byly ve 200 pl kultivaéniho média pieneseny do
96 jamkové destitky v mnozstvi 5x10* na jamku. Stimulovany byly 50 nM SIINFEKL
peptidem, nespecifickd aktivace byla tlumena pfidanim inhibicni CTLA-4-1gG o
koncentraci 1 pg/ml. Do jamek bylo poté pfidano 10 pl (rdzné koncentrace) 1L-2, IL-15,
IL-2-pHPMA, IL-2/mAb (S4B6/JES6-1) imunokomplext, nebo IL-15/IL-15Ra-Fc. Vse
bylo provadéno za sterilnich podminek v lamindrnim boxu. Poté byla desti¢ka umisténa do
kultivacniho boxu a buiiky byly inkubovany 72 h. Na poslednich 8 h inkubace bylo k
bunkam p¥iddno 50 pl roztoku *H-thymidinu (20 kBq, Lacomed). Poté byly buiiky z celé
desticky zpracovany na pftistroji Harvester 96 Mach 3 (Tomtec, USA). Membrana (Printed
Filtermat A, Wallac) byla ususena v digestoii za laboratorni teploty. Poté byla zasunuta
s destiCkou plastického scintilatoru (MeltiLex A, Wallac) do foliové kapsy a na
zatavovacim pfistroji (Microsealer, Wallac, Finsko) byl scintilator protaven skrz membréanu.
Meéfeni aktivity (cpm) jednotlivych jamek probihalo na pfistroji MicroBeta 1450 Trilux
(Wallac, Finsko).

111.5.2 Proliferace CD8" T bunék in vitro

Purifikované CD8" T lymfocyty byly pfeneseny do 96 jamkové desti¢ky v mnoZzstvi
5x10* na jamku ve 200 pl kultivaéniho média s anti-CD3 mAb o koncentraci 10 pg/ml.
Do jamek bylo poté ptidano 10 pl (rGzné koncentrace) IL-2, IL-15, IL-2-pHPMA, IL-
2/mAb (S4B6/JES6-1) imunokomplext, nebo IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd. Vse bylo
provadéno za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Dale je protokol shodny s tim vyse

popsanym (111.5.1).

111.5.3 Proliferace NK bunék in vitro

Purifikované NK buiiky byly pieneseny do 96 jamkové desticky v mnozstvi 4,5x10*
na jamku ve 200 pl kultiva¢niho média. Do jamek bylo poté pfiddno 10 upl (rtzné
koncentrace) IL-2, IL-2/S4B6 nebo IL-2/JES6-1 imunokomplexti, IL-15 nebo
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi. Vse bylo provadéno za sterilnich podminek v laminarnim

boxu. Dale je protokol shodny s tim vyse popsanym (111.5.1).
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I111.6 Pritokova cytometrie (FACS)

Analyza bun€k byla provadéna na pritokovém cytometru LSR II (BD Bioscience,

USA) a pro néasledné vyhodnoceni dat byl vyuzit FlowJo software (Tree Star, USA).

111.6.1 Expanze OT-1 CD8" T lymfocytii a dalsich bunéénych populaci in vivo

Purifikované OT-I CD8+ T bunky (Ly 5.2) byly naznaceny CFSE a injikovany
intravenozné (i.v.) B6.SJL (Ly 5.1) mysim (2 mysi/skupina) v obvyklém mnozstvi 1,2x10°
bunék/mys. Po 24 h byly mySim i.p. injikovany 4 nmol peptidu SIINFEKL (MBL
International) ve 250 pl PBS. Ten samy den byla myS$im i.p. podana prvni davka IL-2/mAb
imunokomplext, IL-2-pHPMA, IL-15/ IL-15Ra-Fc, nebo volného IL-2 ¢i IL-15 ve 250 pl
PBS. Dle schématu pokusu byly eventuelni dal$i davky mySim denné injikovany stejnym
zpusobem. Presné davkovani je uvedeno u jednotlivych experimenti. Skuping, ktera
slouzila jako negativni kontrola, nebylo po adoptivnim transferu bunék jiz nic aplikovéno.
Skuping, ktera slouzila jako pozitivni kontrola, byl aplikovan peptid spolu s poly I:C (75 pg,
Sigma- Aldrich). Mysi byly usmrceny 24 h po posledni davce ¢i v jinych ¢asovych bodech
(dle jednotlivych experimenttt). Izolované splenocyty byly analyzovany pomoci prutokové

cytometrie.

111.6.2 Znaceni bunécnych populaci na FACS analyzu

Z B6.SJL (Ly 5.1) mysi byly homogenizaci sleziny izolovany splenocyty. Buiky
byly promyty FACS roztokem a stoeny (250 g, 5 min, 4 °C). S butikami bylo dale
pracovano na ledu. Pelet byl resuspendovan ve FACS roztoku a bunky byly spocitany. Poté
bylo do 96-ti jamkové desticky (dno typu V) napipetovano 3x10° bunék na jamku. Buiiky
byly v desti¢ce stoceny (250 g, 4 min, 4 °C) a poté byly resuspendovany v 50 ul 10 %
mysiho séra a ponechany na ledu. Pro znaceni povrchovych antigent byly stocené bunky
(250 g, 4 min, 4 °C) inkubovany s pfislusnymi monoklonalnimi protilatkami
konjugovanymi s fluorochromem (v 10 pl FACS roztoku) 30 min na ledu ve tmé a poté
tiikrat promyty FACS roztokem.

Pro intracelularni znaceni Foxp3 molekuly byly buiiky resuspendovany ve 100 pl
fixa¢niho pufru (eBioscience) a nechany 30 min na ledu ve tm¢. Poté byly dvakrat promyty

permeabiliza¢nim pufrem (eBioscience), resuspendovany ve 100 pl permeabilizaénim pufru
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s 1 pl anti-Foxp3 mAb a ponechany 30 min na ledu ve tm¢. Poté byly buniky tfikrat promyty
permeabiliza¢nim pufrem.

Na zavér byly bunky resuspendovany ve 100 ul FACS roztoku a preneseny do
polypropylenovych zkumavek se 100 ul 6 % paraformaldehydu (Lach-Ner).

111.6.3 Restimulace CD8" T lymfocytii ex vivo - indukce exprese IFN-y

Suspenze splenocytti izolované z pokusnych B6.SJL (Ly 5.1) mysi byly spocitany.
Buiiky byly sto¢eny (250 g, 8 min, 4 °C) a pieneseny ve 2 ml kultiva¢niho média do 12
jamkové desticky. K buitkkdm byl do kultivatniho média ptidan SIINFEKL peptid do
vysledné koncentrace 50 nM a desticky byly po 6 hodin inkubovany v kultivacnim boxu.
Na posledni 4 hodiny inkubace byl do jamek pfipipetovan Brefeldin A (Sigma-Aldrich) do
vysledné koncentrace 2,5 ug/ml. Buiiky byly analyzovany pomoci prutokové cytometrie.

Bunky byly pfevedeny do FACS roztoku a blokovany mySim sérem viz vySe
(111.6.2). Pro znaCeni povrchovych antigenii byly buiniky inkubovany s pfislusnymi
monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi S fluorochromem (v 10 pul FACS roztoku)
30 min na ledu ve tm¢. Poté byly bunky tfikrat promyty FACS roztokem a bylo provedeno
intracelularni znaceni pomoci IFN-y-PE mAb (eBioscience). Kontrolni znaceni bylo
provedeno monoklonalni izotypovou protilatkou IgG2b-PE (eBioscience). Postup a pouzité
pufry byly shodné jako pti detekci Foxp3. Na zavér byly buiiky resuspendovany ve 200 pl
FACS roztoku a preneseny do polypropylenovych zkumavek.

I11.7 Stanoveni maximalni tolerované davky (MTD)

111.7.1 MTD IL-2-pHPMA Kkonjugatu a IL-2/S4B6 imunokomplexu

C57BL/6 mysi (2-5 mysi/skupinu) byly pfevazeny a oznaceny. Dle predchozich
zkusenosti bylo navrzeno nékolik razné vysokych davek ekvivalentu IL-2
v konjugatu/imunokomplexu. Davka byla mySim podana i.p., a to jeden den anebo pét po
sob¢ nasledujicich dni ve stejnou dobu (piesné schéma uvedeno u jednotlivych
experimenttl). PfiCemz veskeré davky IL-2-pHPMA konjugatu nebo IL-2/S4B6
imunokomplexd byly vztazeny na hmotnost mys$i 20 g a ptipadné navysSeny dle aktualni
hmotnosti mysi tak, aby pomér ucinné latky na hmotnost mysi byl konstantni. Pro zjisténi

toxicity byla béhem né€kolika dni (7-13 dle experimentu) sledovana vitalita mysi a
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zaznamenavana jejich hmotnost v % zméné vahy oproti pivodnimu (nelécenému) stavu.

Umrti byt jediné mysi ve skuping indikovalo ptesazeni MTD.

I111.8 Stanoveni polo¢asu v obéhu

111.8.1 Ziskani vzorka

V case 0 byly C57BL/6 myS$im (2 mySi/skupina) iv. aplikovany 2 pg IL-2
ekvivalentu IL-2-pHPMA, IL-2/JES6-1 komplexu anebo IL-2 v 250 ul PBS v ¢ase 0. V
casovych intervalech: 3 min, 15 min, 1 hod, 2, 4, 6, 8, 24 a 48 hodin po aplikaci vzorki
byly vzdy dvé kontrolni myS$i vykrveny (podstfizenim krkavice) do eppendorfek na ledu.
Krev se nechala v lednici 30 minut srazit a poté byla centrifugovana pii vysokych otackach
(14 000 rpm, 10 min, 4 °C) pro zisk séra. Sérum bylo pfeneseno do nové eppendorfky a
znovu centrifugovano. Cisté sérum bez zbytkd krve bylo pouzito pro ELISA detekci.

111.8.2 ELISA stanoveni koncentrace IL-2-pHPMA ve vzorcich séra

Pro detekci koncentrace IL-2-pHPMA v séru byla pouzita sendvicova ELISA. NUNC
MaxiSorp 96-ti jamkova desticka byla pies noc v lednici inkubovana s anti-mouse
JES6.1A12 (Biolegend) o konc. 5 pg/ml (fedéné v PBS). Dalsi den byly jamky 2 h pii
pokojové teploté¢ (RT) blokovany blokovacim roztokem (na tfepacce). Po promyti jamek
promyvacim roztokem byly naneseny zahusténé vzorky a kalibra¢ni fada séra s definovanou
koncentraci IL-2-pHPMA (kontrola). Desticky byly inkubovany na tfepacce 2 h pii RT. Po
promyti jamek promyvacim roztokem byla nanesena protilatka anti-mouse JES6.5H4 —
biotin (eBioscience) o konc. 0,05 pg/ml (v fedicim roztoku). Desticka byla inkubovana
1,5 h RT na tfepacce. Nasledovalo promyti jamek promyvacim roztokem a naneseni
extravidin-HRP (Sigma) o konc. 0,05 pg/ml (v fedicim roztoku). Desti¢ka byla inkubovana
1h RT na tfepacce. Po poslednim promyti byl pfidan substrat 3,3",5,5 -tetramethylbenzidine
(TMB, Sigma) a desticky byly inkubovany ve tmé& (max 10 min). Reakce byla zastavena
2 M H,SO,4. Absorbance byla vyhodnocena pii 450 nm na pfistroji BIOLISA. Z kalibra¢ni
kiivky IL-2-pHPMA byla vypoctena koncentrace v séru v riznych casovych bodech od
pocatec¢niho podani.

Stejnym zplUsobem byla stanovena koncentrace IL-2 v séru (pro kalibraci byla

pouzita kalibra¢ni fada séra s definovanou koncentraci IL-2).
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111.8.3 ELISA stanoveni koncentrace IL-2/JES6-1 ve vzorcich séra

Opét byla pro detekci pouzita sendvicova ELISA (viz protokol 111.8.2). Jedinou
vyjimkou v protokolu bylo pouziti anti-mouse protilatky RG7/1.30 pro adsorbci na desticku
a naslednou detekci IL-2/JES6-1 v séru.

I11.9 Test NK aktivity

C57BL/6 mySim (2 mySi/skupina) byly i.p. injikovany 2,5 pg volného IL-2, nebo
IL-15 a ekvivalentni mnozstvi IL-2-pHPMA, IL-15/ IL-15Ra-Fc nebo IL-2/mAb
imunokomplext ve 250 pl PBS, a to pét dni pied usmrcenim a izolaci splenocyti. Byl
zvolen Setrny zpiisob izolace splenocyti pomoci Histopaque 1083. Splenocyty byly
resuspendovany v kultivacnim médiu a spocitany (dale jen efektorové buiiky).

Narostlé YAC-1 buiiky byly 24 h kultivovany s *H-thymidinem (185 kBg/ml) v
kultivaénim médiu. Poté byly stoeny a tfikrat promyty cCistym kultivatnim médiem.
Nakonec byly resuspendovany v kultivaénim médiu a spocitany (dale jen cilové buiky).

Efektorové a cilové (1x10%) buiiky byly pieneseny do 96-ti jamkové desticky (dno
typu U) v poméru 100:1, 33:1 a 11:1. Buiiky byly inkubovany 4 h v celkovém objemu
kultiva¢niho média 200 pl na jamku. Poté byly bunky zpracovany na pftistroji Harvester 96
a byla zmétena aktivita (cpm) odpovidajici jednotlivym jamkam. Cilové buniky kultivované
v Cisttm médiu bez efektorovych bunék slouzily jako kontrola. Cytolyticka aktivita
efektorovych bunck (zabijeni cilovych bunék) byla stanovena jako ubytek radioaktivity
oproti kontrole (,,JAM assay*).

111.10 Teplotni denaturace cytokinii

Testovany byly IL-2, imunokomplexy IL-2/S4B6, IL-2/JES6-1 a konjugat
IL-2-pHPMA. Komplexy IL-2 byly pfipraveny, jak je vySe popsano (111.3.3). Vzorky byly
nafedény do eppendorfek na koncentraci 1 pug ekvivalentu cytokinu/ml v PBS. Teplotni
Skala byla zvolena nésledujici: 40-100 °C (vzdy po deseti stupnich). TermoStat plus
(Eppendorf) byl vyhtat na pozadovanou teplotu, eppendorfky se vzorky v ném byly 5 min
inkubovany a nasledné pieneseny do lednice.

Purifikované CD8" T lymfocyty byly pfeneseny do 96-ti jamkové destitky v
mnozstvi 5x10* na jamku ve 200 ul kultivaéniho média s anti-CD3 mAb o koncentraci 10

pg/ml. Do jamek bylo poté piidano 10 pl teplotné opracovanych vzorkd IL-2, IL-15,
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IL-15/IL-15Ra-Fc, komplext IL-2/S4B6, IL-2/JES6-1 a konjugatu IL-2-pHPMA (kone¢na
koncentrace 50 ng/ml). VSe bylo provadéno za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
Poté byla desticka umisténa do kultiva¢niho boxu a bunky byly inkubovany 72 h. Nasledn¢
je protokol shodny s tim vyse popsanym (I11.5.1).

11.11 Léc¢ba nadoru in vivo
111.11.1 Inokulace nadorovych bunék

111.11.1.1 EL4 T lymfom

Suspenzni EL4 buiiky byly propagovany v kultufe do dosazeni pozadovaného
mnozstvi. Pak byly sebrany, stoceny (250 g, 8 min, 4 °C) a nafedény v PBS na
pozadovanou koncentraci. C57BL/6 mysim bylo i.p. injikovano 1x10° EL4 bunék na mys
(ve 250 pl PBS pokud neni u experimentu uvedeno jinak). Den, kdy byly mySim injikovany

bunky, je ozna¢ovan jako den 0.

111.11.1.2 B16F10 melanom

Adherentni B16F10 bunky byly propagovany v kultufe do dosazeni
pozadovaného mnozstvi. Pfi izolaci bylo nejprve odsato médium z kultiva¢ni nadoby. Pak
byly bunky oplachnuty 0,53 mM roztokem EDTA proto, aby byly odstranény vSechny
zbytky séra s inhibitory proteaz. Buiiky byly uvolnény 5 minutovou kultivaci s 3 ml roztoku
Trypsin-EDTA (v kultivacnim boxu (uvolnéni buné¢k kontrolovano pod mikroskopem).
Reakce byla zastavena ptikapanim 7 ml kompletniho média. Suspenze bunck byla poté
sebrana, stoena (250 g, 8 min, 4 °C) a resuspendovana v 5 ml PBS. Izolované B16F10
buiiky byly nafedény v PBS na pozadovanou koncentraci a i.p. injikovany C57BL/6 mysim
v mnozstvi 1x10° B16F10 bundk na my$ (ve 250 ul PBS pokud neni u experimentu

uvedeno jinak).

111.11.2 Podavani léciv

I11.11.2.1 Polymerni konjugat B-737

Polymerni konjugat B-737 je slozen ze semitelechelickych polymerti nesoucich
hydrazonovou vazbou vdzany doxorubicin a navézanych na jadro konjugatu tvorené

dendrimerni molekulou 2. generace. Konjugat ma Mw = 285 kDa a obsahuje
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9,5 hmotnostnich % doxorubicinu. Konjugat B-737 byl syntetizovan a charakterizovan na
Ustavu makromolekuldrni chemie AVCR, v.v.i. v laboratofi prof. Ing. Karla Ulbricha,
DrSc. Celé této laboratoti patii velky dik.

BALB/c mysim byl konjugat B-737 poddvan i.v. do ocasni zily ve 250 ul PBS.
Kontrolni mysi byly ponechdny bez 1é€by. Pfesny rozvrh 1écby, davkovani a pocet mysi ve

skuping je uveden u jednotlivych experimentt.

111.11.2.2 Modulace imunitniho systému

IL-2/S4B6 nebo IL-2/JES6-1 imunokomplexy, IL-15/IL-15Ra-Fc a IL-2-pHPMA
byly BALB/c mySim injikovany i.p. ve 250 ul PBS. Ptesny rozvrh lécby, davkovani a pocet
mysi ve skupin€ je uveden u jednotlivych experimenti. Kontrolnim mySim byl aplikovan

stejny objem fyziologického roztoku (250 pl).

111.11.2.3 Sledovani terapeutického efektu

Pti lécbe EL4 T lymfomu i B16F10 melanomu byla sledovana doba pieziti 1é¢enych
mys$i ve srovnani s kontrolni nelé¢enou skupinou. Mysi piezivajici 120 dni bez znamek
nadoru byly povazovany za vylécené. Dale byla zaznamenavana velikost nadoru a ptipadny

ubytek hmotnosti mysi, jako ukazatel mozné toxicity 1écby.
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IV. VYSLEDKY

IVV.1 Potenciace biologické aktivity 1L-2: alL-2 mADb

IV.1.1 Vliv IL-2/mAb imunokomplexii na proliferaci NK bunék in vitro

Jiz bylo publikovano, ze imunokomplexy IL-2/S4B6 i IL-2/JES6-1 (IL-2
imunokomplexy) stimuluji proliferaci aktivovanych CD8" T lymfocyti in vitro, avsak az pii
nékolikanasobné vyssi koncentraci nez volny IL-2 [99]. Protoze IL-2 se v klinické praxi
vyuziva pro in vitro expanzi NK bun€k pted adoptivni terapii, ovétili jsme tedy, zda by
nemél v této aplikaci IL-2 ve formé& imunokomplext vétsi potencial. Purifikované NK
buriky byly in vitro stimulovany riznymi koncentracemi ekvivalentu IL-2 ve formé volného
cytokinu nebo imunokomplexu IL-2/S4B6 ¢i IL-2/JES6-1 po 3 dny, stimulaéni potencial
byl vyjadien jako proliferace NK bun&k detekovana pomoci inkorporace *H-thymidinu.
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Obr. 1V.1: Srovnani schopnosti volného IL-2 a IL-2/mAb imunokomplexi indukovat proliferaci
NK bunék in vitro. Purifikované NK buiiky (4,5x10* b./jamka) byly inkubovany 72 h v kultivaénim
médiu za standardnich podminek S riznymi koncentracemi volného IL-2, IL-2/S4B6 nebo
IL-2/JES6-1. Prolifera¢ni aktivita byla méFena inkorporaci *H-thymidinu, ktery byl pfidian na
poslednich 8 h inkubace. KaZidy experimentalni bod piedstavuje pramér 3 méfeni + SD.
Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.

Oba IL-2/mAb imunokomplexy vykazaly oproti volnému IL-2 nizkou schopnost
stimulace NK bunék zcela v souladu s publikovanymi vysledky na aktivovanych CD8* T
lymfocytech. Na obrazku IV.I je vidét, ze témét zanedbatelna proliferace NK bunék byla
indukovana IL-2/JES6-1 imunokomplexy, coz je ve shod¢ s jejich popsanou selektivni

schopnosti paisobit pouze na CD25"%" buiiky. Oproti tomu volny IL-2 byl velmi u&inny jiz
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pti nizkych koncentracich a pti maximalni koncentraci dosahl 0 70 % vyssi proliferace NK
bun€k nez nejvyssi koncentrace IL-2/S4B6 imunokomplexa (Obr. IV.1). Volny IL-2
prokazal schopnost indukovat pti stejné koncentraci mnohonasobné vyssi miru proliferace

NK bunék nez oba IL-2 imunokomplexy in vitro.

IV.1.2 Charakterizace biologické aktivity 1L-2/JES6-1 imunokomplexi in vivo

IV.1.2.1 In vivo expanze aktivovanych naivnich OT-1 CD8" T lymfocytii pomoci
IL-2/JES6-1 imunokomplexi

Schopnost 1L-2/JES6-1 imunokomplexii selektivng stimulovat pouze CD25"%"
buriky jiz byla extenzivné popsana [21, 99, 113]. Naivni CD8" T lymfocyty indukuji po
aktivaci pfes TCR expresi CD25, stavaji se tedy cilovou populaci pro pisobeni IL-2/JES6-1
imunokomplexti. Ovetili jsme schopnost imunokomplexti indukovat proliferaci a expanzi
aktivovanych naivnich CD8" T lymfocytii a dile to, jestli takto aktivované buiiky vytvoii
stabilni populaci dlouho zijicich a efektoroveé funkénich pamétovych bunék.

