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Streszczenie: Interleukina 15 (IL-15) jest cytoking o plejotropowym dziataniu, wykazujaca sze-
rokie spektrum aktywnos$ci. Znaczaca rola IL-15 w patogenezie proceséw zapalnych, autoim-
munologicznych, zakaznych i nowotworowych sugeruje mozliwos$¢ interwencji terapeutycznej
polegajacej na blokowaniu aktywnosci biologicznej tej cytokiny. Dotychczas stosowane me-
tody blokowania IL-15 opieraja si¢ na uzyskiwaniu przeciwcial blokujacych jej aktywnos¢,
skierowanych przeciwko IL-15 lub jej receptorowi, oraz na modyfikacjach prowadzacych do
uzyskania rozpuszczalnego receptora lub zmutowanej czasteczki IL-15, wykazujacych wilasci-
wosci kompetycyjnego antagonisty. Stosuje si¢ rowniez inne zwiazki nie oddziatywujace bez-
posrednio z elementami kompleksu IL-15 i jej receptora. Zadna z tych strategii nie zostala jednak
wprowadzona do szerokiego stosowania klinicznego. Nowe perspektywy dla badan, ktérych
celem jest stworzenie metody skutecznej i wybiorczej inhibicji IL-15, stworzylo wyznaczenie
doktadnej struktury kompleksu IL-15 i jej receptora i poznanie najwazniejszych elementéw
budowy tych bialtek, bioracych udzial w ich wzajemnym oddziatywaniu. W artykule omdéwio-
no budowe IL-15 i jej receptora oraz sposdb ich wzajemnego wigzania, a takze przedstawiono
przeglad najwazniejszych badan dotyczacych inhibicji IL-15.

Stowa kluczowe: cytokina; interleukina 15; podjednostka & receptora interleukiny 15; antagonista; przeciwciato.

Summary: Interleukin 15 (IL-15) is a pleiotropic cytokine with a wide spectrum of activity. The signifi-
cantrole of IL-15 in the pathogenesis of inflammatory and autoimmune processes, infectious diseases and
cancer suggests a possibility of a therapeutic intervention by blocking the biological activity of this
cytokine. The methods of blocking IL-15, which have been already developed, are based either on the
administration of anti-IL-15 and anti-IL-15 receptor antibodies or on the modifications leading to a
soluble receptor molecule or a mutated IL-15, exhibiting properties of competitive antagonists. There are
also other compounds used, which do not interact directly with elements of the complex of IL-15 and its
receptor. Nevertheless, none of these strategies have been introduced into a wide clinical use. New

*Praca powstala podczas realizacji projektu pt. ,Identyfikacja zwiazku chemicznego hamuja-
cego biologiczne efekty interleukiny 15 (IL-15) poprzez selektywne blokowanie receptora
IL-15Ra” finansowanego przez Naukowa Fundacje Polpharmy.
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perspectives for the research on the selective and efficient inhibition of IL-15 has been created by a recent
definition of IL-15 and its receptor complex structure. The article discusses the structure of IL-15 and its
receptor, their interactions and reviews the major advances in the research on the inhibition of IL-15.

Keywords: cytokine; interleukin 15; interleukin 15 receptor @ subunit; antagonist; antibody.

Wykaz skrétow: IC,, (ang. half maximal inhibitory concentration) — st¢zenie zwiazku powodujace 50%
inhibicji danego parametru; Ig — immunoglobulina (przeciwcialo); IL — interleukina; IL-15SR — receptor
interleukiny 15; IL-15Ra — podjednostka a receptora IL-15R; IL-2/IL-15RB (IL 2Rp3; 3; CD122; p75) —
podjednostka f receptorow interleukiny 15 i interleukiny 2; v, (7 CD132; p64) (ang. common y chain)
— powszechna podjednostka y, bedaca elementem wielu receptorow; komorki NK (ang. natural killers)
— grupa komorek uktadu odpornosciowego; LSP-IL-15 (ang. long signal peptide IL-15)—forma IL-15 o
dhugim peptydzie liderowym; NMR (ang. nuclear magnetic resonance) — magnetyczny rezonans jadro-
wy; PBMCs (ang. peripheral blood mononuclear cells) — jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej;
Region PT —region bogaty w reszty proliny i treoniny; RZS (ang. rheumatoid arthritis, RA) — reumato-
idalne zapalenie stawow; sIL-15Ra — rozpuszczalna podjednostka o receptora IL-15R; SSP IL-15 (ang.
short signal peptide IL-15)—forma IL-15 o krétkim peptydzie liderowym; TF-1 —linia komorek biataczki
promielocytowej; TNF-a (ang. tumor necrosis factor @) — czynnik martwicy nowotworow «.