V experimentu byl vyuzit OT-I transgenni systém. C57BL/6 OT-I my$i exprimuji
transgenni TCR (Va2V5.1), ktery rozpoznava peptid OV Azs7.264 (SIINFEKL) v kontextu s
H2-K®. Purifikované OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly adoptivné preneseny do B6.SJIL
(Ly5.1) kongennich mysi, aktivovany peptidem a stimulovany 1 vysokou davkou volného
IL-2, nebo IL-2 ve formé& IL-2/JES6-1 imunokomplexu. Pro kontrolu byla pouzita stimulace
pouze SIINFEKL peptidem; negativni kontrole nebylo po adoptivnim transferu pak jiz nic
aplikovano. Relativni expanze pienesenych bunék byla sledovana ve sleziné 4. den po
aktivaci, a také 50. den - tedy dostate¢n¢ dlouho na to, aby byly detekovany pouze skutecné
pamétové butiky. 50. den byly naznadeny prenesené a hostitelské CD8" T lymfocyty na
expresi CD44 a CD122 pro moznost stanoveni jejich pamétového fenotypu. Cast
splenocytarnich suspenzi, izolovanych 50. den ze slezin mysi stimulovanych IL-2 nebo
IL-2/JES6-1 imunokomplexy, byla in vitro restimulovana SIINFEKL peptidem a
analyzovana pro intracelularni expresi IFN-y.

IL-2/JES6-1 imunokomplexy indukovaly zna¢nou proliferaci (Obr. IV.2A, levy
sloupec) a primarni expanzi (Obr. IV.2A, prostiedni sloupec) pienesenych aktivovanych
OT-I lymfocytt. Tyto expandované CD8" T lymfocyty navic vykazovaly jesté 4. den po
aktivaci signifikantn¢ vys$si hladinu exprese CD25 nez buiky expandované samotnym
peptidem ¢i peptidem kombinovanym s volnym IL-2 (Obr. IV.2A, levy sloupec). Oproti

tomu proliferace a primarni expanze bun¢k indukované samotnym peptidem ¢i peptidem s
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volnym IL-2 (Obr. IV.2A, levy a prostiedni sloupec) byly vzajemné srovnatelné a

dramaticky niz$i nez po aplikaci IL-2/JES6-1 imunokomplex.

A

4.den 50. den 50. den
0,02@ ) 0 14,6
B‘ B O kontrola
014 0 17,7
B B O 4 nmol peptid
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' + IL-2/JES6-1
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+ volny IL-2 + IL-2/JES6-1

0

]

CD8

IFN-y

Obr. 1V.2: IL-2/JES6-1 imunokomplexy indukuji silnou expanzi aktivovany naivnich CD8" T
lymfocyti, které poté vytvari mohutnou populaci funkénich pamétovych bunék. Purifikované
naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly adoptivné pireneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi
(2 mysi/skupina). O 24 h pozdéji byl mySim i.p. podan SIINFEKL peptid (4 nmol) souc¢asné s IL-2
(50 pg/davku) nebo IL-2/JES6-1 (50 pg IL-2 ekvivalentu/davku). Kontrola dostala pouze
SIINFEKL peptid a negativni kontrola byla ponechana bez stimulace. Mysi byly usmrceny 4. a 50.
den po adoptivnim transferu OT-1 CD8" T bunék, izolované splenocyty byly analyzoviny pomoci
priitokové cytometrie. (A) Proliferace a relativni expanze Ly5.2" CD8" bunék ve sleziné 4. a 50. den
po aktivaci. (B) Pienesené CD8" T lymfocyty byly znafeny na expresi CD44 a CD122. (C)
Splenocyty izolované 50. den z pokusnych mysi byly ex vivo restimulovany peptidem po 6 hodin a
na posledni 4 hodiny byl pridin Brefeldin A. Exprese IFN-y byla analyzovana v Ly 5.2° CD8"
buiikach. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.
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Vyznamna ¢ast populace prenesenych CD8" T bungk byla detekovana jesté 50. den
ve sleziné mysi, kterym byl aplikovan peptid spole¢né s IL-2/JES6-1 imunokomplexy.
Celych 81 % z téchto bundk navic mélo CD44"" CD122"" fenotyp (Obr. IV.2B), ktery je
identifikuje jako skute¢né pamétové CD8" T lymfocyty. Po setkdni s piislusnym
peptid/MHC-I komplexem bylo 93 % téchto bun¢k s pamétovym fenotypem schopno
exprese IFN-y (Obr. 1V.2C). Buiky expandované samotnym peptidem b&éhem retrakéni faze
zcela vymizely (Obr. IV.2A, pravy sloupec). U mysi, kterym byl podan peptid spole¢né
s volnym IL-2, se vytvorila velmi mala populace pamétovych bunék (Obr. IV.2B), tyto

buriky navic po restimulaci nebyly schopny exprese IFN-y.

IV.1.2.2 Expanze Treg bunék pomoci IL-2/JES6-1 imunokomplexi in vivo

Dalsi populaci CD25"" bungk jsou CD4" FoxP3" T regulaéni lymfocyty.
V nésledujicim experimentu jsme ovéfili schopnost IL-2/JES6-1 imunokomplext indukovat
expanzi téchto bunck, a to na stejnych mysich, jaké byly pouzity v experimentu expanze
aktivovanych naivnich OT-1 CD8" T bungk (IV.1.2.1). Mysim byla i.p. injikovana vysoka
davka volného IL-2 ¢i stejné mnozstvi IL-2 ve formé& IL-2/JES6-1 imunokomplexi; 5. den
po aplikaci byla v jejich slezinich stanovena relativni expanze T reg bungk (CD4" FoxP3")

vztazena ke kontrole.

peptid +

kontrola volny IL-2 IL-2/JES6-1
50ug 50 pg

FoxP3

‘5,6

CD4

Obr. IV.3: IL-2/JES6-1 imunokomplexy indukuji expanzi Treg bunék. B6.SJL mys$im bylo
aplikovano 50 pg volného IL-2 nebo jeho ekvivalentu ve formé IL-2/JES6-1 imunokomplexii.
Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace. MySi byly usmrceny 5. den po aplikaci IL-2,
izolované splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Expanze CD4" FoxP3" Treg
bunék ve sleziné byla analyzovana a vynesena jako relativni expanze vztaZena ke kontrole.
Experiment byl opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

Volny IL-2 stimuloval expanzi Treg bunck, zcela v souladu se svoji znamou
biologickou aktivitou. Avsak na obrazku IV.3 je vidét, ze IL-2/JES6-1 imunokomplexy
indukovaly expanzi T reg bunék mnohonasobné vyssi nez volny IL-2, dosahujici témét

6nasobku kontroly.
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IV.1.2.3 Urdceni biologického polocasu IL-2/JES6-1 imunokomplexi

Prokazali jsme, Zze IL-2/JES6-1 imunokomplexy jevi pii stimulaci expanze
aktivovanych CD8" T lymfocytti (viz Obr. 1V.2) a T regula¢nich bungk (viz Obr.IV.3)
superagonistické schopnosti oproti volnému IL-2. Pro IL-2/S4B6 imunokomplexy, které
rovnéz vykazuji superagonistické schopnosti oproti volnému IL-2, bylo popsano
prodlouzeni polocasu setrvani v ob&hu [99]. Z tohoto divodu jsme se pokusili urcit
biologicky poloc¢as IL-2/JES6-1 imunokomplexd S ohledem na objasnéni jejich zvySené
biologické aktivity.

C57BL/6 mysim bylo i.v. aplikovano 2 pg IL-2 ekvivalentu ve formé IL-2/JES6-1
imunokomplexd. Koncentrace IL-2/JES6-1 imunokomplexti v séru byla detekovana po 3 a
15 minutach, 1 hodin€¢ a dale po 2, 4, 6, 8, 24 a 48 hodinach pomoci sendvicové ELISA
metody.
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Obr. IV.4: Eliminace IL-2/JES6-1 imunokomplexi z krve. C57BL/6 myS$im bylo i.v.
aplikovano 2 pg IL-2 ekvivalentu IL-2/JES6-1 v ¢ase 0. Po 3 a 15 minutach, 1 hodiné a dale po 2, 4,
6, 8, 24 a 48 hodinach byla my$im odebrana krev a z ni izolovano sérum. Koncentrace IL-2/JES6-1
imunokomplexit ve vzorcich séra byla detekovana ELISA metodou s vyuzitim IL-2/JES6-1
kalibraéni Fady. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.

Imunokomplexy IL-2/JES6-1 byly v séru bez problémt detekovany jesté po 24
hodinach od aplikace (viz Obr. 1V.4). Z vynesené kiivky zavislosti koncentrace na ¢ase byl
odhadnut jejich biologicky polocas na 4-6 hodin. V porovnani s biologickym poloc¢asem
udavanym pro volny IL-2 projevily IL-2/JES6-1 imunokomplexy v séru polocas zhruba 90x

delsi.
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IV.1.3 Charakterizace biologické aktivity 1L-2/S4B6 imunokomplexi in vivo

IV.1.3.1 Invivo expanze aktivovanych naivnich OT-1 CD8" T lymfocytii pomoci
IL-2/S4B6 imunokomplexii

Bylo publikovano, Ze IL-2/S4B6 imunokomplexy indukuji signifikantné vys$i miru
proliferace aktivovanych naivnich CD8" T lymfocytl nez volny IL-2 in vivo [99].
Pozorovali jsme, Ze biologické efekty dosazené jednou vysokou davkou IL-2/S4B6
imunokomplexi mohou byt srovnatelné s administraci n€kolika po sobé& nasledujicich
nizkych davek. Ovéfili jsme tedy schopnost IL-2/S4B6 imunokomplexti indukovat expanzi
OT-1 CD8" T bunék a dale porovnali expanzi indukovanou 1 vysokou nebo 4 nizkymi
davkami imunokomplexi.

Purifikované OT-1 CD8" T butiky (Ly5.2) byly adoptivné preneseny do B6.SJL
(Ly5.1) kongennich mysi a aktivovany SIINFEKL peptidem. IL-2/S4B6 imunokomplexy
byly podany jednorazové v davce 12,5 ng ekvivalentu IL-2 nebo ve Ctyfech davkach po
ekvivalentu 1 pg IL-2. Kvali dfive popsanému zanedbatelnému vlivu na expanzi
aktivovanych OT-1 CD8" T bungk [99] byla pro srovnani zvolena vys§i jednorazova (50 pg)
1 Ctyfnasobna (10 pg) davka volného IL-2. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita stimulace
kombinaci peptidu a poly I:C, dalsi kontrolou byla aplikace samotné¢ho peptidu. Mysim,
které slouzily jako negativni kontrola, nebylo po adoptivnim transferu jiz nic aplikovano.
Byla sledovéna relativni expanze aktivovanych CD8" T lymfocytt oproti kontrole.

IL-2/S4B6 imunokomplexy podané v jedné i Ctyfech davkach vykazaly vysokou
schopnost  stimulovat proliferaci (viz Obr. IV.5A) a expanzi (Obr. 1VV.5B) aktivovanych
OT-1 CD8" T lymfocytd. Volny IL-2, a¢ podany v mnohonasobné vy$$im mnoZzstvi,
prokazal oproti IL-2/S4B6 imunokomplextim pouze zanedbatelny stimulacni efekt. OT-I
CD8" T buiiky expandované IL-2/S4B6 imunokomplexy mély 5. den po aktivaci vysokou
expresi CD25, ktera se dale zvysila spolu s po¢tem davek (Obr. IV.5A, 4 davky). OT-I
CD8" T buiiky expandované volnym IL-2 &i SIINFEKL peptidem a poly I:C jevily hladinu
exprese CD25 znacné nizsi. Nicméné i v téchto skupinach byla zaznamenana detekovatelna
expanze OT-1 CD8" T lymfocyti (2-3X).

Dale jsme ukézali, Ze srovnatelné miry expanze aktivovanych OT-1 CD8" T bungk
muze byt dosazeno jednou vysokou davkou IL-2/S4B6 imunokomplext ¢i ¢tyfmi nizkymi

davkami o signifikantné niz§im celkovém mnozstvi IL-2 ekvivalentu.
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Obr. 1V.5: Proliferace a expanze aktivovanych CD8" T bunék indukovana IL-2/S4B6
imunokomplexy. Purifikované naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly oznaceny CFSE a adoptivné
pieneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi (2 mysi/skupina). SIINFEKL peptid (4 nmol) byl
mysSim podan i.p. o 24 h pozdéji. MySim byla podana jedna davka IL-2 (50 pg) ¢ IL-2/S4B6
imunokomplexa (12,5 pg IL-2 ekvivalentu) nebo 4 davky IL-2 (10 pg/davku) ¢&i IL-2/S4B6
imunokomplexi (1 pg IL-2 ekvivalentu/davku). Prvni davka byla podana stejny den jako peptid,
kazda dalsi vZdy po 24 hodinach. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace. Pozitivni kontrole
byl aplikovan peptid spolu s 25 pg poly 1:C. Mysi byly usmrceny 5. den po adoptivnim transferu
OT-1 CD8" T bunék a izolované splenocyty byly analyzoviany pomoci priitokové cytometrie. (A)
Exprese CD25 a CFSE profil Ly5.2" CD8" bunék. (B) Kvantifikace relativni expanze Ly5.2" CD8"
bunék ve sleziné. Experiment byl opakovan trikrat Se srovnatelnymi vysledky.
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1V.1.3.2 Expanze pamétovych CD8" T bunék mediovana I1L-2/S4B6
imunokomplexy in vivo

Ur¢ili jsme stimulaéni aktivitu I1L-2/S4B6 imunokomplexti pro pamétové CD8* T
lymfocyty. B6.SJL mySim byly ve ¢tyfech davkach ip. injikovany IL-2/S4B6
imunokomplexy nebo volny IL-2. Ve slezing byla sledovana populace CD3* CD8*
lymfocytii a v rAmci ni bylo stanoveno procentudlni zastoupeni pamétovych CD8* T bunék

(CD44"" cp122"eh),

peptid +

kontrola volny IL-2 IL-2/S4B6
10 pg 1ug

CD44

% 36,2

CD122

Obr. IV.6: Expanze pamétovych CD8" T bunék indukovana IL-2/S4B6 imunokomplexy. B6.SJL
(Ly5.1) mySim byl ve 4 davkach (s intervaly vidy 24 h mezi davkami) podan volny IL-2
(10 pg/davku) ¢i IL-2/S4B6 imunokomplexy v mneozstvi 1 pg ekvivalentu IL-2 na davku. Kontrolni
mysi byly ponechany bez stimulace. Mysi byly usmrceny 5. den (24 h po posledni davce) a izolované
splenocyty byly analyzovany pomoci priitokové cytometrie. Ve sleziné bylo stanoveno procentualni
zastoupeni CD44"" CD122"" CD8" T bunék v populaci CD3" CD8" bunék. Experiment byl
opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

IL-2/S4B6 imunokomplexy, a¢ podané v desetkrat niz§i davce nez volny IL-2,
indukovaly téméf 6nasobnou expanzi CD44"" CD122"" pamétovych CD8" T bungk

oproti ni¢im nestimulované kontrole (Obr. 1V.6).

IV.1.3.3 Expanze NK bunék pomoci IL-2/S4B6 imunokomplexi in vivo

NK buiiky jsou vyznamnou soucasti vrozeného imunitniho systému, nebot’ hraji
vyznamnou roli v rejekci nadort a bunék infikovanych viry. Schopnost 1L-2/S4B6
indukovat expanzi NK bunék in vivo byla popsana jiz diive [21, 85]. Protoze jsme vsak tyto
komplexy zamysleli pouzit pro imunomodulaci imunitniho systému v protinadorové terapii,
ovefili jsme publikovana data tykajici se miry expanze NK bun¢k indukované nékolika po
sob¢ jdoucimi davkami IL-2/S4B6 komplexi.

V tomto experimentu bylo sledovano procento NK bunék (NK1.1* DX5%) ve sleziné
B6.SJL mysi, kterym byly ve ¢tyfech davkach i.p. injikovany volny IL-2 ¢&i 1L-2/S4AB6

imunokomplexy.
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Obr. 1V.7: Expanze NK bunék indukovana IL-2/S4B6 imunokomplexy, sledovana jako procento
NK1.1* DX5" bungk ve slezing. Volny IL-2 v ddvce 10 pg nebo IL-2/S4B6 imunokomplexy v davee
1 pg ekvivalentu IL-2 byly B6.SJL my$im (2 mysi/skupina) podany ve ¢tyfech davkach s intervaly
vZdy 24 h mezi davkami. Kontrolni mysi byly ponechiny bez stimulace. Mysi byly usmrceny 24 h
po posledni davce a izolované splenocyty byly analyzovany pomoci priitokové cytometrie.
Experiment byl opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

V souladu s literaturou bylo pozorovano, ze NK buiky jsou vyznamné
expandovany pomoci IL-2/S4B6 imunokomplexii, zatimco samotny IL-2, pfestoze podavan

Vv desetinasobné davce, mél jen zanedbatelny efekt (Obr. IV.7).

1V.1.3.4 Vliv IL-2/S4B6 imunokomplexii na aktivitu NK bunék

Prokazali jsme, ze po systémovém podani IL-2/S4B6 imunokomplexti dochazi
k né¢kolikanasobné expanzi NK bunék (viz 1V.1.3.3). Dale jsme chtéli zjistit, jak tyto
komplexy ovliviwuji jejich funkéni aktivitu. VIiv IL-2/S4B6 imunokomplexti na NK bunky
byl tedy uréen funkénim testem jejich cytotoxické aktivity (,,J AM assay*).

C57BL/6 mysim bylo i.p. injikovano 2,5 pg samotného IL-2 nebo IL-2 ve
form¢ IL-2/S4B6 imunokomplext. Po péti dnech byly mysi usmrceny a nasledné byly
izolovany mononuklearni bunky, které slouzily jako bunky efektorové. Jako cilové bunky
byly pouzity bunky YAC-1 bunécné linie, které jsou vysoce senzitivni k cytolytické aktivite
zprosttedkované NK buitkami. Cilové buiiky byly oznageny °3H-thymidinem a byly
inkubovany s riznym poctem mononuklearnich bunek (efektorovych bunék). Usmrcovani

cilovych bun¢k bylo sledovano jako ubytek radioaktivity.
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Obr. 1V.8: Srovnani vliva IL-2 a IL-2/S4B6 imunokomplexii na cytolytickou aktivitu NK bunék u
C57BL/6 mysi. (A) i (B): MyS$im (2 mysSi/skupina) byly i.p. injikovany 2,5 pg IL-2 volného, nebo
ekvivalentu ve formé IL-2/S4B6 imunokomplexu (den 0). Kontrolnim mys$im byl aplikovan stejny
objem fyziologického roztoku (250 pl). Po 5 dnech byly mySi usmrceny a byly izolovany
mononuklearni buiiky. Ty byly inkubovany 4 h za standardnich podminek v kultivaénim médiu s
*H-thymidinem-zna¢enymi cilovymi YAC-1 buiikkami v poméru 11:1, 33:1, 100:1. Usmrcovani
cilovych bunék bylo sledovano jako procentualni tvbytek radioaktivity vzhledem k hladiné
radioaktivity v kontrolnich vzorcich bez efektorovych bunék (vidy vys§i nez 5x10° cpm). Kazdy
experimentalni bod predstavuje pramér 8 méieni = SD. Experiment byl opakovan ¢&tyFikrat se
srovnatelnymi vysledky.

Na obrazku IV.8 je znazornéno, ze mononuklearni bunky izolované z kontrolnich
mysi byly schopné ve 100nasobném nadbytku (pomér efektort a cilovych bun¢k 100:1)
usmrtit ptiblizné 15 % cilovych bunék. Stimulace mysi volnym IL-2, ktery se pro stimulaci
NK cytotoxické aktivity jiz klinicky vyuziva, zvySila cytolytickou aktivitu jejich
efektorovych bun¢k o 10% oproti kontrole, avSak pouze pfi 100:1 poméru efektorti k
cilovym bunkam. Oproti tomu NK bunky z mysi stimulované imunokomplexy IL-2/S4B6
vykazovaly signifikantné vyssi cytolytickou aktivitu nez kontrolni splenocyty. Navic oproti
volnému IL-2 stimulovaly 1L-2/S4B6 imunokomplexy cytolytickou aktivitu NK bun¢k
s n¢kolikanasobné vyssi ucinnosti, a to pti vSech testovanych pomeérech efektorti k cilovym
bunkam. Tato ucinnost pfi 100nasobném nadbytku efektorovych bunék shodné dosahovala
az 45 % usmrcenych cilovych bunék. Prokazali jsme tedy, ze IL-2/S4B6 imunokomplexy
nejen vyznamné expanduji NK bunky in vivo, ale soucasné v nich stimuluji i cytolytickou

aktivitu - v obou piipadech mnohem G¢innéji nez volny IL-2.

IV.1.3.5 Stimulaé¢ni pomér IL-2/S4B6 imunokomplexii pro efektorové burky vici
buiikam supresorovym

Mezi efektorové buiiky protinddorové imunity patii aktivované i efektorové

(pamétfové) CD8" T lymfocyty a NK buiiky. Prokazali jsme, ze aktivované naivni CD8" T
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lymfocyty jsou znaéné expandovany IL-2/JES6-1 imunokomplexy a nasledné vytvari
stabilni populaci dlouho Zijicich a efektorové funkénich pamétovych bunék (IV.1.2.1).
Schopnost 1L-2/S4B6 imunokomplexti indukovat expanzi aktivovanych i pamétovych
CD8" T lymfocytii a NK bunék jsme také experimentalng potvrdili (viz IV.1.3.1-3). Kromé
vysoké stimulacni aktivity pro efektorové builky je vSak pro eventuelni vyuziti IL-2
imunokomplexd v protinadorové terapii dilezita také nizka stimulaéni aktivita pro buiiky
supresorove.

Z tohoto hlediska jsme testovali vliv IL-2/S4B6 a IL-2/JES6-1 imunokomplext na
expanzi Treg bun¢k a diky tomu mohli vyjadfit stimula¢ni pomér pro efektorové versus
supresorové bunky. S ohledem na pouziti v imunoterapii nadort tak bylo mozno porovnat
volny IL-2, nespecificky pusobici na T lymfocyty, s jeho selektivné ptisobicimi formami -
IL-2 imunokomplexy.

Purifikované OT-I CD8" T buiiky (Ly5.2) byly adoptivng pieneseny do B6.SJL
(Ly5.1) kongennich mysi a nasledujici den aktivovany SIINFEKL peptidem. MySim bylo
ve ¢tyfech davkach i.p. injikovano 10 pg volného IL-2 nebo 1 pg ekvivalentu IL-2 ve formé
IL-2/S4B6 ¢i IL-2/JES6-1 imunokomplext na davku. Indukovana expanze Treg bunck
(CD4" FoxP3"), aktivovanych CD8" T lymfocytii (Ly5.2" CD8"), pamé&tovych CD8" T
lymfocytd (CD44"" CD122"%") a NK bungk (DX5" NK1.1* ) ve slezind byla
kvantifikovana a z ni byly vypoc¢teny stimula¢ni poméry.

Vysledky ukézaly, ze 1L-2/S4B6 imunokomplexy nestimuluji T regulac¢ni bunky
v takové mife, jako volny IL-2. V souladu stim jsme u IL-2/S4B6 imunokomplext
prokazali stimulacni pomér vhodny pro protinddorovou imunoterapii, tedy mnohonasobné
favorizujici expanzi efektorovych bunék - CD8" T lymfocytli (Obr. IV.9A a B) a NK bunék
(Obr. 1IV.9C) nad bunkami supresorovymi. IL-2/JES6-1 imunokomplexy, vykazujici
schopnost selektivné stimulovat pouze CD25"%" buiiky, indukovaly vysokou miru expanze
Treg bunék. V souladu stim jsme u IL-2/JES6-1 imunokomplexi prokazali vhodny
stimulaéni pomér pro protinadorovou imunoterapii pouze pro aktivované CD8" T lymfocyty

(viz Obr. IV.9A).
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Obr. 1V.9: Stimula¢ni pomér IL-2/S4B6 imunokomplexi pro efektorové versus supresorové buiiky
protinadorové imunity. (A-C) Purifikované naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly oznaéeny
CFSE a adoptivné preneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi (2 mySi/skupina). SIINFEKL
peptid (4 nmol) byl mySim podan i.p. o 24 h pozdéji. Volny IL-2 v diavce 10 pg nebo IL-2/S4B6 ¢&i
IL-2/JES6-1 imunokomplexy v davee 1 pg ekvivalentu IL-2 byly B6.SJL mySim (2 mySi/skupinu)
podany ve ¢tyifech davkach s intervaly vidy 24 h mezi davkami. Kontrolni mysi byly ponechany bez
stimulace. MySi byly usmrceny 24 h po posledni diavce a izolované splenocyty byly analyzovany
pomoci Erﬁtokové cytometrie. Relativni expanze Ly5.2° T lymfocytii, paméfovych CD44"%"
CD122"" CD8" T lymfocytii, DX5" NK1.1" a CD4* FoxP3" T bunék ve sleziné byly analyzovany.
Primérné stimulaéni poméry pro dané populace byly vypolteny z téchto relativnich expanzi.
Experiment byl opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky. (A) Pomér expanze aktivoval_l%"ch
Ly5.2" CD8" T bunék k CD4" FoxP3" buiikam. (B) Pomér expanze CD8'CD44"" CcD122"" T
lymfocyti k CD4" FoxP3" buiikim. (C) Pomér expanze Ly5.2° CD8" bunék k CD4" FoxP3"
bunikam.
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IV.1.4 Protinadorovy potencial IL-2/mAb imunokomplexii

Aktivované CD8" T lymfocyty a NK buiiky hraji dlleZitou roli v protinidorové
imunité. Prokazali jsme, ze IL-2/S4B6 imunokomplexy indukuji znaénou expanzi
aktivovanych CD8" T lymfocytid (IV.1.3.1) a NK bunék (I1V.1.3.3), u nichz souasné
stimuluji cytolytickou aktivitu (IV.1.3.4). Také jsme potvrdili schopnost IL-2/JES6-1
imunokomplexii indukovat proliferaci a expanzi aktivovanych naivnich CD8" T lymfocytt
a dale to, Ze tyto aktivované buiiky vytvaii stabilni populaci dlouho Zijicich a efektorové
funkénich pamétovych bunek (1V.1.2.1). U IL-2/S4B6 imunokomplexi jsme navic
prokézali stimula¢ni pomér pro jednotlivé bunécné subpopulace vhodny pro imunoterapii
nadora (IV.1.3.5). Na zakladé¢ vSech téchto zjisténi jsme se rozhodli otestovat
protinadorovou aktivitu IL-2 imunokomplexit na dvou nadorovych modelech - EL4
T-lymfomu a B16F10 melanomu.

V nadorovém modelu EL4 T-lymfomu bylo C57BL/6 mySim subkutanné (s.c.)
injikovano 1x10° EL4 bundk. Létba imunokomplexy IL-2/S4B6 &i IL-2/JES6-1 byla
provedena V terapeutickém rezimu - ve dvou davkach, a to 3. a 6. den po inokulaci EL4
nadoru. Casové rozmezi mezi davkami bylo vybrano dle studii expanze bunék po 1é¢bé
komplexy, druha davka tak méla podpofit bunécnou imunitu indukovanou davkou prvni.
Lécebny rezim byl tedy nastaven tak, aby byl imunitni systém stimulovan k vyvinuti
protinadorové odpovédi v dobé, kdy je jesté schopen rostouci nador eliminovat, tedy jesté
pred tim, nez dosahl hmatatelné velikosti.

U neléCenych kontrolnich mysi byl zaznamenan exponencialni rist nadoru do
35. dne po inokulaci. U mysi lé¢enych IL-2 imunokomplexy byl rist nadoru znacné
zpomalen a byl doprovazen prodlouzenim doby Zivota oproti kontrolni nelécené skupiné
(viz Obr. 1V.10). Pii tomto Ié¢ebném rezimu doslo ve skupiné mysi 1é¢enych 1L-2/S4B6
imunokomplexy k vylé¢eni 1 myS z 6. NejvétSim piekvapenim byla protinadorova aktivita
dosazena 1écbou IL-2/JES6-1 imunokomplexy, ktera vykazala striktni ano/ne charakter. Ve
skupiné Sesti mysi tak u tfi mySi nedoslo k reakci na 1écbu IL-2/JES6-1 imunokomplexy,
tedy ani K prodlouzeni doby zivota oproti neléCenym kontrolnim mys$im. Naproti tomu
zbylé 3 mysi z Sesti rychle zareagovaly na 1é¢bu, nador odhojily a zcela se vylécily
(Obr. 1V.10). V piipadé reakce na IL-2/JES6-1 imunokomplexy tedy pravdépodobné
pfevazila aktivita a expanze imunokompetentnich bun€k s pozitivni funkci v
kontrole/eliminaci nadoru (aktivovanych CD8" T lymfocyt{) nad expanzi supresivnich

Treg bunék.
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Obr. 1V.10: Vliv 1ééby pomoci I1L-2/S4B6 ¢i TL-2/JES6-1 imunokomplexi na riast EL4 lymfomu a
pieZivani C57BL/6 mysi s nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano 1x10° EL4 bunék v
50 pl fyziologického roztoku (den 0). Lé€enym mySim (n=6) bylo i.p. aplikovano 2 pg/mys/davka
IL-2 ve formé IL-2/S4B6 nebo IL-2/JES6-1 imunokomplexi, a to 3. a 6. den po podani EL4 bunék.
Kontrolnim my$im (n=6) byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (250 pl). (A) Pramérny
rust EL4 T lymfomu. (B) PieZivani mys$i s EL4 lymfomem. Mysi pieZivajici 120 dni bez znamek
lymfomu byly povaZovany za vylééené. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi
vysledky.

Namodelu EL4 T-lymfomu jsme pii Casném terapeutickém rezimu prokazali
protinadorovou aktivitu obou typt IL-2 imunokomplext (viz Obr. IV.10). Dale jsme chtéli
zjistit, zda je modulace imunitniho systému schopna podpofit nedostateéné efektivni
chemoterapii v pozdé&jsim stadiu ristu nadoru. V experimentu byla pro chemoterapeutickou
lécbu EL4 T-lymfomu zvolena suboptimalni davka polymerniho konjugatu obsahujiciho
doxorubicin (B-737 [122]). Konjugat B737 byl podan 10. den po inokulaci EL4 bunék, tedy
pfi velikosti nadoru zhruba 50 mm? Lé¢ba imunokomplexy IL-2/S4B6 ¢&i IL-2/JES6-1 byla
provedena 12., 13. a 14. den.
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Obr. 1V.11: Vliv 1é¢by suboptimalni davkou polymerniho konjugatu obsahujiciho doxorubicin
(B737) v kombinaci s imunomodulaci pomoci IL-2/S4B6 ¢i TL-2/JES6-1 imunokomplexd na rist
EL4 lymfomu a piezivani C57BL/6 mySi s nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano
1x10° EL4 bunék v 50 pl fyziologického roztoku (den 0). Lé¢enym myS$im (n=7; v piipadé skupiny
1é¢ené IL-2/S4B6 n=6) bylo iv. aplikovano 5 mg/kg ekvivalentu doxorubicinu ve formé B737
konjugatu ve fyziologickém roztoku, a to 10. den po inokulaci EL4 bunék. Kontrolnim my$im (n=7)
byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (50 pl). My$im lééenym imunomodulaci bylo i.p.
aplikovano 2 pg/mys/davka IL-2 ve formé IL-2/S4B6 nebo IL-2/JES6-1 imunokomplexi, a to 12.,
13. a 14. den. (A) Primérny rist EL4 lymfomu. (B) PieZivani mysi s EL4 lymfomem. (C) Pramérna
doba preziti mySi, které nakonec umfiely. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi
vysledky.

Ve skupiné, ktera byla 1é¢ena pouze chemoterapii pomoci B-737 konjugatu bez
nasledné imunomodulace, doSlo k znacnému omezeni ristu nadoru oproti ni¢im nelécené
skupiné mysi, avSak pocinaje 18. dnem byl rychly nadorovy rtst obnoven
(viz Obr. 1V.11A). Oproti tomu u skupin dale lé¢enych pomoci IL-2/S4B6 ¢i IL-2/JES6-1
imunokomplexti k znovuobnoveni nadorového ristu po 18. dni nedoslo. Lécba mysi
samotnym B-737 konjugatem vylécila 2 mySi ze 6 (Obr. IV.11B). Oproti tomu

kombinovana lé¢ba zahrnujici imunomodulaci IL-2/S4B6 imunokomplexy vylécila
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3 mySi z6 a lééba IL-2/JES6-1 imunokomplexy 3 mySi ze 7 (Obr. 1V.11). Lécba
konjugatem B-737 i obéma IL-2 imunokomplexy také prodlouzila primérnou dobu pieziti
mysi nesoucich EL4 lymfom (br. IV.11C). Ukazali jsme tedy, ze modulace imunitniho
systtmu pomoci IL-2 imunokomplexti miZze do jisté miry pozitivné ovlivnit lécbu EL4
T-lymfomu suboptimalni ddvkou chemoterapeutik (zde reprezentovanych doxorubicinovym
konjugatem B7-37).

Pro uspokojivé vysledky pii 1é¢bé EL4 T-lymfomu jsme se rozhodli otestovat
protinadorovou aktivitu IL-2 imunokomplext také na dal$im typu solidniho nddoru —
B16F10 melanomu. V nadorovém modelu B16F10 melanomu bylo subkutanné injekovano
1 x 10° melanomovych bungk do C57BL/6 recipientnich mysi. Kontrolni mysi nesouci
B16F10 nador byly ponechany bez 1écby, ostatni mysi byly 1éCeny intraperitonealni injekci
(i.p.) dvéma davkami IL-2/S4B6 ¢i 1L-2/JES6-1 imunokomplext 2. a 6. den po podani
B16F10 bungk.
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Obr. 1V.12: Vliv 1ééby pomoci IL-2/S4B6 ¢&i IL-2/JES6-1 imunokomplexd na rast B16F10
melanomu a p¥ezivani C57BL/6 mysi s nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano 1x10°
B16F10 bunék v 50 pl fyziologického roztoku (den 0). Lééenym mySim (n=7) bylo i.p. aplikovano
2 pg/mys$/davka IL-2 ve formé IL-2/S4B6 nebo IL-2/JES6-1 imunokomplexi, a to 2. a 6. den po
podani B16F10 bunék. Kontrolnim my$im (n=7) byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku
(250 pl). (A) Primérny rist BI6F10 melanomu. (B) PieZivani mys$i s B16F10 melanomem. (C)
Primérna doba preZiti mysi, které nakonec umiely. Experiment byl opakovan dvakrat se
srovnatelnymi vysledky.
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U nelécenych kontrolnich mysi dochazelo k exponencialnimu nartstu nadord. Tento
jev nebyl pozorovan ani U jedné ze skupin mysi lé¢enych IL-2 imunokomplexy, kde s.c.
nadory zistavaly dlouhou dobu pomérné malé (viz Obr. IV.12A). Tento skute¢né vyrazny
rozdil mezi kontrolou a mysi lé¢enou IL-2 imunokomplexy v rustu nadoru vSak nebyl ptilis
reflektovan pramérnou dobou preziti (Obr. 1V.12B). IL-2/S4B6 a IL-2/JES6-1
imunokomplexy tedy prodlouzily dobu zivota 1ééenych mysi oproti kontrolni nelécené

skuping jen zcela minimalné (Obr. IV.12C).

IVV.2 Potenciace biologické aktivity IL-2: p(PHPMA)

IV.2.1 Experimenty in vitro

V souvislosti stim, ze IL-2 imunokomplexy in vitro stimuluji proliferaci
vyssi koncentraci nez volny IL-2 [99], jsme chtéli zjistit, zda tento jev plati i V ptipadé, je-li
IL-2 modifikovan kovalentné navazanymi fetézci p(HPMA). V tomto piipadé tedy IL-2
neni se svym ,nosicem* v komplexu ale jedna se o IL-2-pHPMA konjugat. Pro urceni
stimulaéni aktivity jsme pouzili aktivované CD8" T lymfocyty. Naivni CD8" T lymfocyty
totiz neodpovidaji na fyziologické hladiny IL-2, dokud nejsou aktivovany pies TCR - tato
aktivace nasledn¢ vede ke zvySeni exprese CD25. TCR signal tak muze byt pouzit
k pfepnuti IL-2-neresponzivnich naivnich CD8" T lymfocytl na IL-2-responzivni buiiky.
Jelikoz ale normalni mysi obsahuji v populaci CD8" T lymfocyti podmnoZzinu pamétovych
bun¢k (10%), které na IL-2 odpovidaji bez jakékoli dalsi stimulace, byly pouzity naivni
OT-I C57BL/6 mysi. Tyto mysi, exprimujici transgenni TCR (Va2V5.1) rozpoznavajici
peptid OVAus7.26s (SIINFEKL) v kontextu s H2-K®, totiz nemaji pamétové CD8" T
lymfocyty. Tim byl vymezen jasné definovany experimentalni systém obsahujici pouze
naivni buiiky mezi purifikovanymi CD8" T lymfocyty a tudiZ reagujici na piitomnost IL-2
pouze po TCR signalizaci.

Purifikované OT-1 CD8" T lymfocyty byly in vitro aktivovany SIINFEKL peptidem
a stimulovany riznymi koncentracemi IL-2 nebo IL-2-pHPMA v pfitomnosti inhibi¢ni
CTLA4-1g mAb. Schopnost volného interleukinu a jeho p(HPMA) modifikované formy
stimulovat proliferaci byla vyjadfena jako proliferace CD8" T lymfocytii detekovana
pomoci inkorporace °H-thymidinu. Prokazali jsme, Ze biologicka aktivita IL-2

modifikovaného p(HPMA) je pfiblizné 2-5X nizsi v porovnani s nemodifikovanym IL-2
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in vitro. Stejné jako u IL-2 imunokomplext je i v tomto ptipadé biologicka aktivita IL-2 in

vitro sniZena.
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Obr. IV.13: Srovnani schopnosti IL-2 a IL-2-pHPMA indukovat proliferaci aktivovanych OT-I
CD8" T lymfocytii in vitro. Buiiky (5x10" b./jamka) byly inkuboviny 72 h v kultivaénim médiu s 10
nM SIINFEKL peptidem, CTLA4-Ig o koncentraci 1 pg/ml a riznymi koncentracemi volného I1L-2
nebo IL-2-pHPMA. Proliferaéni aktivita byla méFena inkorporaci *H-thymidinu, ktery byl p¥idan
na poslednich 8 h inkubace. KaZdy experimentalni bod piedstavuje pramér 3 méreni £ SD.
Experiment byl opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

Experimentalni vysledky tedy potvrdily, Ze nejen oba IL-2 imunokomplexy, ale i
IL-2-pHPMA konjugat, vykazuji oproti volnému IL-2 sniZzenou schopnost indukovat

proliferaci aktivovanych CD8" T lymfocytt in vitro (viz Obr. 1V.13).

IV.2.1 Experimenty in vivo

IV.2.1.1 Expanze aktivovanych OT-1 CD8" T bunék

Doposud publikované prace popsaly schopnost IL-2/S4B6 i IL-2/JES6-1
imunokomplext indukovat signifikantné vy$si miru proliferace aktivovanych naivnich
CD8" T lymfocytii ve srovnani s ekvivalentni ddvkou volného IL-2 in vivo. Dalsim krokem
v charakterizaci IL-2-pHPMA konjugatu tedy bylo ovéfit, jestli je rovnéz schopen tyto
bunky efektivné expandovat a jestlize ano, tak do jaké miry. Protoze IL-2-pHPMA konjugat
je zcela nova a zatim z hlediska biologické aktivity a vlastnosti necharakterizovana forma
modifikovaného IL-2, byly pro srovnani aktivity vyuzity také IL-2/S4B6 imunokomplexy.

V experimentu byl vyuzit OT-I transgenni systém (popsany v kapitole 1VV.1.2.1 a
detailn&ji v kapitole 1V.2.1). Purifikované OT-I CD8" T buriky (Ly5.2) byly adoptivné
preneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi, aktivovany peptidem a stimulovany 4
davkami volného IL-2, nebo IL-2 ve formé IL-2-pHPMA konjugatu ¢i IL-2/S4AB6
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imunokomplext. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita stimulace kombinaci peptidu a
poly I:C a mySim, které slouzily jako negativni kontrola, nebylo po adoptivnim transferu jiz
nic aplikovéano. Byla sledovana indukovana relativni expanze aktivovanych naivnich CD8"
T bunék.
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Obr. 1V.14: Expanze aktivovanych CD8" T bunék pomoci IL-2-pHPMA konjugatu. Purifikované
naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly oznadeny CFSE a adoptivné pireneseny do B6.SJL (Ly5.1)
kongennich mysi (2 mySi/skupina). SIINFEKL peptid (2 nmol) byl myS$im podan i.p. o 24 h pozdéji.
IL-2 (10 pg/davku), IL-2/S4B6 imunokomplexy (1 pg IL-2 ekvivalentu/davku) ¢i IL-2-pHPMA
konjugat (1 nebo 10 pg IL-2 ekvivalentu/davku) byly mysim podavany ve 4 davkach. Prvni davka
byla podana stejny den jako peptid, kazda dalsi vZdy po 24 h. Pozitivni kontrole bylo spole¢né se
SIINFEKL peptidem i.p. aplikovano 75 pg poly 1:C. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace.
Mysi byly usmrceny 5. den po adoptivnim transferu OT-1 CD8" T bunék (24 h po posledni davce) a
izolované splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. (A) CFSE profil, exprese
CD25 a relativni expanze Ly5.2" CD8" bunék u dané mysi vztaZena ke kontrole vlevo u kaZdého
dotplotu. (B) Relativni expanze Ly5.2" CD8" bunék vztaZena ke kontrole ve slezing. Experiment byl
opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.
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Bylo potvrzeno, Ze aktivované CD8" T buiiky jsou vyznamné expandovany pomoci
IL-2/S4B6 imunokomplexti, zatimco samotny IL-2 mél i pfi desetinasobné davce na jejich
expanzi jen zanedbatelny efekt (viz Obr. 1V.14). IL-2-pHPMA konjugat vykazal vysokou
schopnost indukovat proliferaci (Obr. 1V.14A) a také expanzi (Obr. 1V.14B) aktivovanych
CD8" T lymfocytii. Nizsi davka IL-2-pHPMA vyvolala srovnatelnou miru expanze jako
IL-2/S4B6 imunokomplexy o shodném obsahu IL-2. Zatimco davka 10 pug IL-2 ve formeé
IL-2-pHPMA konjugétu byla schopna indukovat expanzi rovnajici se téméf 200nasobku
kontroly, t.j. ndsobku po¢tu Ly5.2" CD8" T bunék v mysi neinjikované SIINFEKL
peptidem ani zadnou formou IL-2. Také bylo pozorovano, Ze buiiky expandované
IL-2/S4B6 imunokomplexy a také IL-2-pHPMA konjugatem exprimovaly 5. den po
aktivaci vysoké hladiny CD25 narozdil od buné¢k expandovanych pomoci peptidu a poly
I:C.