WSTEP

W 1994 r. odkryto nowa cytoking nasladujaca funkcjami interleuking 2 (IL-2).
Wykazano, ze oddziatuje ona z podjednostkami S (IL-2RB, CD122, p75) i y (v,
CD132, p64) receptora dla [L-2 (IL-2R) oraz z prywatng podjednostka a (IL-15Re)
[30]. Byta to interleukina 15. W odrdznieniu od IL-2, ktéra jest produkowana
praktycznie wylacznie przez limfocyty T, nowa cytoking charakteryzowal szeroki
zakres wystegpowania. Transkrypt IL-15 powstaje w wielu tkankach, miedzy innymi
w migsniach szkieletowych, tozysku, nerkach, ptucach, sercu i watrobie. Gtownym
zroédlem IL-15 sa monocyty i fibroblasty [13, 30].

IL-15 pelni wiele istotnych funkcji zarowno w warunkach fizjologicznych, jak
i patologicznych [2, 67, 70]. Wbrew poczatkowym doniesieniom rola IL-15
znacznie rozni si¢ od funkeji IL-2. Wigcej informacji na temat funkcji IL-15
czytelnik znajdzie w innych pracach przegladowych [13, 54].

Zaburzenie mechanizméw regulujacych ekspresje IL-15, prowadzace do jej
nadprodukcji, bezposrednio przyczynia si¢ do rozwoju wielu schorzen. Zwigkszony
poziom IL-15 w surowicy krwi obserwuje si¢ w chorobach autoimmunologicznych,
takich jak: sarkoidoza, tuszczyca, toczen rumieniowaty ukladowy, nieswoiste zapalenie
jelit, astma oskrzelowa, stwardnienie rozsiane czy reumatoidalne zapalenie stawow
(RZS) [13, 18, 22, 28, 33]. Zauwazono réwniez zwiazek pomiedzy podwyzszonym
stezeniem IL-15 a czestosScia odrzucania przeszczepdéw [13]. Te i inne stany
chorobowe zwiazane z zaburzeniami ekspresji IL-15 opisano szerzej w pracach
przegladowych [3, 13, 14].

Eksperymentalne leczenie chordb zwiazanych z nadmierng ekspresja IL-15 uzyskuje
si¢ migdzy innymi stosujac jej inhibitory. Wiekszos¢ z nich to zwiazki wielkoczasteczkowe,
aczkolwiek istnieja rowniez prostsze substancje organiczne hamujace aktywnos¢ I1L-15 [53,
63]. Badania w zakresie inhibicji IL-15 do niedawna prowadzone byly przy wykorzystaniu
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czastkowych informacji na temat budowy IL-15, uzyskanych przede wszystkim w wyniku
mutagenezy. W 2007 roku wyznaczono strukture krystaliczng kompleksu IL-15-1L-15R [17,
45, 68]. Dwa lata pozniej okreslono najistotniejsze termodynamicznie fragmenty biorace udziat
w wiazaniu IL-15 z podjednostka o jej receptora [S1]. Informacje te stwarzaja nowe
perspektywy badan w zakresie terapii choréb zwiazanych z zaburzeniami ekspres;ji IL-15.

W niniejszej pracy opisano budowe IL-15 i jej receptora oraz scharakteryzowano ich
wzajemne oddziatywania wystepujace w kompleksie IL-15-IL-15R. Omowiono takze
najwazniejsze dotychczasowe osiagnigcia w poszukiwaniu skutecznych inhibitordéw IL-15.

BUDOWA I WEASCIWOSCI IL-15

IL-15 jest glikoproteina o masie czasteczkowej 14—15 kDa [30]. Ludzki gen IL-
15 znajduje si¢ na chromosomie 4q31 i skfada si¢ z dziewigciu egzondw oraz osmiu
intronow [4, 13]. Ekspresja IL-15 jest kontrolowana na wielu etapach: transkrypcji,
translacji, transportu wewnatrzkomérkowego i translokacji. Chociaz mRNA kodujace
IL-15 wystepuje powszechnie, do translacji i wydzielania biatka w wielu komorkach
dochodzi dopiero po ich aktywacji zachodzacej m.in. pod wplywem cytokin
prozapalnych [13, 42, 47].