IV.2.1.2 Expanze pamétovych CD8" T buné&k

Dale byla uréena stimulaéni aktivita IL-2-pHPMA konjugatu pro pamétové CD8* T
lymfocyty. B6.SJL mysSim byl ve ¢tyfech davkach i.p. injikovano ekvivalentni mnozstvi
IL-2 volného nebo ve formé IL-2-pHPMA konjugatu. Ve sleziné byla sledovana populace
CD3" CD8" lymfocytit a v ramci ni bylo stanoveno procentuélni zastoupeni pamétovych
CD8" T bungk (CD44"%" CD122M9"),

IL-2-pHPMA konjugat indukoval témé&f 6nasobnou expanzi CD44"" CD122"9"
pamétovych CD8" T bunék oproti ni¢im nestimulované kontrole. Volny IL-2, podany ve

stejné davce, mél na expanzi téchto bunék vliv zhruba polovicni (viz Obr. 1V.15).
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Obr. 1V.15: Expanze pamét’ovych CD8" T bunék pomoci IL-2-pHPMA konjugitu. B6.SJL (Ly5.1)
mysim byl ve 4 davkach (s intervaly vidy 24 h mezi davkami) podan volny IL-2 ¢&i IL-2-pHPMA
v mnozstvi 10 pg ekvivalentu IL-2 na davku. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace. Mysi
byly usmrceny 5. den (24 h po posledni davce) a izolované splenocyty byly analyzovany pomoci
pritokové cytometrie. Ve sleziné bylo stanoveno procentuslni zastoupeni CD44"9" CD122"" CDg*
T bunék v populaci CD3" CD8" bunék. Experiment byl opakovin tfikrat se srovnatelnymi
vysledky.
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IV.2.1.3 Expanze NK bunék

V souvislosti s vlastnosti 1L-2 ovlivilovat NK bunky a schopnosti 1L-2/S4B6
komplext indukovat expanzi NK bun¢k in vivo (viz 1V.1.3.3 a také [21, 85]), bylo dulezité
zjistit, jak na tyto bunky pusobi IL-2-pHPMA konjugat, jako odlisna forma IL-2. V tomto
experimentu tedy byla popsdna stimula¢ni aktivita IL-2-pHPMA pro NK buiky a urcena
davka, pii které konjugat dosahoval piiblizné¢ ekvivalentni expanze NK bunék jako

experimentalné pouzité mnozstvi IL-2/S4B6 imunokomplexu.
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Obr. 1V.16: Expanze NK bunék indukovana IL-2-pHPMA a sledovana jako procento NK1.1* DX5"
bunék ve sleziné. Volny IL-2 (10 pg/davku), IL-2-pHPMA (1 pg nebo 10 pg IL-2
ekvivalentu/davku) nebo IL-2/S4B6 imunokomplexy (1 pg IL-2 ekvivalentu/davku) byly B6.SJL
mySim (2 mysi/skupina) podany ve ¢tyiech davkach s intervaly vidy 24 h mezi davkami. Kontrolni
mysi byly ponechany bez stimulace. MyS$i byly usmrceny 24 h po posledni davce a izolované
splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Experiment byl opakovan trikrat se
srovnatelnymi vysledky.

B6.SJL mysim byly ve ¢tyfech davkach i.p. injikovan volny IL-2, IL-2-pHPMA
konjugat ¢i IL-2/S4B6 imunokomplexy a bylo sledovano procentualni zastoupeni NK
bungk (NK1.1" DX5%) ve slezing.

V souladu s publikovanou literaturou bylo pozorovano, ze NK buiky jsou
vyznamn¢ expandovany pomoci IL-2/S4B6 imunokomplexd, zatimco samotny IL-2,
piestoze podavan v desetinasobné davce, mél jen zanedbatelny efekt (viz Obr. IV.16). Miry
expanze indukované 1 pg IL-2/S4B6 imunokomplext bylo dosazeno pouzitim 10 pg
IL-2-pHPMA. Desetkrat nizsi davka IL-2-pHPMA vyvolala expanzi NK bun¢k zhruba 3x
niz§i. Déle se ukazalo, ze aktivované CD8" T butiky jsou vice senzitivni ke stimulaéni
aktivité IL-2-pHPMA, nez NK bunky. Oproti NK bunikdm byla expanze aktivovanych OT-I
CD8" T lymfocytii indukovana 1 pg IL-2 ve formé IL-2/S4B6 imunokomplexii srovnatelna
s pouzitim nizsi testované davky IL-2 ve formé IL-2-pHPMA (1 pg) (viz Obr. IV.14).
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IV.2.1.4 Vliv IL-2-pHPMA na aktivitu NK bunék (NK cytotoxicita)

Prokazali jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat ma zna¢nou schopnost expandovat NK
buriky (viz Obr. 1V.16). Vzhledem k tomu, Ze jsme u IL-2/S4B6 imunokomplexti prokazali,
ze jejich schopnost expandovat NK buriky (viz 1V.1.3.3) je soucasné spojena se zvySenim
NK cytolytické aktivity (viz 1V.1.3.4), bylo dulezité zjistit, jak jsou NK buiiky ovlivnény
p(HPMA) modifikovanou formou IL-2. C57BL/6 mysim bylo i.p. injikovano 2,5 pg
samotného IL-2 nebo IL-2 ve form¢ IL-2-pHPMA konjugatu. Vliv IL-2-pHPMA byl tedy
uren funkénim testem jejich cytotoxické aktivity - JAM testem, popsaném v kapitole
IV.1.3.4.
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Obr. 1V.17: Srovnani vlivu volného IL-2 a IL-2-pHPMA konjugatu na cytolytickou aktivitu NK
bunék u C57BL/6 mysi. (A) i (B): MySim (2 mysi/skupina) byly i.p. injikovany 2,5 pg samotného
IL-2, & IL-2 ve formé IL-2-pHPMA (den 0). Kontrolnim myS$im byl aplikovan stejny objem
fyziologického roztoku (250 pl). Po 5 dnech byly mysi usmrceny a byly izolovany mononuklearni
buiiky. Ty byly inkubovany 4 h za standardnich podminek v Kultivaénim médiu s *H-thymidinem-
znafenymi cilovymi YAC-1 buiikkami v poméru 11:1, 33:1, 100:1. Zabijeni cilovych bunék bylo
sledovano jako procentualni ubytek radioaktivity vzhledem k hladiné radioaktivity v kontrolnich
vzorcich bez efektorovych bunék (vidy vy$$i nez 5x10° cpm). KaZdy experimentalni bod
piedstavuje pramér 8 méfeni + SD. Experiment byl opakovan pétkrat se srovnatelnymi vysledky.

Schopnost efektorovych bunék izolovanych z kontrolnich mysi usmrtit bunky cilové
se pii obou nizsich testovanych pomérech efektorti k cilovym bunikam pohybovala okolo
10% a pti 100 nasobném nadbytku efektorti vystoupala na 15 %. Stimulace mysi volnym
IL-2 znatelné zvysila cytolytickou aktivitu efektorovych bun¢k az pii 100:1 poméru
efektori k cilovym bunkam, a to o 10% oproti kontrole. Oproti tomu IL-2-pHPMA
konjugat stimuloval mysi NK buiiky s minimalné trojndsobnou uG¢innosti oproti kontrole.
Tato ucinnost pii 100nasobném nadbytku efektorovych bunck shodné dosahovala az 45 %
usmrcenych cilovych bunék. Podobné¢ jako IL-2/S4B6 imunokomplexy, vykazal
IL-2-pHPMA konjugat vyssi schopnost indukovat expanzi NK bunék (viz Obr. 1V.17) a

soucasné V nich podporovat efektorovou aktivitu oproti volnému IL-2.

70



IV.2.1.5 Expanze T regula¢nich bunék

U IL-2-pHPMA konjugatu jsme neocekavali selektivitu pii plsobeni na rGzné
bunééné populace, ktera byla popsana pro IL-2 imunokomplexy tvoiené S4B6 nebo JES6-1
monoklonalni protilatkou. V souladu s biologickymi funkcemi IL-2 se naopak dalo
predpokladat, ze IL-2-pHPMA konjugat, tvofeny IL-2 s navazanymi vysokomolekularnimi
polymernimi fetézci, bude mit znacnou stimulaéni aktivitu pro Treg buiiky. Ovétili jsme
proto schopnost IL-2-pHPMA konjugatu stimulovat expanzi Treg bunék, nebot tato
informace je velmi dulezitd zejména z hlediska potencialniho vyuziti IL-2-pHPMA
konjugatu v imunoterapii.

V tomto experimentu byl B6.SJL mySim ve ¢tyfech davkach i.p. injikovan 1 pg
volného IL-2 ¢i IL-2 ve formé IL-2-pHPMA konjugatu. Sledovali jsme indukovanou
expanzi Treg bunék (CD4" FoxP3") ve slezing.
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Obr. 1V.18: IL-2-pHPMA konjugat stimuluje expanzi Treg bunék. B6.SJL mysim bylo aplikovano
10 pg volného IL-2 nebo jeho ekvivalent ve formé IL-2-pHPMA, a to ve étyiech davkach s intervaly
vidy 24 h mezi davkami. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace. Mysi byly usmrceny 24 h
po posledni davce a izolované splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Expanze
CD4" FoxP3" Treg bunék ve sleziné byla analyzovina a vynesena jako relativni expanze vztaZzena
ke kontrole. Experiment byl opakovan tiikrat Se srovnatelnymi vysledky.

Volny IL-2, zcela v souladu se svoji znamou biologickou aktivitou, stimuloval
relativni expanzi Treg bun¢k oproti kontrole. Oproti tomu IL-2-pHPMA konjugat projevil

zna¢nou stimulaéni aktivitu pro T regulacni buiiky - jim indukovana expanze dosahovala az

3,5nasobku kontroly (viz Obr. 1V.18).

IV.2.1.6 Protinadorova aktivita IL-2-pHPMA

Prokézali jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat indukuje expanzi aktivovanych CD8" T
bungk (1V.2.1.1) a NK bun¢k (1V.2.1.3) a soucasné podporuje i NK cytolytickou aktivitu
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(IV.2.1.4). Zaroven jsme ale prokazali, ze indukuje nezanedbatelnou expanzi Treg bunék
(IV.2.1.5), nicméné tato vlastnost je mu spoleéna s IL-2, ktery se presto v imunoterapii
nadord jiz vyuziva. Proto byla na dvou nadorovych modelech, EL4 T-lymfomu a B16F10

melanomu, otestovana protinadorova aktivita IL-2-pHPMA konjugatu.
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Obr. 1V.19: Vliv 1é¢by pomoci IL-2-pHPMA konjugatu na rist EL4 lymfomu a prezivani C57BL/6
mys$i s nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano 1x10° EL4 bunék v 50 pl
fyziologického roztoku (den 0). Lé¢enym mySim (n=6) bylo i.p. aplikovano 10 pg/mys/davka IL-2 ve
formé IL-2-pHPMA konjugatu, a to 3. a 6. den po podani EL4 bunék. Kontrolnim mysim (n=6) byl
aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (50 pl). (A) Primérny rast EL4 T lymfomu. (B)
Prezivani mys$i s EL4 lymfomem. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.

V modelu EL4 T-lymfomu bylo C57BL/6 mysim s.c. injikovano 1x10° EL4 bun&k.
Pro 1é¢bu pomoci IL-2-pHPMA konjugéatu byl zvolen terapeuticky rezim, ve kterém byl
konjugat podan ve dvou davkach, a to 3. a 6. den po inokulaci EL4 nadoru. Lécebny rezim
byl tedy nastaven tak, aby byl imunitni systém stimulovan k vyvinuti protinddorové
odpovédi v dobg, kdy je jesté schopen rostouci nador eliminovat, tedy jesté pred tim, nez

dosahl hmatatelné velikosti. Davka IL-2-pHPMA konjugatu (10 pg ekvivalentu IL-2) byla
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vzhledem k prokdzanym vlastnostem konjugatu zvolena vys$$i, nez bylo mnozstvi IL-2
zvolené pro 1écbu stejného typu nadoru pii stejném terapeutickém rezimu pomoci IL-2
imunokomplext (viz IV.1.4).

IL-2-pHPMA konjugét vykazal velmi slabou inhibici ristu nddoru a stejné tak i
velmi slabé prodlouzenou pramérnou dobu pteziti (viz Obr. 1V.19). Podani IL-2-pHPMA

konjugatu nevylécilo ani jednu experimentalni mys ze 6.

| pfes tyto vysledky jsme provéfili protinadorovou aktivitu IL-2-pHPMA konjugatu
jesté na dalsim modelu. V modelu B16F10 melanomu bylo subkutanné (s.c.) injekovano
1x10° melanomovych bungk do C57BL/6 recipientnich mysi. Kontrolni mysi nesouci B16
nador byly ponechany bez 1é€by, ostatni mysi byly léCeny intraperitonealni injekci (i.p.)
dvémi davkami IL-2-pHPMA konjugéatu 2. a 6. den po podani B16 bunék. Pro moznost
srovnani protinadorové aktivity ekvivalentniho mnozstvi IL-2 v riznych formach (tedy IL-2
imunokomplexti s IL-2-pHPMA konjugatem) jsme pro 1é¢bu B16F10 melanomu zvolili
stejny  terapeuticky rezim jako pro lécbu IL-2/S4B6 imunokomplexy a tudiz nizsi davku
IL-2-pHPMA konjugétu.

V modelu B16F10 melanomu IL-2-pHPMA konjugat nezpomalil rast nadoru, ani
neprodlouzil piezivani my$i oproti ni¢im nelééené kontrole (Obr. 1V.20). Naopak,
z kratsiho ptezivani léCenych mysi jsme usoudili, Ze v modelu B16F10 melanomu pievazi
vliv IL-2-pHPMA na Treg bunky nad aktivitou IL-2-pHPMA konjugatu vi¢i aktivovanym
a pamé&tovym CD8" T lymfocytiim a NK butikim. Oproti tomu IL-2 imunokomplexy jevily
pii stejné davce a stejném Iécebném rezimu prokazatelnou protinadorovou aktivitu (viz Obr.
IV.10), tzn. ze vtomto piipadé se stala dominantnim jevem aktivace a expanze
imunokompetentnich buné€k s positivni funkci v kontrole/eliminaci nadoru. Shledali jsme,
ze IL-2-pHPMA konjugat ani v jednom z nadorovych modeld neprokazal signifikantni
protinadorovou aktivitu. Po srovnani s vysledky dosazenymi po 1é¢bé IL-2 imunokomplexy

dosli k zavéru, ze IL-2-pHPMA konjugat neni vhodny pro nadorovou imunoterapii.
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Obr. IV.20: Vliv 1ééby pomoci IL-2-pHPMA konjugatu na rist B16F10 melanomu a preZivani
C57BL/6 mysi s nadorem. Samicim C57BL/6 my3i bylo s.c. injikovano 1x10° B16F10 bunék ve 50 pl
fyziologického roztoku (den 0). Lé€enym mysim (n=7) bylo i.p. aplikovano 2 pg/mys/davka IL-2 ve
formé IL-2-pHPMA konjugatu, a to 2. a 6. den po podani B16F10 bunék. Kontrolnim mys$im (n=7)
byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (50 pl). (A) Primérny rist B16F10 melanomu.
(B) Prezivani mysi s B16F10 melanomem. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi
vysledky.

IV.2.1.7 Vytvoieni stabilni a funkéni populace pamétovych CD8" T bunék

IL-2-pHPMA konjugat prokazal schopnost indukovat proliferaci a expanzi
aktivovanych CD8" T lymfocyti (viz Obr 1V.14). Dilezitou otazkou bylo, jestli takto
expandované CD8" T lymfocyty vytvori dlouhoZijici populaci pamétovych bunék. Mohli
by jsme si tedy pak udé¢lat predstavu o vhodnosti potencionalniho vyuziti IL-2-pHPMA
konjugatu naptiklad jako adjuvans pfi vakcinaci.

V experimentu byl vyuzit OT-I transgenni systém (naptiklad IV.1.2.1). Purifikované
OT-1 CD8" T butiky (Ly5.2) byly adoptivné pteneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich
mysi, aktivovany peptidem a stimulovany jednou vysokou davkou volného IL-2, nebo IL-2
ve form¢ IL-2-pHPMA konjugatu. Pro kontrolu byla pouzita stimulace SIINFEKL
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peptidem. Negativni kontrole nebylo po adoptivnim transferu jiz nic aplikovano. Relativni
expanze prenesenych bunék byla sledovana ve slezin€ 4. den po aktivaci, a také 50. den -
tedy dostatecné dlouho na to, aby byly detekovany pouze skute¢né pamétové bunky. Pro
50. den byly pienesené a hostitelské CD8" T lymfocyty naznadeny na expresi CD44 a

CD122 pro moznost stanoveni jejich pamét'ového fenotypu.

A den 4 den 50 B cps+ Ly5.2- CD8+ Ly5.2+
0,02@ 14,6
kontrola
17,7 C
4 nmol peptid
4 nmol peptid + volny IL-2
0
<
[oe) <
a [m]
& 24,4] |©
4 nmol peptid
+ volny IL-2
4 nmol peptid
al+ IL-2-pHPMA
1854 2 95,3
4 nmol peptid b
+ IL-2-pHPMA
CD122 IFN-y

Obr. 1V.21: Aktivované naivni CD8" T lymfocyty, expandované pomoci IL-2-pHPMA konjugatu,
vytvaFi mohutnou populaci funkénich pamétovych bunék. Purifikované naivni OT-1 CD8" T buiiky
(Ly5.2) byly adoptivné pi‘eneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi (2 mysi/skupina). O 24 h
pozdéji byl mySim i.p. podan SIINFEKL peptid (4 nmol) soué¢asné s IL-2 (50 pg/davku) nebo
IL-2-pHPMA (50 pg IL-2 ekvivalentu/davku). Kontrola dostala pouze SIINFEKL peptid a
negativni kontrola byla ponechana bez stimulace. Mysi byly usmrceny 4. a 50. den po adoptivnim
transferu OT-1 CD8" T bunék, izolované splenocyty byly analyzovany pomoci priitokové
cytometrie. (A) Relativni expanze Ly5.2" CD8" bunék ve sleziné 4. a 50. den po aktivaci. (B)
Hostitelské (levy sloupec) a pienesené CD8" T lymfocyty (pravy sloupec) byly znaéeny na expresi
CD44 a CD122. (C) Splenocyty izolované 50. den z pokusnych mysi byly ex vivo restimulovany
peptidem po 6 hodin a na posledni 4 hodiny byl pfidan Brefeldin A. Exprese IFN-y byla detekovana
v Ly 5.2" CD8" buiikach. Experiment byl opakovian dvakrat se srovnatelnymi vysledky.

Primarni expanze ptrenesenych OT-I lymfocytd indukovana samotnym
peptidem byla srovnatelnd s expanzi indukovanou peptidem a volnym IL-2 (viz Obr.
IV.20A, levy sloupec), avsak béhem retrakéni faze bunky expandované samotnym peptidem
zcela vymizely (Obr. IV.20A, pravy sloupec). U mysi, kterym byl podan peptid spole¢né

s volnym IL-2, doslo k vytvoieni populace pamét'ovych bungk, i kdyz velmi malé. Oproti
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tomu vyznamna populace pfenesenych bun¢k byla detekovana 50. den ve slezin€¢ mysi,
kterym byl aplikovan peptid spolecné s IL-2-pHPMA a celych 85 % z téchto bunék mélo
CD44"" cD122"%" fenotyp (Obr. IV.20B, pravy sloupec).

Dale jsme ur¢ili, zda je populace CD8" T lymfocytti s pamétovym fenotypem, ktera
se ustanovila z aktivovanych naivnich CD8" T lymfocytli expandovanych IL-2-pHPMA
konjugatem, schopna efektorové aktivity po setkdni s pfisluSnym peptid/MHC-I
komplexem. Cast ze suspenzi splenocyttl, izolovanych 50. den ze slezin mysi 1é¢enych 1L-2
nebo IL-2-pHPMA v piedeslém pokuse, byla in vitro restimulovana SIINFEKL peptidem a
analyzovana na intracelularni expresi IFN-y. Na obrazku IV.20C je znazornéno, ze OT-I
buriky z my$i stimulovanych volnym IL-2 po reaktivaci neexprimovaly IFN-y, zatimco
95 % OT-1 bunék z mysi stimulovanych IL-2-pHPMA konjugatem ano.

Potvrdili jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat by v budoucnu mohl byt vyuzivan jako
velmi uéinné adjuvans naptiklad pfi okovani. Prokazali jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat je
schopen nejen vyrazné expandovat aktivované naivni CD8" T lymfocyty, ale také dat
vzniknout populaci dlouhozijicich bun¢k s pamétovym fenotypem, které jsou po reaktivaci

schopny efektorovych funkci.

IV.2.1.8 Urceni biologického polocasu IL-2-pHPMA

Prokazali jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat stimuluje expanzi aktivovanych
(IV.2.1.1) i pamétovych CD8" T lymfocyti (IV.2.1.2), T regula¢nich bungk (1V.2.1.5) a
NK bunék (1V.2.1.3), u nichZ soucasné indukuje cytolytickou aktivitu (1V.2.1.4). Stimuluje
tedy vSechny bunééné populace jako IL-2, avSak s mnohem vys$si G¢innosti in vivo. Protoze
se jedna o vysokomolekularni IL-2 konjugat, chtéli jsme ovéfit, zda dochazi k prodlouzeni
poloc¢asu setrvani IL-2-pHPMA v ob&¢hu. Tento jev byl V literatufe popsan pro 1L-2/S4B6
imunokomplexy [99] a pro imunokomplexy IL-2/JES6-1 jsme ho potvrdili experimentalné
(viz 1V.1.2.3). U IL-2-pHPMA konjugatu by do zna¢né miry objasnil jeho superagonistické
chovani oproti volnému IL-2.

C57BL/6 mysim bylo i.v. aplikovano 2 pg volného IL-2 nebo jeho ekvivalentu ve
form¢ IL-2-pHPMA v ¢ase 0. V riznych casovych intervalech izolovano mys$i sérum.
Kiivka eliminace IL-2-pHPMA byla stanovena detekci koncentrace IL-2-pHPMA ve

vzorcich séra pomoci sendvicové ELISA metody.
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Obr. 1V.22: Polo¢as eliminace IL-2-pHPMA konjugatu z krve. C57BL/6 mysim
(3 mySi/skupina) bylo i.v. aplikovano 2 pg volného IL-2 nebo IL-2 ekvivalentu ve formé
IL-2-pHPMA v ¢ase 0. Po 3 a 15 minutach, 1 hodiné a dale po 2, 4, 6, 8, 24 a 48 hodinach byla
mysim odebrana krev a z ni izolovano sérum. Koncentrace IL-2 nebo IL-2-pHPMA ve vzorcich
séra byla detekovana ELISA metodou s vyuzitim internich Kkalibra¢nich ¥Fad pro IL-2 i
IL-2-pHPMA individualné. KaZdy experimentalni bod piedstavuje pramér 3 méfeni + SD.
Experiment byl opakovan ¢tyfFikrat se srovnatelnymi vysledky.

Na obrazku IV.22 je znazornéno, ze volny IL-2 byl z krve velmi rychle eliminovan.
Pfi podani 2 pg IL-2 byla po 3 minutach detekovana jiz jen relativné nizka koncentrace IL-2
Vv séru, a to pouze 60 ng/ml. Hodinu po aplikaci byl IL-2 jiz nedetekovatelny. Oproti tomu
IL-2-pHPMA konjugat byl v séru detekovan jesté 48 hodin po aplikaci, a to v koncentraci
dokonce vyssi nez jaka byla stanovena pro volny IL-2 po 15 minutach. Z vynesené kiivky
zéavislosti koncentrace na Case byl odhadnut biologicky polocas IL-2-pHPMA konjugatu na
~ 4 hodiny. IL-2-pHPMA konjugat tedy projevil asi 70x delsi polocas v séru nez volny
IL-2.

IV.2.1.9 Uréeni maximalni tolerované davky

Pokusili jsme se urCit maximalni tolerovanou davku (MTD) IL-2-pHPMA
konjugatu. Tedy maximalni davku konjugatu, ktera neni doprovazena mortalitou a také
zpusobi nepfijatelné vedlejsi ucinky (tbytek t€lni hmotnosti > 15 %) . C57BL/6 mysim 0
zhruba stejné vaze, byla jednorazové i.p. aplikovana davka IL-2-pHPMA, a to 25, 50 nebo
75 ng IL-2 ekvivalentu. Mysi byly zvazeny pied aplikaci davky a dale vzdy po
24 hodinach. Toxicita podané¢ho IL-2-pHPMA konjugéatu byla sledovana jako vahovy
ubytek mysi, ktery byl nasledné vyjadien v procentech ptvodni vahy mysi. Dale byl
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monitorovan stav mysi — znamky kachexie, rychlejsi frekvence dychani, povrchové
dychani, nizsi vitalita mysi.

V priibéhu experimentu nezemiela zZddna myS$ na toxické ucinky IL-2-pHPMA
konjugatu. Na obrazku 1V.23, zndzoriujicim stav mysi po aplikaci jedné davky léciva je
navic vidét, ze ob€ nizsi testované davky IL-2-pHPMA konjugatu byly pro mysi relativné
netoxické. Pouze nejvyssi davka IL-2-pHPMA konjugatu vedla K signifikantnimu
vahovému Ubytku mysi, a to az 0 13 % oproti vaze plivodni. Ani 5. den po aplikaci nejvyssi
davky nebyla nicméné u mysi pozorovana snizena vitalita a vahovy tbytek byl rychle
kompenzovan. Usoudili jsme, ze pro mysi je MTD jednorazové i.p. podaného IL-2-pHPMA
konjugatu zhruba 80 pg/mys.
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Obr. 1V.23: Uréeni MTD IL-2-pHPMA Kkonjugatu podaného i.p. v jedné diavce u mys$i. C57BL/6
mySim (3 mySi/skupina) 0  podobné vaze bylo i.p. aplikevano 25, 50, ¢i 75 pg IL-2
ekvivalentu IL-2-pHPMA v ¢ase 0. Mysi byly zvaZeny pied aplikaci lé¢iva a kazdych 24 hodin
Vv priibéhu 8 dnii. Zaznamenana byla viha mysi a do grafu vynesena zména vahy mysi v % vahy
dané mysi pred 1é¢bou. Kazdy experimentalni bod piredstavuje pramér 3 mysi ve skupiné.

Pozorovali jsme, ze biologické efekty se pii opakovaném podani nizSich davek
konjugatu vyrazné zesiluji S mnozstvim podanych davek. Proto jsme se pokusili ur¢it MTD
IL-2-pHPMA konjugatu podaného v péti davkach. C57BL/6 mySim o zhruba stejné vaze,
bylo vpéti po 24 hodinach jdoucich davkach i.p. aplikovano 4, 6, nebo 8 ug IL-2
ekvivalentu IL-2-pHPMA konjugatu/mys. Toxicita takto podaného IL-2-pHPMA konjugatu
byla sledovana v nasledujicich 13 dnech od podéni a zaznamenavana jako v piedeSlém
pokuse.

Pozorovali jsme vyraznou toxicitu spojenou Spéti davkami 6 pg i 8 pug
IL-2-pHPMA konjugatu (viz Obr. 1V.24). Mysi 1é¢ené témito davkami konjugatu jevily
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znamky kachexie, byla apatické, byla patrna vyssi frekvence povrchového dychani a ubytek
hmotnosti az o 20 % oproti své ptivodni vaze. Ve skupiné mysi, které pii tomto rezimu
dostavaly davku 6 pg IL-2-pHPMA vedla toxicita 6. den kihynu 2 mysi a ve skupiné
dostavajici 8 pg dokonce 4 mysi z5 (Obr. 1V.24B). Pouze 5 davek 4 ng IL-2-pHPMA
konjugatu nezpusobilo zadnou mortalitu. A Gbytek na vaze byl necelych 7 %. Z téchto dat
jsme usoudili, ze MTD IL-2-pHPMA konjugéatu podaného v péti po sobé jdoucich davkach
je ptiblizné 4 pg/mys.
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Obr. 1V.24: Uréeni MTD IL-2-pHPMA konjugatu podaného i.p.v péti davkach u mysi. C57BL/6
mysim (5 mysi/skupina) o podobné vaze bylo v péti davkach i.p. aplikovano 4, 6, ¢i 8 pg ekvivalentu
IL-2 ve formé IL-2-pHPMA; prvni davka v ¢ase 0 a dalsi vZdy po 24 hodinach. Mysi byly zvaZeny
pied aplikaci lé¢iva a kazdych 24 hodin v pribéhu 13 dni. (A) Zaznamenana byla vaha mysi a do
grafu vynesena zména vahy mysi v % vahy dané mysi pi‘ed 1é¢bou. (B) Tabulka ukazuje mortalitu
p¥i podani IL-2-pHPMA. KaZdy experimentalni bod predstavuje pramér 5 mysi ve skupiné.
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I\VV.3 Potenciace biologické aktivity IL-15: IL-15/IL-15Ra-Fc

IV.3.1 Experimenty in vitro

Nejdiive byla in vitro porovnana schopnost volného IL-15 a IL-15 vazaného ve
form& IL-15/IL-15Ro-Fc komplexu indukovat proliferaci aktivovanych OT-1 CD8" T
lymfocytii (popsan napiiklad v kap. 1V.1.2.1). Purifikované OT-1 CD8" T lymfocyty byly
in vitro aktivovany SIINFEKL peptidem a stimulovany riznymi koncentracemi ekvivalentu
IL-15 ve formé& volné nebo vazané (IL-15/IL-15Ra-Fc komplex) v pfitomnosti inhibi¢ni
CTLA4-1g mAb. Schopnost volného IL-15 nebo IL-15 komplexu stimulovat proliferaci
byla vyjadiena pomoci inkorporace *H-thymidinu.

Piestoze IL-15/IL-15Ra-Fc komplex ptsobi zejména na CD122"" populace,
stimuloval proliferaci aktivovanych OT-1 CD8" T lymfocyti, a to zhruba 5-10x u¢inngji nez
volny IL-15 (Obr. 1V.25).
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Obr. 1V.25: Srovnani schopnosti volného IL-15 a IL-15/IL-15Re-Fc komplexd indukovat
proliferaci aktivovanych OT-1 CD8" T lymfocyti in vitro. Naivni CD8" T buiiky byly izolovany z
OT-I transgennich my$i. Buiiky (5x10° b/jamka) byly 72 h kultivovany v Kultivaénim médiu
s 10 nM SIINFEKL peptidem, CTLA4-1g 0 koncentraci 1 pg/ml a riznymi koncentracemi volného
IL-15 nebo ekvivalentni koncentraci I1L-15 ve formé IL-15/IL-15Ra-Fc. Prolifera¢ni aktivita byla
méfena inkorporaci °H-thymidinu, ktery byl piidin na poslednich 8 h inkubace. KaZdy
experimentalni bod predstavuje primér 3 méfeni + SD. Experiment byl opakovan trikrat se
srovnatelnymi vysledky.

Protoze IL-15 je dulezity ristovy faktor NK bunék, porovnali jsme také schopnost
volného IL-15 a IL-15 komplexu stimulovat proliferaci NK bungk in vitro.

Obrazek V.26 znazornuje, Ze volny 1L-15 byl schopen stimulovat proliferaci NK
bungk, avSak az ve vysSich koncentracich. Oproti tomu IL-15 vazany ve formé IL-15

komplexti projevil jiz pti nizkych koncentracich vysokou stimula¢ni aktivitu pro NK bunky.
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Schopnost indukovat proliferaci NK bun¢k se u IL-15 komplexu zvysila az 10x oproti
volnému IL-15. Ztéchto vysledki vyplyva, ze in vitro vykazuji IL-15/IL-15Ra-Fc
komplexy oproti shodné koncentraci volného IL-15 schopnost silngjsi stimulace
aktivovanych CD8" T lymfocytii a NK bunék.
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Obr. 1V.26: Srovnani schopnosti IL-15 a IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu indukovat
proliferaci NK bunék in vitro. Purifikované NK buiiky (4,5x10* b/jamka) byly inkubovany 72 h v
kultivaénim médiu za standardnich podminek s riznymi koncentracemi veolného IL-15 nebo
ekvivalentni koncentraci IL-15 ve formé IL-15/IL-15Ra-Fc. Prolifera¢ni aktivita byla méfena
pomoci inkorporace °H-thymidinu, ktery byl pfidan na poslednich 8 h inkubace. KaZdy
experimentalni bod piedstavuje pramér 3 méieni + SD. Experiment byl opakovan dvakrat se
srovnatelnymi vysledky.

IV.3.2 Experimenty in vivo

IV.3.2.1 Expanze aktivovanych OT-1 CD8" T bunék

Bylo publikovano, ze IL-15/IL-15Ra-Fc  komplexy stimuluji proliferaci
aktivovanych pamétovych CD8" T lymfocytd (CD44"" CD122"9") a NK bungk [85].
Doposud se vSak publikované prace blize nezabyvaly vlivem volného IL-15 a IL-15
komplexti na aktivované CD8" T bufiky. Tyto bufiky hraji dblezitou roli napiiklad v
protinadorové imunité, a tak bylo jednim z cilu této prace ukazat, v jaké mite ovliviiuji
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy jejich expanzi.

V experimentu byl vyuzit OT-I transgenni systém. Purifikované OT-1 CD8" T
bunky (Ly5.2) byly adoptivné pieneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi, aktivovany
peptidem a stimulovany 4 davkami volného IL-15 anebo IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd. Pro

pozitivni kontrolu byla pouzita stimulace kombinaci peptidu a poly I:C a naopak mysim,
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které slouzily jako negativni kontrola, nebylo po adoptivnim transferu jiz nic aplikovano.
Byla sledovéna relativni expanze aktivovanych naivnich CD8" T bungk.

Volny IL-15 stimuloval proliferaci aktivovanych OT-1 CD8" T bungk (viz Obr.
IV.27A) a zajistil jejich zhruba dvojnasobnou expanzi (Obr. IV.27B) oproti ni¢im
nestimulované kontrole. Nicméné stejné mnozstvi IL-15 ve forme¢ IL-15/IL-15Ra-Fc
komplexu zvysilo aktivitu IL-15 zhruba 25x, tj. indukovalo 50nasobnou expanzi OT-I
CD8" T bun&k oproti kontrolnim mysim (Obr. 1V.27B). Také bylo pozorovéno, ze
bunky expandované IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy exprimuji 5. den po aktivaci vysoké
hladiny CD25, narozdil od bunék expandovanych pomoci peptidu + poly I:C ¢i pomoci
volného IL-15 (Obr. IV.27A).
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Obr. IV.27: Proliferace a expanze aktivovanych CD8" T bunék pomoci IL-15/IL-15Ra-Fc
komplexii in vivo. Purifikované naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly oznateny CFSE a
adoptivné preneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi (2 mySi/skupina). SIINFEKL peptid
(2 nmol) byl my$im podan i.p. o 24 h pozdéji. IL-15 nebo IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy byly mys§im
podavany i.p. ve 4 davkach v mnozstvi 1 pg ekvivalentu IL-15 na davku. Prvni davka byla podana
stejny den jako peptid, kazda dalSi vZdy po 24 h. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace.
Pozitivni kontrole bylo spole¢né se SIINFEKL peptidem i.p. aplikovano 75 pg poly 1:C. Mysi byly
usmrceny 5. den po adoptivnim transferu OT-1 CD8" T bunék (24 h po posledni d4vce) a izolované
splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. (A) CFSE profil, exprese CD25 a
relativni expanze Ly5.2" CD8" bunék vztaZena ke kontrole. (B) Priimérna relativni expanze Ly5.2"
CDS8" bunék ve sleziné. Experiment byl opakovan tFikrat se srovnatelnymi vysledky.
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IV.3.2.2 Expanze pamétovych CD8" T buné&k

Dale jsme ovéfili stimula¢ni aktivitu IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti pro pamétové
CD8" T lymfocyty. B6.SJL mys$im byl ve ¢tyfech davkach i.p. injikovan volny IL-15 nebo
IL-15/IL-15R0-Fc komplexy. Ve slezing byla sledovana populace CD3" CD8" lymfocyttli a
v ramci ni bylo stanoveno procentudlni zastoupeni pamétovych CD8" T bungk (CD44""
CD122"aM,

IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy indukovaly oproti kontrole vyraznou expanzi
CD44"" CD122"" pamé&tovych CD8* T bungk. Zatimco ekvivalentni davka volného
IL-15 indukovala expanzi podstatné nizsi (Obr. 1V.28).

peptid +

kontrola volny IL-15 IL-15/IL-15Ra-Fc
1ug 1ug

CD44

W 36,2

CD122

Obr. 1V.28: Expanze pamétovych CD8" T bunék indukovana I1L-15/IL-15Ra-Fc komplexy. B6.SJL
(Ly5.1) mySim byl ve 4 davkach (s intervaly vidy 24 h mezi divkami) podan volny IL-15 ¢i
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy v mnoZstvi 1 pg ekvivalentu IL-15 na davku. Kontrolni mysi byly
ponechany bez stimulace. MySi byly usmrceny 5. den (24 h po posledni davce) a izolované
splenocyty byly analyzovany pomoci priitokové cytometrie. Ve sleziné bylo stanoveno procentualni
zastoupeni CD44"%" CD122"" CD8" T bunék v populaci CD3" CD8" bunék. Experiment byl
opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

1IV.3.2.3 Expanze NK bunék

Schopnost IL-15/IL-15Ra-Fc¢ komplexti indukovat expanzi NK bunék jiz byla
popsana diive [21, 85], nicméné jakakoli kvantitativni data ohledné¢ miry expanze
indukované n¢kolika po sob¢ jdoucimi davkami IL-15 komplexi dosud nebyla publikovana.
Protoze NK buriiky hraji vyznamnou roli v rejekci nadorti a bun€k infikovanych viry, byla
tato informace z hlediska budouciho vyuziti IL-15 komplext dilezita. V experimentu bylo
sledovano procento NK bunék (NK1.17 DX5%) ve sleziné B6.SJL mysi, kterym byly ve
¢tyfech davkach i.p. injikovan volny IL-15 nebo IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy.

Zhruba dvojnasobna relativni expanze NK bun¢k oproti kontrole byla indukovana
volnym IL-15. Stejné mnozstvi IL-15 ve formé IL-15/IL-15Ra-Fc komplexii vyvolalo
relativni expanzi 3-4x vyssi nez volny IL-15, tj. indukovalo zhruba 8nasobné zvyseni

procentualniho zastoupeni NK bunék ve sleziné oproti kontrole (viz Obr. 1V.29).
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Obr. 1V.29: Expanze NK bunék indukovana IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, sledovana jako
procentuslni zastoupeni NK1.1" DX5" bunék ve slezing. Ekvivalentni mnozstvi 1 pg IL-15 ve formé
volné ¢ IL-15/IL-15Ra-Fc komplexu bylo B6.SJL my$im (2 mysi/skupina) podano ve ¢&tyiech
davkach s intervaly vidy 24 h mezi davkami. Kontrolni mysi byly ponechany bez stimulace. MysSi

byly usmrceny 24 h po posledni davce a izolované splenocyty byly analyzovany pomoci pritokové
cytometrie. Experiment byl opakovan tiikrat se srovnatelnymi vysledky.

IV.3.2.4 Vliv IL-15/IL-15Re-Fc komplexi na aktivitu NK bunék (NK cytotoxicita)

Prokazali jsme, ze systémové podané IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy maji vyraznou
schopnost expandovat NK bunky (1V.3.2.3). Vzhledem k tomuto zjisténi jsme chtéli dale
overit, jestli 1L-15 komplexy zaroven ovliviiuji aktivitu téchto expandovanych NK bungk.
C57BL/6 mysim bylo i.p. injikovano 2,5 ug IL-15, ¢i IL-15 ve form¢ 1L-15/IL-15Ra-Fc.
Vliv IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi na aktivitu NK bun€k byl tedy uréen funkénim testem
jejich cytotoxické aktivity - JAM testem, popsaném v Kapitole 1V.1.3.4.

Mononuklearni buiiky izolované z kontrolnich mysi byly schopné pii 100nasobném
nadbytku (pomér efektort a cilovych bun¢k 100:1) usmrtit ptiblizné 15 % cilovych bunek.
Volny IL-15 zvysil cytolytickou aktivitu NK bunék oproti kontrole zhruba dvakrat, a to pfi
vsech testovanych pomérech efektort a cilovych bunék.

Na obrazku 1V.30 je zndzornéno, Ze nejvyssi cytolytickou aktivitu, dosahujici az
60 % usmrcenych cilovych bunék, vykazovaly NK bunky mysi stimulovanych
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy (pfi poméru 100:1 efektord k cilovym buiikdm). Tato aktivita
byla pti vS§ech pomérech efektorovych bunék k cilovym zhruba nékolikanasobné vyssi nez
cytolyticka aktivita dosazena pomoci IL-15 stimulace. Volny IL-15 ma tedy sice schopnost
stimulovat efektorovou aktivitu NK bunék in vivo, ta je vSak s mnohonasobné¢ vyssi

ucinnosti indukovana IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy.

84



70 ~

—&— kontrola Q
x 60 S

——|L-15 3
IL-15/IL-15Ra-Fc L 50 .5

=

- 40 o

o

-0 2

o

20 2

8

- 10 =

s

T T 0 =]

11 33 100 2

efektorové:cilové bunky

Obr. 1V.30: Srovnani vlivu volného IL-15 s IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy na cytolytickou aktivitu
NK bunék u C57BL/6 mysi. A i B: MySim (2 mysi/skupina) byly i.p. injikovany 2,5 ng volného
IL-15, ¢i IL-15 ve formé IL-15/IL-15Ra-Fc (den 0). Kontrolnim mysim byl aplikovan stejny objem
fyziologického roztoku (250 pl). Po 5 dnech byly mysi usmrceny a byly izoloviny mononuklearni
buiiky. Ty byly inkubovany 4 h za standardnich podminek v kultivaénim médiu s *H-thymidinem-
znafenymi cilovymi YAC-1 buiikkami v poméru 11:1, 33:1, 100:1. Zabijeni cilovych bunék bylo
sledovano jako procentualni ubytek radioaktivity vzhledem k hladiné radioaktivity v kontrolnich
vzorcich bez efektorovych bunék (vidy vy$$i nez 5x10° cpm). KaZdy experimentalni bod
piedstavuje pramér 8 méfeni + SD. Experiment byl opakovan pétkrat se srovnatelnymi vysledky.

IV.3.2.5 Expanze T regula¢nich bunék

Prokazali jsme, ze IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy indukuji expanzi
efektorovych bunék protinddorové imunity — aktivovanych a pamétovych CD8" T
lymfocytd (IV.3.2.1 a 1V.3.2.2) a NK bun¢k (1V.3.2.3), u kterych zaroven zvysuji
cytolytickou aktivitu (1V.3.2.4). Z hlediska vyuziti téchto komplexti v protinadorové terapii
je vsak dulezity hlavné pomér jejich stimulacni aktivity pro efektorové versus supresorové
buriky. Proto bylo dulezité zjistit vliv IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd na expanzi Treg bungk.
Vzhledem k tomu, Ze jsme u IL-2/S4B6 imunokomplext prokazali, Ze tento stimulacni
pomér je vyrazné posunut ve prospéch efektorovych bunék (viz 1V.1.3.5), byly IL-2/S4B6
imunokomplexy zahrnuty do srovnani s IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy.

Purifikované OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly adoptivn& pieneseny do B6.SJL
(Ly5.1) kongennich mysi a nasledujici den aktivovany SIINFEKL peptidem. Mysim byl ve
Ctyfech davkach i.p. injikovan 1 pg volného IL-15 ¢i ekvivalentu IL-15 ve formé
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti anebo 1 pg IL-2 ve formé& IL-2/S4B6 imunokomplexu.
Indukovana relativni expanze Treg bunék (CD4" FoxP3™), aktivovanych CD8" T lymfocytii
(Ly5.2"), pam&tovych CD8" T lymfocyti (CD44"" CD122"") a NK bungk (DX5" NK1.1*

) ve slezin€ byly kvantifikovany. Z nich jsme potom vypocetli stimula¢ni poméry.
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Obr. IV.31: Stimula¢ni pomér IL-15/SIL-15Ra-Fc komplexi pro efektorové versus supresorové
buiiky protinidorové imunity. Purifikované naivni OT-1 CD8" T buiiky (Ly5.2) byly oznaeny
CFSE a adoptivné preneseny do B6.SJL (Ly5.1) kongennich mysi (2 mysi/skupina). SIINFEKL
peptid (4 nmol) byl mySim podan i.p. 024 h pozdéji. B6.SJL my$im (2 mysi/skupina) byl podan
1 pg IL-2 ve formé IL-2/S4B6 imunokomplexii, nebo 1 pg ekvivalentu IL-15 volného ¢i v komplexu
IL-15/SIL-15Ra-Fc, a to ve ¢tyfech davkach s intervaly vidy 24 h mezi davkami. Kontrolni mysi
byly ponechany bez stimulace. Mysi byly usmrceny 24 h po posledni davce a izolované splenocyty
byly analyzoviany pomoci Rrﬁtokové cytometrie. Relativni expanze Ly5.2"° T lymfocyti,
pamétovych CD44"" CD122"" CD8" T lymfocytii, DX5" NK1.1" a CD4" FoxP3" T bunék ve
sleziné byly analyzovany. Stimula¢ni poméry pro dané populace byly vypocteny z téchto relativnich
expanzi. Experiment byl opakovan tfikrat se srovnatelnymi vysledky. (A) Pomér expanze
aktivovanych Ly5.2"* CD8" T bunék k CD4* FoxP3" buiikim. (B) Pomér expanze CD8'CD44"%"
CD122"" T lymfocyti k CD4" FoxP3" buiikam. (C) Pomér expanze Ly5.2" CD8" bunék k CD4"
FoxP3" buiikam.
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Vysledky tohoto experimentu prokazaly, Ze IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy maji
nizkou stimulac¢ni aktivitu pro T regula¢ni bunky. Ze stanovenych stimula¢nich pomért a
v souladu s nasimi vysledky jsme dale potvrdili, ze IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy vykazuji
pomér stimulace ve prospéch efektorovych bunék (Obr. IV.31A-C), vyhodny pro jejich
budouci pouziti v protinddorové imunoterapii. Tento pomér byl navic zhruba dvojndsobné

lepsi, nez ten dosazeny 1é¢bou I1L-2/S4B6 komplexy.

1V.3.2.6 Protinadorova aktivita

Pro IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy jsme prokazali stimula¢ni aktivitu pro efektorové
buriky protinadorové imunity (IV.3.2.1-3), a dale vyjadtili pomér stimulace efektorti versus
regulac¢nich bun¢k, vhodny pro mozné vyuziti téchto komplext v nddorové imunoterapii.
Na zaklad¢ téchto zjisténi jsme otestovali protinadorovou aktivitu IL-15/IL-15Ra-Fc
komplexti na dvou nddorovych modelech, EL4 T-lymfomu a B16F10 melanomu.

V nadorovém modelu EL4 T-lymfomu bylo C57BL/6 mysim s.c. injikovano 1x10°
EL4 bunék. Lécba IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy byla provedena v terapeutickém rezimu -
ve dvou davkach, a to 3. a 6. den po inokulaci EL4 nadoru. Casové rozmezi mezi davkami
bylo vybrano tak, aby druha davka podpofila bunécnou imunitu indukovanou davkou prvni.
Lécebny rezim byl tedy nastaven tak, aby byl imunitni systém stimulovan k vyvinuti
protinadorové odpovédi v dobé, kdy je jesté schopen rostouci nador eliminovat, tedy jesté
pred tim, nez dosahl hmatatelné velikosti. Za vylécené byly povazovany ty mysi, které
alespon 120 dni po 1é¢b¢ nejevili priznaky EL4 T lymfomu.

U nelécenych kontrolnich mysi EL4 nadory exponencialné rostly a zabily vSechny
mysi. U lécenych mysi byl rist nddoru zna¢né¢ omezen a doslo k prodlouzeni doby Zivota
oproti  kontrolni neléCené skupiné mysi. Pfi tomto 1éCebném rezimu dokazala 1é¢ba

IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy vylééit 2 mysi z Sesti (viz Obr. 1V.32).
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Obr. 1V.32: Vliv IL-15/IL-15Re-Fc komplexi na rist EL4 lymfomu a piezivani C57BL/6 mysi s
nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano 1x10° EL4 bunék v 50 pl fyziologického
roztoku (den 0). Léfenym mySim (n=6) bylo i.p. aplikovano 2 pg/mys$/davka IL-15 ve formé
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi, a to 3. a 6. den po podani EL4 bunék. Kontrolnim my$im (n=6) byl
aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (50 pl). (A) Primérny riust EL4 T lymfomu. (B)
Prezivani mys$i s EL4 lymfomem. Mysi pieZivajici 120 dni bez znamek lymfomu byly povaZovany
za vylécené. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.

V dals$im nadorovém modelu - B16F10 melanomu, bylo subkutanné (s.c.)
injekovano 1 x 10° melanomovych bunék do C57BL/6 recipientnich mysi. Kontrolni mysi
nesouci B16F10 nador byly ponechany bez 1€cby, ostatni mysi byly léCeny intraperitonealni
injekei (i.p.) dvémi davkami IL-15/IL-15Ra-Fc komplexd 2. a 6. den po podani B16F10
bunék.

V tomto nadorovém modelu prokazaly IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy pouze
schopnost slabé zpomalit rist nadoru, coz se ale neprojevilo na prodlouzeni doby zivota

1é¢enych mysi (Viz obr. 1V.33).
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Obr. 1V.33: Vliv IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi na rist B16F10 melanomu a piezivani C57BL/6 mysi
s nadorem. Samicim C57BL/6 mysi bylo s.c. injikovano 1x10° B16F10 bunék v 50 pl fyziologického
roztoku (den 0). Léfenym myS$im (n=3) bylo i.p. aplikovano 2 pg/mys$/davka IL-15 ve formé
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi, a to 2. a 6. den po podani B16F10 bunék. Kontrolnim mys$im (n=7)
byl aplikovan stejny objem fyziologického roztoku (50 pl). (A) Primérny rist B16F10 melanomu.
(B) Piezivani mysi s B16F10 melanomem. Mysi prezivajici 120 dni bez znamek melanomu byly
povaZovany za vylécené. Experiment byl opakovan dvakrat se srovnatelnymi vysledky.
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V. DISKUZE

Cytokiny jsou nepostradatelnou soucasti imunitniho systému jako intermediatory
regulace funkci imunokompetentnich bunék. Jejich terapeutické vyuziti v imunoterapii
predstavuje slibné odvétvi mediciny a je jiz nyni nedilnou soucasti 1é¢by fady malignich
onemocnéni. Potyka se vSak s fadou problémil - nizkou terapeutickou aktivitou vyplyvajici
z kratkého polocasu systémoveé podanych cytokinli na strané jedné a s toxicitou vysokych
davek cytokinu na strané druhé. V budoucnu je proto tieba najit takové 1écebné protokoly ¢i
modifikace, které by efektivni vyuziti cytokin v imunoterapii umoznily.

V poslednich letech se do centra pozornosti dostala nova forma cytokinové
imunoterapie — cytokinové imunokomplexy. Pii tomto piistupu je nejprve cytokin
komplexovan se specifickou anti-cytokinovou monoklonalni protilaitkou nebo solubilni
formou svého cytokinového receptoru za vzniku (imuno)komplexu, ktery ma po aplikaci do
organismu nesrovnatelné vyssi biologickou aktivitu nez ekvivalent volného cytokinu.
Fenomén cytokinovych komplext jiz byl popsan pro imunokomplexy slozené z IL-2, IL-3,
IL-4, IL-6 ¢i IL-7 a specifické monoklondlni protilatky a také komplexy slozené z IL-15 a
jeho solubilniho vysoko afinitniho receptoru o fuzovaného s Fc casti IgG molekuly.
Piestoze je tato terapeuticka strategie pro efektivni pouziti cytokinii v imunoterapii zatim
relativné nova a testovana pouze na mysich modelech, prokazala jiz svou pouzitelnost
naptiklad pro zesileni imunitnich reakci proti nadoru a infekcim.

IL-2 je jiz po dlouho dobu atraktivni molekulou pro imunoterapii, avSak v klinické
praxi se jeho terapeutické pouziti potykd s mnoha zdvaznymi problémy a nedostatky. Nyni
je velka pozornost vénovana zejména IL-2/anti-IL-2 mAb imunokomplextim, jako mozné
form¢ IL-2 pouzitelné pro terapii. V zavislosti na klonu specifické anti-IL-2 monoklonalni
protilatky byly popsany dva odlisné biologicky pusobici typy vyslednych IL-2
imunokomplext. Jsou jimi IL-2/JES6-1 mADb a IL-2/S4B6 mAb imunokomplexy, u kterych
byla popsana unikatni schopnost selektivné stimulovat odlisné  populace
imunokompetentnich bunék podle toho, jakou formu IL-2 receptoru exprimuji. Nezavisle na
specifité¢ IL-2 imunokomplexi pro jednotlivé subpopulace imunokompetentnich bunék je
jejich biologicka aktivita in vivo vzdy mnohonasobné vyssi nez aktivita volného IL-2.
V této diplomové praci jsme se nejprve zabyvali potenciaci biologické aktivity IL-2

komplexovanim s JES6-1 ¢i S4B6 anti-1L-2 monoklonalni protilatkou.

Pro IL-2/JES6-1 imunokomplexy byla popsana specifickd stimulac¢ni aktivita pro
CD25"" buiiky, mezi které patii T regulacni buiiky a aktivované CD8" T lymfocyty. V této
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diplomové praci jsme prokazali, ze IL-2/JES6-1 imunokomplexy indukuji vyznamnou
proliferaci a expanzi aktivovanych CD8" T lymfocytl (zhruba 50-100x vyssi oproti
ekvivalentni davce volného IL-2, ktery indukoval expanzi v podstaté zanedbatelnou) a ze
takto expandované aktivované CD8" T buiky vytvaii dlouho Zijici populaci efektorové
funk&nich pamétovych CD8" T lymfocytli schopnych exprese IFN-y po opétovném setkani
s antigenem. U mysi 1éCenych volnym IL-2 se ustavila dramaticky mensi populace
pamétovych CD8" T lymfocytii (asi 10x nizsi); a tyto bufiky navic nebyly po restimulaci
schopny exprese IFN-y). Po lécbé IL-2/JES6-1 imunokomplexy jsme pozorovali také
vyraznou expanzi Treg bun€k. Pii podani ekvivalentni davky volného IL-2 pak byla
expanze Treg bun¢k nevyznamna. Zdokumentovali jsme tedy vysokou biologickou aktivitu
IL-2 v komplexu s monoklonalni protilatkou JES6-1 pii plisobeni na aktivované CD8" T
lymfocyty a Treg bunky. Protoze bylo publikovano, Zze vysoka biologicka aktivita
IL-2/S4B6 imunokomplexti je dana zejména jejich prodlouzenym setrvanim v cirkulaci,
urcili jsme s ohledem na objasnéni vysoké biologické aktivity 1L-2/JES6-1 imunokomplext
také jejich polocas v cirkulaci. Polocas IL-2/JES6-1 imunokomplexti Vv cirkulaci byl
stanoven ptiblizné na 5 hodin (oproti polo¢asu volného IL-2 zhruba 90x delsi), coz vysokou
biologickou aktivitu IL-2/JES6-1 imunokomplext alespon z¢asti objasnilo.

Rovnéz u IL-2/S4B6 imunokomplexi jsme prokazali vyznamnou potenciaCi
biologické aktivity IL-2. | zde jsme pozorovali silnou proliferaci a expanzi aktivovanych
CD8" T lymfocyti in vivo, aviak o néco nizs$i nez v ptipadé IL-2/JES6-1 imunokomplexd.
Volny IL-2, a to i vpfipadé Ze byl podany v mnohondsobné¢ vys$Sim mnozstvi (cca
15nasobném), prokazal oproti IL-2/S4B6 imunokomplexiim jen slaby stimulac¢ni efekt.
Mimo to jsme zaznamenali fakt, Ze biologicky efekt dosazeny jednou vysokou davkou
imunokomplexi maze byt plné nahrazen né€kolika davkami o znatelné nizS§im celkovém
mnozstvi IL-2 ekvivalentu. Toto pozorovani vypovida o kumulativnim u¢inku ptsobeni
imunokomplexii na expandované bun&tné populace. Mira expanze pamé&tovych CD8" T
lymfocyti i NK bunék indukovana IL-2/S4B6 imunokomplexy byla nesrovnatelné vyssi
nez pii stimulaci bunék volnym IL-2, kde se blizila nelé¢ené kontrole. Po 1é¢bé IL-2/S4B6
imunokomplexy mélo az 90% CD3'CD8" T lymfocyti ve sleziné pamétovy fenotyp
(CD44"" CD122""). Pozorovali jsme také vyznamny pozitivni vliv IL-2/S4B6 mAb
imunokomplexti na NK cytolytickou aktivitu splenocyti; volny IL-2 byl v ekvivalentnim
davkovani opét téméf neucinny.

Bylo zdokumentovano, ze v pribéhu terapie nadorti pomoci IL-2 dochazi K nartstu
poctu imunosupresivnich T regulaénich bunék, které mohou navic rist nadoru podpofit [72,

123-124]. Béhem lé¢by pomoci IL-2 tak u pacientt dochazi k expanzi Treg bunék spise nez
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k proliferaci NK bunék a CD8" T lymfocytt, tj. efektorovych bunék protinadorové imunitni
odpovédi [123, 125-128]. Velkym nedostatkem klinické imunoterapie nddorti pomoci IL-2
je tedy to, ze IL-2-expandované¢ Treg bunky nasledné¢ znemoziuji vyvinuti u¢inné
protinddorové odpovédi [124, 129]. Terapeutickou efektivitu podavaného IL-2 by proto
mohla vylepsit selektivni polarizace biologické aktivity IL-2 smérem k efektorovym
burikam imunitni odpovédi proti nadoru. Podafilo se nam prokazat, ze tento problém je
z velké cCasti vyieSen, pokud je IL-2 komplexovan s monoklonalni protilatkou S4B6.
Pro IL-2/S4B6 imunokomplexy jsme totiz prokazali stimulaéni pomér vhodny pro
protinadorovou imunoterapii, tedy mnohonasobné favorizujici expanzi efektorovych bunék

— aktivovanych i pamétovych CD8" T lymfocytli a NK bunék nad butikami supresorovymi.

Dalsim pfistupem jak zvysit biologickou aktivitu IL-2 je zamezit jeho rychlé
eliminaci z ob&hu. V minulosti se jako vhodné feSeni ukazala konjugace IL-2 K vétSim
molekulam, jako je napiiklad polyethylenglykol nebo albumin. Na stejném principu byla
zalozena syntéza IL-2pHPMA konjugatu Vv laboratofi prof. Ing. Karla Ulbricha, DrSc.
Konjugat IL-2-pHPMA tak ma oproti volnému mySimu rIL-2 zhruba 4x vy$§i molekulovou
hmotnost. Prvnim krokem v charakterizaci IL-2-pHPMA konjugatu bylo uréeni jeho
biologické aktivity. Prokazali jsme, ze pii pouziti ekvivalentnich mnozstvi IL-2 je
IL-2-pHPMA konjugat schopen indukovat proliferaci a expanzi aktivovanych CD8" T
lymfocyti ve stejné mite jako IL-2/S4B6 imunokomplexy. Také jsme pozorovali, ze
zatimco volny IL-2 mél na aktivované CD8" T lymfocyty témé&f zanedbatelny vliv, shodné
mnozstvi IL-2 ve formé IL-2-pHPMA konjugatu vyvolalo jejich témét 200nasobnou
expanzi. Dilezité je, Ze béhem retrakéni fize doslo u CD8" T lymfocytii expandovanych IL-
2-pHPMA konjugatem k vytvoreni vyznamné populace dlouho zijicich a z naprosté vétSiny
efektorové funk¢nich pamét'ovych bunék.

IL-2-pHPMA konjugat prokazal také znacnou stimulacni aktivitu pro pamétové
CD8" T lymfocyty i NK butiky oproti shodné davce volného IL-2. Dale jsme pozorovali, Ze
u expandovanych NK bun¢k zaroven dochazi k zvysSeni jejich cytolytické aktivity. Pri
srovnani se stimula¢ni aktivitou IL-2/S4B6 imunokomplexd se ukazalo, Ze k puisobeni
IL-2-pHPMA konjugatu jsou vice senzitivni aktivované CD8" T lymfocyty nez NK buiiky.

Protoze v ptipad¢ IL-2-pHPMA konjugétu se jedna o odlisny zplsob potenciace
IL-2 aktivity oproti IL-2 imunokomplexim (Vv nichz je IL-2 nekovalentné vazan ke svému
,,n0si¢i* - monoklonalni protilatce), neocekavali jsme selektivitu IL-2-pHPMA pfi ptisobeni
na rizné bunéné populace. V souladu stimto piedpokladem projevil IL-2-pHPMA

konjugat znateln¢ vyssi stimulacni aktivitu pro T regulacni bunky nez volny IL-2.
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Pro potvrzeni prvotniho zdméru vytvoftit vysokomolekularni formu IL-2 s omezenou
eliminaci jsme urcili poloc¢as IL-2-pHPMA v cirkulaci. Poloc¢as IL-2-pHPMA konjugatu
jsme stanovili na zhruba 4 hodiny, tj. jednalo se zhruba o 70nasobné prodlouzeni setrvani
Vv obéhu ve srovndni s volnym IL-2. Ddle jsme se pokusili ur¢it maximalni tolerovanou
davku, tedy maximalni davku konjugatu, ktera neni doprovazena mortalitou a také
nezpusobi nepfijatelné vedlejsi Géinky. Tu jsme vymezili pro jednorazové i.p. podani
(~ 80 pg/mys) a pro pét po sobé nasledujicich davek (4 pg/mys).

Prokazali jsme, ze IL-2-pHPMA konjugat postrddd pii plisobeni na jednotlivé
subpopulace imunokompetentnich bunék selektivitu popsanou u IL-2 imunokomplex.
Protoze jsme ve vSech studovanych aspektech pro IL-2-pHPMA konjugat prokazali
nesrovnatelné vyssi biologickou aktivitu ve srovnani s volnym IL-2 in vivo, povazujeme ho
za IL-2 ,,superagonistu®.

Vysoka biologicka aktivita byla popsana také pro komplexy slozené z IL-15 a
vysoko afinitniho IL-15Ra receptoru fuzovaného s Fc ¢asti lidského IgG1 (IL-15Ra-Fc).
Bylo popsano, ze IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy, putsobici jako IL-15 ,superagonista“,
efektivné prezentuji IL-15 cilovym bunéénym populacim, a tak indukuji biologické efekty,
které podanim samotného IL-15 nemohou byt dosazeny [91, 116]. V souladu s touto
skutecnosti byla po podani volného IL-15 pozorovana pouze zanedbatelna proliferace a
expanze aktivovanych CD8" T lymfocytd. IL-15 ve formé& IL-15/IL-15Ra-Fc¢ komplexii
zvysil svou aktivitu zhruba 25x, tj. indukoval asi 50nasobnou expanzi aktivovanych CD8" T
lymfocytt in vivo oproti kontrole. Mnohem vyssi stimula¢ni aktivita vV porovnani S volnym
IL-15 byla u IL-15/1L-15R0-Fc komplexi pozorovana také pii indukcei proliferace CD8" T
lymfocytht a NK bunék. U NK bunék navic IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy zna¢né
stimulovaly cytolytickou aktivitu.

IL-15/IL-15Ra-Fc  komplexy ptekvapivé vykazaly velmi nizkou schopnost
stimulovat Treg bunky. Z hlediska jejich vyuziti v nadorové imunoterapii jsme proto
podobné jako u IL-2 imunokomplext ur€ili vysledny pomér jejich stimulac¢ni aktivity pro
efektorové versus supresorové buiky. Potvrdili jsme pomér stimulace ve prospéch
efektorovych bunék protinadorové imunity, vyhodny pro budouci pouziti IL-15/IL-15Ra-Fc

komplexi v nadorové imunoterapii.

Nami popsané Vvlastnosti obou IL-2 imunokomplexi, IL-2-pHPMA konjugatu i
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti podpofily myslenku otestovat jejich protinadorovou aktivitu.
Predpokladali jsme, ze ucinné by mohly byt zejména IL-2/S4B6 i IL-15/IL-15Ra-Fc

komplexy, u kterych jsme pozorovali nizkou stimulacni aktivitu pro Treg buiiky a zaroven
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také znaéné zvySeni poméru aktivovanych Ag-specifickych CD8" T  bungk,
pamétovych/efektorovych CD8" T lymfocytii a NK bungk k Treg butikdm. Dalsi ptiznivou
indikaci pro nami zamys$lenou imunoterapii nadord byl positivni vliv 1L-2/S4B6
imunokomplex, IL-2-pHPMA konjugatu i IL-15/IL-15Ra-Fc komplext na efektorovou
aktivitu  NK bunék. Pokud bychom srovnavali cytolytickou aktivitu NK bunék
stimulovanych témito ,,superagonistickymi“ formami cytokinli, nejvys§i by byla
indukovana IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy. Zda se tedy, ze ackoli pii stejné davce
ekvivalentu cytokinu indukuji IL-2/S4B6 imunokomplexy i IL-2-pHPMA konjugat vyssi
miru proliferace NK bunék nez komplexy IL-15/IL-15Ra-Fc, nestimuluji v nich zaroven
stejnou miru efektorové aktivity, coz by se mohlo odrazit na jejich terapeutické efektivite.

Systémove podané I1L-2/S4B6, IL-2/JES6-1 i IL-15/1L-15Ra-Fc komplexy skute¢né
prokazaly protinadorovou aktivitu. V modelu EL4 lymfomu jsme pouhou imunomodulaci
imunitniho systému dosahli nejlepsich vysledkti pouzitim IL-2/JES6-1 imunokomplexil,
které byly schopny vylécit az 50% mysi. Jen o malo nizs§i Gi¢innost prokazaly IL-2/S4B6
imunokomplexy ¢i IL-15/IL-15Ra-Fc  komplexy. Kromé toho jsme pozorovali, ze
neefektivni lécba EL4 T lymfomu suboptimalni davkou chemoterapeutik mize byt
pozitivné ovlivnéna imunomodulaci imunitniho systému pomoci 1L-2/S4B6 i IL-2/JES6-1
imunokomplexd. Pii 1écbé B16F10 melanomu jsme pouzitim IL-2 imunokomplext a také
IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi dosahli alespon prodlouzeni prezivani mysi.

Ptestoze jsme pro IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy prokazali vyssi stimulaci cytolytické
aktivity NK bun¢k a lepsi pomér stimulace efektorovych versus supresorovych bunck
protinadorové imunity nez pro IL-2/S4B6 imunokomplexy, nemtizeme konstatovat, Ze by se
to projevilo znateln¢ vyssi ti€innosti 1é¢by. Velkym piekvapenim byla vysoka protinadorova
aktivita 1L-2/JES6-1 imunokomplext, ktera bude potieba je$té v budoucnu objasnit.
Piedpokladame vsak, Ze u mysi reagujicich na 1é¢bu IL-2/JES6-1 imunokomplexy pievazila
role expanze nadorové-specifickych aktivovanych CD8" T lymfocytt nad expanzi Treg
bunék.

Ve srovnani s IL-2 ¢i IL-15 komplexy jsme nezaznamenali protinadorovy efekt
l1écby IL-2-pHPMA konjugatem ani U jednoho typu nadoru. Zda se tedy, ze IL-2-pHPMA
konjugat se pro nadorovou imunoterapii nehodi. Navrhujeme tedy jeho pouziti jako
adjuvans pti vakcinaci, nebot’ jsme prokazali, Ze je schopen nejen expandovat aktivované
CD8" T lymfocyty, ale také dat vzniknout dlouho Zijici populaci bunék s pamétovym

fenotypem, které jsou po opétovném setkani s antigenem schopné efektorovych funkci.
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Pfi porovnavani volnych interleukint S jejich modifikovanymi formami in vitro se
projevil hlavni rozdil mezi pisobenim IL-2 imunokomplext ¢i konjugatu a IL-15 vazanym
ke svému vysokoafinitnimu receptoru kovalentné pfipojenému k Fc ¢asti lidského IgGl
(IL-15Ro-Fc). In vitro jsme pro oba IL-2 imunokomplexy a také IL-2-pHPMA konjugat
prokézali niz$i aktivitu ve smyslu stimulace proliferaci aktivovanych CD8" T lymfocyth ¢i
NK bun¢k nez vykazoval volny IL-2. Naproti tomu IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy projevily
in vitro superagonistické schopnosti. 1L-15 ve formé IL-15/IL-15Ra-Fc komplextu tak
projevil az 10x vy3si schopnost stimulovat proliferaci aktivovanych CD8" T lymfocytl a
NK bunék nez ekvivalentni koncentrace volného IL-15 in vitro.

Popsané odlisnosti vyplyvaji z rozdilnych mechanisma, jakymi dochazi k potenciaci
biologické aktivity v (imuno)komplexu/konjugatu. Ke zvyseni biologické aktivity IL-2 v
imunokomplexu ¢i konjugatu totiz in vivo dochdzi zejména prodlouzenim polocasu
cytokinu v ob&éhu (ackoli v pfipadé¢ IL-2 imunokomplexti se uplatiiuje jesté selektivni
utilizace 1L-2/S4B6 ¢i IL-2/JES6-1 imunokomplexi jednotlivymi subpopulacemi bunék
v zavislosti na typu IL-2 receptoru, ktery exprimuji). Totéz plati i pro IL-15 vazany ve
form¢ IL-15/1L-15Ra-Fc komplext. Avsak tyto jevy se v in vitro systému neuplatiuji, a tak
nemize dojit k plnému projeveni esencidlnich vlastnosti modifikovaného cytokinu
vedoucich k jeho vysoké biologické aktivité in vivo. U IL-15/IL-15Ra-Fc komplexi
k vysoké biologické aktivité in vivo piispiva také schopnost komplexd nahradit pfirozenou
transprezentaci IL-15, tedy hlavni mechanismus efektivniho plsobeni IL-15, ktery se
projevi jiz in vitro. Pfedpoklada se totiz, ze vazbou na IL-15Ra se indukuje konformacni

zména v IL-15, kterd ma za nasledek vyssi afinitu k By. dimernimu receptoru.

Zavérem lze konstatovat, ze vSechny v této diplomové praci popsané formy IL-2 a
IL-15 by v budoucnu mohly byt Gispésné vyuzity v imunoterapii misto piislusného volného
interleukinu. Prokazali jsme, Ze 1L-2/S4B6 imunokomplexy stimuluji maturaci a proliferaci
nejen CD8" T lymfocyti ale i NK bun&k v mnohem vyssi mife nez konvenéni IL-2 terapie.
Oproti tomu vyhodou IL-2/JES6-1 imunokomplext se ukazala byt velmi vysoka stimula¢ni
aktivita pro aktivované CD8" T lymfocyty. Navrhujeme tedy, Ze nedostatky soucasné IL-2
terapie zahrnujici omezenou terapeutickou aktivitu, zavaznou toxicitu a stimulaci Treg
bun¢k by mohly byt tak jednoduchym pfistupem jakym je komplexovani s vybranym
klonem anti-IL-2 mAb minimalizovany ¢&i zcela obejity. Vyjimecné dilezitosti nabyvaji
popsané vlastnosti IL-2 komplexi ve svétle toho, ze pro oba typy byly popsany

ekvivalentné piasobici lidské IL-2 komplexy [69]. Z téchto duvodi se domnivame, Ze by
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obzvlasté slibnou nahradou za konvenéni IL-2 imunoterapii mohly byt hiL-2/MAB602
imunokomplexy (s vlastnostmi ekvivalentnimi IL-2/S4B6 imunokomplexiim).

Pro sdilené vlastnosti jsou pro obdobna terapeuticka vyuziti piedurceny IL-2/S4B6
(lidské hIL-2/MAB602) imunokomplexy a IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy. Vykazuji téméf
identickou schopnost stimulovat stejné populace bungk - CD8" T lymfocyty a NK buriky.
Obzvlaste jejich vysoka stimulaéni aktivita pro aktivované a pamétové CD8" T lymfocyty a
zéaroven nizka schopnost stimulace Treg bun¢k by v disledku mohla vést k snizeni ucinnosti
Treg bunck pii potlacovani T-bunécné imunitni odpovédi, a tak dale posilit probihajici
imunitni reakce. Navic ani u jednoho z téchto komplexti nebyla prokazana systémova
toxicita, jeZ je spojena s IL-2 [69, 130].

IL-2/JES6-1 imunokomplexy (lidské hIL-2/5344) by naopak pro svou vysokou
stimula¢ni aktivitu pro Treg bunky mohly byt vyuzity pro indukci tolerance pied
transplantaci ¢i pro lécbu patologickych autoimunitnich stavi. V souladu s vysledky
diplomové prace tedy navrhujeme vyuziti popsanych ,,superagonistickych® forem cytokint
zejména pro imunoterapii nadort (kde jsme zdGvodnili pouziti obou typu IL-2
imunokomplextt i1 IL-15/IL-15Ra-Fc komplext)) ¢i jako adjuvans pii vakcinaci, a to

Vv zavislosti na jejich popsanych vlastnostech.
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V1. SOUHRN

Hlavni vysledky diplomové prace lze v souladu s jejimi cili shrnout takto:

Nejen oba IL-2 imunokomplexy, ale také IL-2-pHPMA konjugat vykazaly oproti
volnému IL-2 snizenou schopnost indukovat proliferaci bunék in vitro. Oproti tomu
IL-15/IL-15Ra-Fc  komplexy vykazovaly vyssi stimulaéni aktivitu oproti volnému
IL-15 métenou jako proliferativni odpovéd aktivovanych CD8" T lymfocytli i NK

bungk in vitro.

Schopnost IL-2/JES6-1 imunokomplexa selektivng stimulovat CD25"9" populace bunék
byla potvrzena na aktivovanych CD8" T lymfocytech a T regula¢nich buiikach. Mira
expanze téchto bun€k indukovana IL-2/JES6-1 imunokomplexy in vivo byla vyznamné
vys$si oproti pouziti volného IL-2. Aktivované CD8" T lymfocyty expandované IL-
2/JES6-1 imunokomplexy navic vytvotily robustni populaci dlouho zijicich efektorové
funkénich pamétovych CD8" T lymfocytl. Biologicky pologas IL-2/JES6-1
imunokomplext byl odhadnut zhruba na 5 hodin, oproti volnému IL-2 tedy asi 90x

delsi.

Potvrdili jsme selektivni pisobeni IL-2/S4B6 imunokomplexéi na CD122"%"
populace bun¢k in vivo. IL-2/SAB6 imunokomplexy indukovaly oproti volnému
IL-2 vysokou miru proliferace a expanze aktivovanych CD8" T Ilymfocyti.
Indukovaly také nékolikandsobnou expanzi pamétovych CD8" T lymfocytd a NK

bunék, u kterych soucasné¢ ucinné stimulovaly efektorové funkce.

IL-2-pHPMA konjugat prokazal schopnost stimulovat totozné bunééné populace, {j.
aktivované a pamé&tové CD8" T lymfocyty, NK a T regula¢ni butiky jako volny IL-2,
avSak s mnohem vyssi a¢innosti in vivo. U tohoto vysokomolekularniho IL-2 konjugatu
doslo k vyraznému prodlouzeni polocasu setrvani IL-2 v ob¢hu. Biologicky polocas
IL-2-pHPMA v séru byl odhadnut piiblizné na 4 hodiny, oproti volnému IL-2 tedy asi
70x delsi. Urcili jsme také maximalni tolerovanou davku IL-2-pHPMA, ktera byla
odhadnuta pfi jednordzovém podani na zhruba 80 pg/myS a pii péti po sobé

nasledujicich davkach na 4 pg/mys.
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IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy projevily oproti volnému IL-15 vyraznou schopnost
stimulovat expanzi aktivovanych i pamétovych CD8" T lymfocyti a také NK bungk, u

kterych soucasné¢ u¢inné stimulovaly efektorové funkce.

U obou IL-2 imunokomplexti i IL-15/IL-15Ra-Fc komplexti byla determinovana
stimulacni aktivita pro efektorové versus supresorové bunky protinddorové imunity.
Prokazali  jsme, ze IL-2/S4B6 imunokomplexy a v 0 néco vys§i mife |
IL-15/IL-15Ra-Fc  komplexy ptedstavuji potencialné tGcinnou imunoterapeutickou
metodu jednoznaéné favorizujici efektorové buriky ucastnici se eradikace nadorovych
bunék. Oba IL-2 imunokomplexy a také IL-15/IL-15Ra-Fc komplexy dale prokazaly
protinadorovou aktivitu v my$Sim modelu EL4 T lymfomu a BI16F10 melanomu.
Modulace imunitniho systému pomoci IL-2 imunokomplext také pozitivné ovlivnila

lécbu EL4 T-lymfomu suboptimélni ddvkou chemoterapeutik.

98



10.

11.

12.

13.

14.

VII. SEZNAM CITOVANE LITERATURY

Sugamura K, A.H., Kondo M, Tanaka N, Ishii N, Ohbo K, Nakamura M,
Takeshita T, The interleukin-2 receptor gamma chain: its role in the multiple
cytokine receptor complexes and T cell development in XSCID. Annu Rev
Immunol., 1996. 14: p. 179-205.

Bamford RN, G.A., Burton JD, Peters C, Kurys G, Goldman CK, Brennan J,
Roessler E, Waldmann TA, The interleukin (IL) 2 receptor beta chain is shared
by IL-2 and a cytokine, provisionally designated IL-T, that stimulates T-cell
proliferation and the induction of lymphokine-activated killer cells. Proc Natl
Acad Sci U S A, 1994. 91(11): p. 4940-4.

Waldmann TA, D.S., Tagaya Y, Contrasting roles of IL-2 and IL-15 in the life
and death of lymphocytes: implications for immunotherapy. Immunity, 2001.
14(2): p. 105-10.

Carson WE, F.T., Haldar S, Eckhert K, Lindemann MJ, Lai CF, Croce CM,
Baumann H, Caligiuri MA, A potential role for interleukin-15 in the regulation
of human natural killer cell survival. J Clin Invest., 1997. 99(5): p. 937-43.
Fontenot JD, R.J., Gavin MA, Rudensky AY, A function for interleukin 2 in
Foxp3-expressing regulatory T cells. Nat Immunol. Nat Immunol., 2005 6(11):
p. 1142-51.

Marks-Konczalik J, D.S., Losi JM, Sabzevari H, Yamada N, Feigenbaum L,
Waldmann TA, Tagaya Y, IL-2-induced activation-induced cell death is
inhibited in IL-15 transgenic mice. . Proc Natl Acad Sci U S A., 2000. 97(21): p.
11445-50.

Schluns KS, L.L., Cytokine control of memory T-cell development and survival.
Nat Rev Immunol., 2003. 3(269-279.).

Grabstein KH, E.J., Shanebeck K, Rauch C, Srinivasan S, Fung V, Beers C,
Richardson J., Schoenborn MA, Ahdieh M, Johnson L, Alderson MR, Watson
JD, Anderson DM, Giri JG, Cloning of a T cell growth factor that interacts with
the [ chain of the interleukin-2 receptor. . Science, 1994(264): p. 965-968.

Steel JC, W.T., Morris JC, Interleukin-15 biology and its therapeutic
implications in cancer. Trends Pharmacol Sci., 2012. 33(1): p. 35-41.

Sallusto F, G.J., Lanzavecchia A., Central memory and effector memory T cell
subsets: function, generation, and maintenance. Annu Rev Immunol., 2004. 22:
p. 745-63.

Wherry EJ, T.V., Becker TC et al, Lineage relationship and protective immunity
of memory CD8 T cell subsets. Nature Immunol., 2003. 4(3): p. 225-234.
Klebanoff CA, G.L., Torabi-Parizi P, Kerstann K, Cardones AR, Finkelstein SE,
Palmer DC, Antony PA, Hwang ST, Rosenberg SA, Waldmann TA, Restifo
NP., Central memory self/tumor-reactive CD8+ T cells confer superior
antitumor immunity compared with effector memory T cells. Proc Natl Acad Sci
USA., 2005. 102(27): p. 9571-6.

Schorle H, H.T., Hiinig T, Schimpl A, Horak I, Development and function of T
cells in mice rendered interleukin-2 deficient by gene targeting. Nature, 1991.
352(6336): p. 621-4.

Lodolce JP, B.D., Chai S, Swain RE, Dassopoulos T, Trettin S, Ma A, IL-15
receptor maintains lymphoid homeostasis by supporting lymphocyte homing and
proliferation. Immunity., 1998. 9(5): p. 669-76.

99



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Giri JG, A.M,, Eisenman J, Shanebeck K, Grabstein K, Kumaki S, Namen A,
Park LS, Cosman D, Anderson D, Utilization of the [ and y chains of the IL-2
receptor by the novel cytokine IL-15. EMBO J, 1994. 13: p. 2822-2830.

Giri JG, K.S., Ahdieh M, Friend DJ, Loomis A, Shanebeck K, DuBose R,
Cosman D, Park LS, Anderson DM., Identification and cloning of a novel IL-15
binding protein that is structurally related to the o chain of the IL-2 receptor.
EMBO J., 1995. 14: p. 3654-3663.

Minami Y, K.T., Miyazaki T, Taniguchi T, The IL-2 receptor complex: Its
structure, function, and target genes. Annu Rev Immunol. , 1993. 11: p. 245-
268.

Nelson BH, L.J., Greenberg PD, A membrane-proximal region of the
interleukin-2 receptor gamma c chain sufficient for Jak kinase activation and
induction of proliferation in T cells. Mol Cell Biol., 1996. 16: p. 309-317.
Waldmann TA, The interleukin-2 receptor. J Biol Chem., 1991. 266: p. 2681-
2684.

Sakaguchi S, S.N., Asano M, Itoh M, Toda M, Immunologic self-tolerance
maintained by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25).
Breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various autoimmune
diseases. . J Immunol., 1995. 155: p. 1151-1164.

Boyman O, K.M., Rubinstein MP, Surh CD, Sprent J. , Selective stimulation of T
cell subsets with antibody-cytokine immune complexes. . Science, 2006. 311: p.
1924-1927.

Waldmann TA, The interleukin-2 receptor. J Biol Chem., 1991. 266(5): p. 2681-
4,

Bergamaschi C, R.M., Jalah R, et al., Intracellular interaction of interleukin-15
with its receptor o. during production leads to mutual stabilization and increased
bioactivity. J Biol Chem., 2008. 283: p. 4189-99.

Schluns KS, S.T., Lefrancois L, The roles of interleukin-15 receptor o.: Trans-
presentation, receptor component, or both? Int J Biochem Cell Biol., 2005. 37:
p. 1567-1571.

Sato N, P.H., Waldmann TA, Tagaya Y., The IL-15/IL-/5Ra on cell surfaces
enables sustained IL-15 activity and contributes to the long survival of CD8
memory T cells. PNAS, 2007. 107: p. 588-593.

Castro I, Y.A., Dee MJ, Malek TR, The basis of distinctive IL-2- and IL-15-
dependent signaling: weak CD122-dependent signaling favors CD8 + T central-
memory cell survival but not T effector-memory cell development. J Immunol. ,
2011. 187: p. 5170-5182.

Jiang S, G.D., Davies D, Lombardi G, Lechler RI, Activated CD1d-restricted
natural Killer T cells secrete IL-2: innate help for CD4+CD25+ regulatory T
cells? Eur.J. Immunol., 2005. 35(1193-200.).

Granucci F, V.C., Pavelka N, Feau S, Persico M, Inducible IL-2 production by
dendritic cells revealed by global gene expression analysis. Nat. Immunol.,
2001. 2: p. 882-88.

Long M, A.A., Cutting Edge: Paracrine, but Not Autocrine, IL-2 Signaling Is
Sustained during Early Antiviral CD4 T Cell Response. The Journal of
Immunology, 2006. 177: p. 4257-4261.

Ragheb, J.A., M. Deen, Schwartz RH, CD28-mediated regulation of mRNA
stability requires sequences within the coding region of the IL-2 mRNA. J.
Immunol., 1999. 163: p. 120-129.

100



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Antony PA, P.C., Ahmadzadeh M, Akpinarli A, Palmer DC, Sato N, Kaiser A,
Hinrichs CS, Klebanoff CA, Tagaya Y, Restifo NP., Interleukin-2-dependent
mechanisms of tolerance and immunity in vivo. J Immunol., 2006. 176(9): p.
5255-66.

Gaggero A, A.B., Andrei C, Mishal Z, Meazza R, Zappia E, Differential
intracellular trafficking, secretion and endosomal localization of two IL-15
isoforms. Eur J Immunol., 1999. 29: p. 1265-1274.

Waldman TA, T.Y., The Multifaceted regulation of interleukin-15 expression
and the role of this cytokine in NK cell diferentiation and host response to
intracellular pathogens. Annu Rev Immunol., 1999. 17: p. 19-49.

Rappl G, K.A., Heuser C, Rossler M, Ugurel S, Tilgen W, Dermal fibroblasts
sustain proliferation of activated T cells via membrane-bound interleukin-15
upon long-term stimulation with tumor necrosis factor-a. J Invest Dermatol.,
2001. 116(102-109.).

Riickert R, A.K., Seifert M, Budagian V, Arnold R, Trombotto C, Inhibition of
keratinocyte apoptosis by IL-15: a new parameter in the pathogenesis of
psoriasis? J Immunol., 2000. 165: p. 2240-2250.

Bamford RN, D.A., Azimi N, Kurys G, Waldmann TA, The 5" Untranslated
Region, Signal Peptide, and the Coding Sequence of the Carboxyl Terminus of
IL-15 Participate in Its Multifacete d Translational Control. J Immunol., 1998.
160: p. 4418-4426.

Burkett PR, K.R., Chien M, Chai S, Boone DL, Ma A., Coordinate expression
and trans presentation of interleukin (IL)-/5Ra and IL-15 supports natural killer
cell and memory CD8+ T cell homeostasis. J Exp Med., 2004. 200(825-34.).
Bulfone-Paus S, B.E., Budagian V, Paus R, The interleukin-15/interleukin-15
receptor system as a model for juxtacrine and reverse signaling. BioEssays,
2006. 28: p. 362-377.

Fehniger TA, C.M., Interleukin 15: biology and relevance to human disease.
Blood, 2001. 97(1): p. 14-32.

Gaffen SL, Signaling domains of the interleukin 2 receptor. 14, 2001. 2(63-77.).
Brennan P, B.J.,, Burgering BM, Groner B, Reif K, Cantrell DA,
Phosphatidylinositol 3-kinase couples the interleukin-2 receptor to the cell cycle
regulator E2F. Immunity, 1997. 7(5): p. 679-89.

Brennan P, B.J., Thomas G, Cantrell D., P70(s6k) integrates
phosphatidylinositol 3-kinase and rapamycin-regulated signals for E2F
regulation in T lymphocytes. Mol Cell Biol., 1999. 19(7): p. 4729-38.

Miyazaki T, L.Z., Kawahara A, Minami Y, Yamada K, Tsujimoto Y,
Barsoumian EL, Permutter RM, Taniguchi T, Three distinct IL-2 signaling
pathways mediated by bcl-2, c-myc, and Ick cooperate in hematopoietic cell
proliferation. Cell, 1995. 81(2): p. 223-31.

Evans GA, G.M., Johnston JA, Xu W, Weiler SR, Erwin R, Howard OM,
Abraham RT, O'Shea JJ, Greene WC, et al., Analysis of interleukin-2-dependent
signal transduction through the Shc/Grb2 adapter pathway. Interleukin-2-
dependent mitogenesis does not require Shc phosphorylation or receptor
association. J Biol Chem., 1995. 270(48): p. 28858-63.

Bulfone-Paus S, B.E., Pohl T, Budagian V, Durkop H, Ruckert R, Kunzendorf
U, Paus R, Krause H, Death deflected: IL-15 inhibits TNF-alpha-mediated
apoptosis in fibroblasts by TRAF2 recruitment to the IL-15Ralpha chain.
FASEB J., 1999. 13(12): p. 1575-85.

101



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Kovanen PE, R.A., Fu J, Hurt EM, Lam LT, Giltnane JM, Wright G, Staudt LM,
Leonard WJ., Analysis of gamma c-family cytokine target genes. ldentification
of dual-specificity phosphatase 5 (DUSP5) as a regulator of mitogen-activated
protein kinase activity in interleukin-2 signaling. J Biol Chem., 2003. 278(7): p.
5205-13.

Dubois S, S.W., Haneline LS, Fleischer S, Waldmann TA, Miiller JR, Distinct
pathways involving the FK506-binding proteins 12 and 12.6 underlie IL-2-
versus IL-15-mediated proliferation of T cells. Proc Natl Acad Sci U S A., 2003.
100(24): p. 14169-74.

Cornish GH, S.L., Cantrell DA., Differential regulation of T-cell growth by IL-2
and IL-15. Blood, 2006. 108(2): p. 600-608.

Smith KA, C.D., Interleukin 2 regulates its own receptors. Proc Natl Acad Sci
USA., 1985. 82: p. 864-868.

Fleischman RA, Southwestern Internal Medicine Conference: clinical use of
hematopoietic growth factors. Am J Med Sci., 1993. 305(4): p. 248-73.

Zent CS, S.B., Ballas ZK, Wooldridge JE, Link BK, Call TG, Shanafelt TD,
Bowen DA, Kay NE, Witzig TE, Weiner GJ., Phase I clinical trial of CpG
oligonucleotide 7909 (PF-03512676) in patients with previously treated chronic
lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma, 2012. 53(2): p. 211-7.

Younes A, P.B., Robertson MJ, Flinn IW, Romaguera JE, Hagemeister F, Dang
NH, Fiumara P, Loyer EM, Cabanillas FF, McLaughlin PW, Rodriguez MA,
Samaniego F, Phase Il clinical trial of interleukin-12 in patients with relapsed
and refractory non-Hodgkin's lymphoma and Hodgkin's disease. Clin Cancer
Res., 2004. 10(16): p. 5432-8.

NCI, NHS-IL12 for Solid Tumors. 2011.

NCI, A Phase | Study of Intravenous Recombinant Human IL-15 in Adults With
Refractory Metastatic Malignant Melanoma and Metastatic Renal Cell Cancer.
NCI, IL15 Dendritic Cell Vaccine for Patients With Resected Stage Illc and
Stage IV Melanoma. 2010.

Rosenberg SA, Progress in human tumour immunology and immunotherapy.
Nature, 2001. 411: p. 380-4.

Monson JR, R.C., Giles GR, Brennan TG, Guillou PJ, Lymphokine activated
killer (LAK) cells in patients with gastrointestinal cancer. Gut., 1987. 28(11): p.
1420-5.

Grimm EA, M.A., Zhang HZ, Rosenberg SA, Lymphokine-activated killer cell
phenomenon. Lysis of natural Kkiller-resistant fresh solid tumor cells by
interleukin 2-activated autologous human peripheral blood lymphocytes. J Exp
Med., 1982. 155(6): p. 1823-41.

Sinkovics JG, H.J., Human natural Killer cells: a comprehensive review. Int J
Oncol., 2005. 27(1): p. 5-47.

Interleukin-2 Therapy in Patients with HIV Infection: The INSIGHT-ESPRIT
Study Group and SILCAAT Scientific Committee. . N Engl J Med., 2009. 361: p.
1548-1559.

Tomova R, A.K,, Ivanova A, Jacobs JJ, Koten JW, Den Otter W, Krastev Z,
Low-dose IL-2 Therapy Reduces HCV RNA and HBV DNA: Case Report. .
Anticancer Res., 2009. 29(12): p. 5241-4.

Koreth J, M.K., Kim HT, McDonough SM, Bindra B, Alyea EP 3rd, Armand P,
Cutler C, Ho VT, Treister NS, Bienfang DC, Prasad S, Tzachanis D, Joyce RM,
Avigan DE, Antin JH, Ritz J, Soiffer RJ., Interleukin-2 and Regulatory T Cells
in Graft-versus-Host Disease. N Engl J Med., 2011. 365(22): p. 2055-2066.

102



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Saadoun D, R.M., Joly F, Six A, Carrat F, Thibault V, Sene D, Cacoub P,
Klatzmann D., Regulatory T-cell responses to low-dose interleukin-2 in HCV-
induced vasculitis. N Engl J Med., 2011. 365(22): p. 2067-77.

Rutella S, P.L., Bonanno G, Mariotti A, Sica S, Sora F, Chiusolo P, Scambia G,
Rumi C, Leone G, Immune reconstitution after autologous peripheral blood
progenitor cell transplantation: Effect of interleukin-15 on T-cell survival and
effector functions. Exp Hematol., 2001. 29(12): p. 1503-16.

Kim YS, M.W., Zheng XX, Schachter AD, Strom TB, Immunoglobulin-cytokine
fusion molecules: the new generation of immunomodulating agents. Transplant
Proc., 1998. 30(8): p. 4031-6.

Donohue JH, R.S., The fate of interleukin-2 after in vivo administration. J
Immunol., 1983. 130(5): p. 2203-8.

Boyman O, S.C., Sprent J, Potential use of IL-2/anti-IL-2 antibody immune
complexes for the treatment of cancer and autoimmune disease. Expert Opin
Biol Ther., 2006. 6(12): p. 1323-31.

Baluna RG, Cytokine-Induced Vascular Leak Syndrome. Methods in
Pharmacology and Toxicology., 2007. 4: p. 205-231.

Krieg C, L.S., Pantaleo G, Boyman O, Improved IL-2 immunotherapy by
selective stimulation of IL-2 receptors on lymphocytes and endothelial cells.
Proc Natl Acad Sci USA., 2010. 107(26): p. 11906-11.

Rosenberg SA, Y.Y., Topalian SL, Treatment of 283 consecutive patients with
metastatic melanoma or renal cell cancer using high-dose bolus interleukin-2.
JAMA., 1994. 271: p. 907-913.

Fyfe G, F.R., Rosenberg SA, Sznol M, Parkinson DR, Louie AC, Results of
treatment of 255 patients with metastatic renal cell carcinoma who received
high-dose recombinant interleukin-2 therapy. J Clin Oncol., 1995. 13: p. 688-
696.

Zhang H, C.K., Guimond M, Kapoor V, Brown MV, Fleisher TA, Long LM,
Bernstein D, Hill BJ, Douek DC, Berzofsky JA, Carter CS, Read EJ, Helman LJ,
Mackall CL., Lymphopenia and interleukin-2 therapy alter homeostasis of
CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Med., 2005. 11(11): p. 1238-43.
Ahmadzadeh M, R.S., IL-2 administration increases CD4+ CD25(hi) Foxp3+
regulatory T cells in cancer patients. Blood, 2006. 107(6): p. 2409-14.

SA., R., Progress in human tumour immunology and immunotherapy. Nature,
2001. 411(6835): p. 380-4.

Fisher RI, R.S., Fyfe G, Long-term survival update for high-dose recombinant
interleukin-2 in patients with renal cell carcinoma. Cancer J Sci Am., 2000: p.
55-57.

Lissoni P, B.S., Tancini G, Clinical response and survival in metastatic renal
carcinoma during subcutaneous administration of interleukin-2 alone. Arch lItal
Urol Androl., 1997. 69: p. 41-47.

Yao Z, D.W., Perry J, Brechbiel MW, Sung C, Effect of albumin fusion on the
biodistribution of interleukin-2. Cancer Immunol Immunother., 2004. 53(5): p.
404-10.

Melder RJ, O.B., Riccobene T, Kanakaraj P, Wei P, Chen G, Stolow D, Halpern
WG, Migone TS, Wang Q, Grzegorzewski KJ, Gallant G, Pharmacokinetics and
in vitro and in vivo anti-tumor response of an interleukin-2-human serum
albumin fusion protein in mice. Cancer Immunol Immunother., 2005. 54(6): p.
535-47.

103



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Katre NV, K.M., Laird WJ, Chemical modification of recombinant interleukin 2
by polyethylene glycol increases its potency in the murine Meth A sarcoma
model. Proc Natl Acad Sci U S A., 1987. 84(6): p. 1487-91.

Wang L, W.Y., Zhang Y, In vivo antitumor effects of polyethylene glycol--
modified recombinant human interleukin-2 on mouse uterine cervical
carcinoma. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi, 1996. 18(4): p. 253-5.

Feng XS, In vivo antitumor activities of polyethylene glycol modified
recombinant interleukin 2 (PEG-rlL-2) against murine hepatoma. Zhonghua
Zhong Liu Za Zhi, 1993. 15(4): p. 256-8.

Zheng XX, S.A., Hancock WW, Kawamoto K, Li XC, Nickerson PW, LiY,
Tian Y, Strom TB, IL-2 receptor-targeted cytolytic IL-2/Fc fusion protein
treatment blocks diabetogenic autoimmunity in nonobese diabetic mice. J
Immunol., 1999. 163(7): p. 4041-8.

Ferrari-Lacraz S, Z.X., Kim YS, Li Y, Maslinski W, Li XC, Strom TB, An
antagonist IL-15/Fc protein prevents costimulation blockade-resistant rejection.
J Immunol., 2001. 167(6): p. 3478-85.

Zheng XX, S.A., Nickerson PW, Steurer W, Steiger J, Strom TB, Administration
of noncytolytic IL-10/Fc in murine models of lipopolysaccharide-induced septic
shock and allogeneic islet transplantation. J Immunol., 1995. 154(10): p. 5590-
600.

Rubinstein MP, K.M., Purton JF, Cho J-H, Boyman O, Surh ChD, Sprent J.,
Converting IL-15 to a superagonist by binding to soluble IL-75Ra. PNAS, 2006.
103(9166-9171.).

Steurer W, N.P., Steele AW, Steiger J, Zheng XX, Strom TB, Ex vivo coating of
islet cell allografts with murine CTLA4/Fc promotes graft tolerance. J
Immunol., 1995. 153(3): p. 1165-74.

Boasso A, H.J., Hardy AW, Winkler C, Shearer GM., Regulation of indoleamine
2,3-dioxygenase and tryptophanyl-tRNA-synthetase by CTLA-4-Fc in human
CD4+ T cells. Blood., 2005. 105(4): p. 1574-81.

Cross AH, S.M., Keeling RM, Karr RW., CTLA-4-Fc treatment of ongoing EAE
improves recovery, but has no effect upon relapse rate. Implications for the
mechanisms involved in disease perpetuation. J Neuroimmunol., 1999. 96(2): p.
144-7.

Cross AH, G.T., Giacoletto KS, Evans RJ, Keeling RM, Lin RF, Trotter JL,
Karr RW., Long-term inhibition of murine experimental autoimmune
encephalomyelitis using CTLA-4-Fc supports a key role for CD28 costimulation.
J Clin Invest., 1995. 95(6): p. 2783-9.

Zheng XX, S.A., Hancock WW, Stevens AC, Nickerson PW, Roy-Chaudhury P,
Tian Y, Strom TB., A noncytolytic IL-10/Fc fusion protein prevents diabetes,
blocks autoimmunity, and promotes suppressor phenomena in NOD mice. 158,
1997. 9(4507-13.).

Dubois S, P.H., Zhang M, Waldmann TA, Miiller JR, Preassociation of IL-15
with IL-/5Ra-1gG1-Fc Enhances Its Activity on Proliferation of NK and
CD8+/CD44high T Cells and Its Antitumor Action. J Immunol., 2008. 180: p.
2099-2106.

Mostbock, S., Cytokine/Antibody complexes: an emerging class of
immunostimulants. Curr Pharm Des., 2009. 15(7): p. 809-25.

Finkelman FD, M.K., Morris SC, Holmes JM, Boiani N, Katona IM a
Maliszewski CR, Anti-cytokine antibodies as carrier proteins. Prolongation of

104



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

in vivo effects of exogenous cytokines by injection of cytokine-anti-cytokine
antibody complexes. Journal of Immunol., 1993. 151(3): p. 1235-1244.

Ramsden L, R.C., Selective and differential binding of interleukin (IL)-1 alpha,
IL-1 beta, IL-2 and IL-6 to glycosaminoglycans. Eur J Immunol., 1992. 22(11):
p. 3027-31.

Phelan JD, O.T., Finkelman FD, Cutting edge: mechanism of enhancement of in
vivo cytokine effects by anti-cytokine monoclonal antibodies. J Immunol., 2008.
181(4): p. 44-8.

Jones AT, Z.H., Enhancement of the biologic effects of interleukin-3 in vivo by
anti-interleukin-3 antibodies. Blood, 1993. 82(4): p. 1133-41.

Boyman O, R.C., Kim DM, Sprent J, Surh CD, IL-7/anti-IL-7 mAb complexes
restore T cell development and induce homeostatic T Cell expansion without
lymphopenia. J Immunol., 2008. 180(11): p. 7265-75.

Létourneau S, v.L.E., Krieg C, Martin C, Pantaleo G, Sprent J, Surh CD,
Boyman O, IL-2/anti-1L-2 antibody complexes show strong biological activity
by avoiding interaction with IL-2 receptor alpha subunit CD25. . Proc Natl
Acad Sci USA., 2010. 107(5): p. 2171-6.

Tomala J, C.H., Mrkvan T, Rihova B, Kovar M., In vivo expansion of activated
naive CD8+ T cells and NK cells driven by complexes of IL-2 and anti-IL-2
monoclonal antibody as novel approach of cancer immunotherapy. J Immunol.,
2009. 183(8): p. 4904-12.

Jin GH, H.T., Murakami M., Combination treatment with IL-2 and anti-1L-2
mADbs reduces tumor metastasis via NK cell activation. Int Immunol., 2008.
20(6): p. 783-9.

Mostbock S, L.M., Milenic DE, Baidoo K, Schlom J, Sabzevari H, IL-2/anti-IL-
2 antibody complex enhances vaccine-mediated antigen-specific CD8+ T cell
responses and increases the ratio of effector/memory CD8+ T cells to regulatory
T cells. J Immunol., 2008. 180(7): p. 5118-29.

Kamimura D, S.Y., Sato M, Agung E, Hirano T, Murakami M, IL-2 in vivo
activities and antitumor efficacy enhanced by an anti-1L-2 mAb. J Immunol.,
2006. 177(1): p. 306-14.

Kamimura D, B.M., Naive CD8+ T cells differentiate into protective memory-
like cells after IL-2 anti IL-2 complex treatment in vivo. J Exp Med., 2007.
204(8): p. 1803-12.

Bates GJ, F.S., Han C, Leek RD, Garcia JF, Harris AL, Banham AH.,
Quantification of regulatory T cells enables the identification of high-risk breast
cancer patients and those at risk of late relapse. Clin Oncol., 2006. 24(5373—
80.).

Sasada T, K.M., Yoshida Y, Kanai M, Takabayashi A., CD4+CD25+
regulatory T cells in patients with gastrointestinal malignancies: possible
involvement of regulatory T cells in disease progression. . Cancer, 2003. 98: p.
1089-99.

Curiel TJ, C.G., Zou L, Alvarez X, Cheng P, Mottram P, Evdemon-Hogan M,
Conejo-Garcia JR, Zhang L, Burow M, Zhu Y, Wei S, et al., Specific
recruitment of regulatory T cells in ovarian carcinoma fosters immune privilege
and predicts reduced survival. Nat Med., 2004. 10: p. 942-9.

Lin GH, S.J., Surh CD, Watts TH, In vivo accumulation of T cells in response to
IL-2/anti-1L-2 mAb complexes is dependent in part on the TNF family ligand 4-
1BBL. Immunol Cell Biol., 2011. Sept 27.

105



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.
122.

123.

124.

125.

Hurtado JC, K.Y., Kwon BS, Signals through 4-1BB are costimulatory to
previously activated splenic T cells and inhibit activation-induced cell death. J.
Immunol., 1997: p. 158:2600.

Takahashi C, M.R., Vella AT, Cutting edge: 4-1BB is a bona fide CD8 T cell
survival signal. J. Immunol., 1999. 162: p. 5037.

Lee H-W, P.S.-J., Choi BK, Kim HH, Nam K-O, Kwon BS, 4-1BB Promotes the
Survival of CD8+ T Lymphocytes by Increasing Expression of Bcl-xL and Bfl-1.
J. Immunol., 2002. 169: p. 4882-4888.

Nam K-O, K.H., Shin S-M, Cho K-H, Kwon B, Kwon BS, Kim SJ, Lee H-W,
Cross-Linking of 4-1BB Activates TCR-Signaling Pathways in CD8+ T
Lymphocytes. J. Immunol., 2005. 174: p. 1898-1905.

Tang Q, A.J., Penaranda C, Melli K, Piaggio E, Sgouroudis E, Piccirillo CA,
Salomon BL, Bluestone JA, Central role of defective interleukin-2 production in
the triggering of islet autoimmune destruction. Immunity, 2008. 28(5): p. 687-
97.

Webster KE, W.S., Kohler RE, Mrkvan T, Boyman O, Surh CD, Grey ST,
Sprent J, In vivo expansion of T reg cells with IL-2-mAb complexes: induction of
resistance to EAE and long-term acceptance of islet allografts without
immunosuppression. J Exp Med., 2009. 206(4): p. 751-60.

Hamilton SE, S.J., Akue AD, Jameson SC, IL-2 complex treatment can protect
naive mice from bacterial and viral infection. J Immunol., 2010. 185(11): p.
6584-90.

Duitman EH, O.Z., Bulanova E, Paus R, Bulfone-Paus S, How a Cytokine Is
Chaperoned through the Secretory Pathway by Complexing with Its Own
Receptor: Lessons from Interleukin-15 (IL-15)/IL-15 Receptor o. Mol Cell Biol.,
2008. 28: p. 4851-4861.

Stoklasek TA, S.K., Lefrancois L, Combined IL-15/IL-/5Ra Immunotherapy
Maximizes IL-15 Activity In Vivo. J Immunol., 2006. 177: p. 6072-6080.

Phillips JH, T.T., Sugamura K, Lanier LL, Activation of natural killer cells via
the p75 interleukin 2 receptor. J Exp Med., 1989. 170: p. 291-296.

Purton JF, T.J., Rubinstein MP, Kim DM, Sprent J, Surh CD, Antiviral CD4+
memory T cells are IL-15 dependent. JEM, 2007. 204(4): p. 951-961.

Diab A, C.A., Alpdogan O, Perales MA, IL-15: targeting CD8+ T cells for
immunotherapy. Cytotherapy, 2005. 7(23-35.).

Rowley J, M.A., Hung CF, Wu TC, Inhibition of tumor growth by NK1.1+ cells
and CD8+ T cells activated by IL-15 through receptor beta/common gamma
signaling in trans. J Immunol., 2008. 181: p. 8237-47.

Kopecek, J., Soluble biomedical polymers. Polym Med., 1977. 7(3): p. 191-221.
Etrych T, S.J., Chytil P, Cernoch P, Starovoytova L, Pechar M, Ulbrich K.,
Biodegradable star HPMA polymer conjugates of doxorubicin for passive tumor
targeting. Eur J Pharm Sci., 2001. 42(5): p. 527-39.

Kovar M, T.J., Chmelova H, Kovar L, Mrkvan T, Joskova R, Zakostelska Z,
Etrych T, Strohalm J, Ulbrich K, Sirova M, Rihova B., Overcoming
immunoescape mechanisms of BCL1 leukemia and induction of CD8+ T-cell-
mediated BCL1-specific resistance in mice cured by targeted polymer-bound
doxorubicin. Cancer Res., 2008. 68(23): p. 9875-83. _
Ahmadzadeh M, R.S., IL-2 administration increases CD4*CD25"Foxp3*
regulatory T cells in cancer patients. Blood, 2006. 107: p. 2409-14.

Weiss L, R.S., Slavin S., Allogeneic cell therapy in murine B-cell leukemia
(BCL1). 2. The role of non-activated and rlL-2-activated CD4+ and CD8+ T

106



126.

127.

128.

129.

130.

cells in immunotherapy for leukemia. Cytokines Cell Mol Ther., 1999. 5: p.
153-8.

Zwirner NW, F.M., Girart MV, Domaica Cl, Rossi LE., Cytokine-driven
regulation of NK cell functions in tumor immunity: role of the MICA-NKG2D
system. Cytokine Growth Factor Rev., 2007. 18(1-2): p. 159-70.

Borg C, T.J., Terme M, Maruyama K, Flament C, Angevin E, Zitvogel L., NK
cell-based immunotherapy: new prospects and involvement of dendritic cells.
Bull Cancer., 2003. 90(8-9): p. 699-705.

Wright SE, R.-F.K., Quinlin IS, Phillips CA, Townsend M, Philip R, Dobrzanski
MJ, Lockwood-Cooke PR, Robinson W., Cytotoxic T-lymphocyte
immunotherapy for ovarian cancer: a pilot study. J Immunother., 2012. 35(2): p.
196-204.

Cesana GC, D.G., Cohen S, Moroziewicz D, Mitcham J, Stoutenburg J, Cheung
K, Hesdorffer C, Kim-Schulze S, Kaufman HL., Characterization of
CD4"CD25" regulatory T cells in patients treated with high-dose interleukin-2
for metastatic melanoma or renal cell carcinoma. J Clin Oncol., 2006. 24: p.
1169-77.

Epardaud M, E.K., Rubinstein MP, Yonekura AR, Bellemare-Pelletier A,
Bronson R, Hamerman JA, Goldrath AW, Turley SJ., Interleukin-15/interleukin-
15R alpha complexes promote destruction of established tumors by reviving
tumor-resident CD8+ T cells. Cancer Res., 2008. 68(8): p. 2972-83.

107