IL-15 wystepuje w dwoch formach splicingowych: SSP-1L-15 (ang. short signal
peptide) oraz LSP-IL-15 (ang. long signal peptide), rézniacych si¢ dlugoscia
peptydu liderowego. Peptyd liderowy (peptyd sygnatowy) jest to krotka sekwencja
aminokwasow, znajdujaca si¢ zazwyczaj na N-koncu niektdrych bialek, kierujaca
biatko do konkretnego przedziatu komorki. Peptyd liderowy krétszej formy IL-15
sktada si¢ z 21 aminokwasow, natomiast formy dluzszej z 48 aminokwaséw [30].
W niektorych typach komorek ekspresji ulega tylko jedna z tych form, w innych
obecne sa oba biatka [8]. Obie formy IL-15 charakteryzuja si¢ r6zna dystrybucja
wewnatrzkomorkowa, a takze w rézny sposéb ulegaja sekrecji. Poczatkowo wyniki
badan sugerowaly, ze SSP-IL-15, czyli czasteczka z krotszym peptydem liderowym
jest magazynowana w cytoplazmie, podczas gdy LSP-IL-15 preferencyjnie jest
wydzielana na zewnatrz komorki [13]. Niedawno dowiedziono jednak, ze po
utworzeniu kompleksu z podjednostka IL-15Ra obie formy splicingowe moga by¢
wydzielane na zewnatrz komorki, a przy nieobecnosci tej podjednostki receptora lokuja
si¢ wewnatrzkomorkowo, rozproszone w cytoplazmie [7, 8]. Ponadto wykazano, ze
SSP-IL-15 lokalizuje si¢ w jadrze, gdzie wraz z podjednostka receptora IL-15Rc
reguluje transkrypcje genu IL-15 [8, 42]. Co ciekawe, mimo identycznej sekwencji
aminokwasowej dojrzatej IL-15, obie formy wykazuja czg$ciowo odmienne
wlasciwosci. Przyczyna tego zjawiska sa prawdopodobnie réznice w modyfikacji
posttranslacyjnej obu bialek zdeterminowane przez peptyd liderowy [8].

Dojrzata IL-15 zbudowana jest ze 114-aminokwasowego tancucha [30]. Nalezy
ona do rodziny cytokin zbudowanych z czterech a-helis (A, B, C i D), obejmujace;j
réwniez inne biatka: IL-2, 1L-3, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-7 i IL-9 [4, 30]. IL-15 wykazuje
duze podobienstwo w strukturze drugo- i trzeciorzgdowej do IL-2, mimo Ze ich
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sekwencje aminokwasowe znacznie si¢ r6znig [17, 48]. Najwieksza analogi¢ do
IL-2 przejawia w budowie helis A, C i D, ktore biora udzial w oddziatywaniu
ze wspolnymi podjednostkami receptora IL-2/IL-15RB i y_[17, 56, 65]. IL-15
ma dwa mostki dwusiarczkowe w pozycjach Cys35-Cys85 i Cys42-Cys88, ktore
stabilizuja miejsce wigzania z podjednostka receptora IL-15Ra [17, 30, 45].

BUDOWA I WEASCIWOSCI RECEPTORA IL-15R

Receptor dla IL-15 (IL-15R) wystepuje w réznych typach komorek, jednak znaczne
nasilenie jego ekspresji nastepuje dopiero po ich aktywacji [19, 30, 34]. Sklada si¢ on
z trzech podjednostek: specyficznej dla IL-15 podjednostki « (IL-15Re); podjednostki
B, ktéra wspotdzieli z 1L-2 (IL-15/IL-2Rp) oraz podjednostki V.- bloracej udziat w
wigzaniu wiekszej grupy cytokin, m.in. IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 i IL-21 [13]. Receptor
ten nie zawsze wystegpuje w postaci heterotrimeru. Na niektorych typach komorek
obecne sa tylko jedna lub dwie podjednostki [1]. IL-15 moze by¢ wigzana przez
heterodimer Sy ze srednim powinowactwem (K 4= 02710 “-13,5-10"° M [30, 40]).
Obecnos¢ tancucha IL-15Ra wielokrotnie zwigksza powinowactwo tej cytokiny do
receptora (K = 1051071 M [1]). IL-15 zwiazana z podjednostka IL-15Ra moze
tworzy¢ kompleks czwartorzedowy z heterodimerem By obecnym na tej samej
(kompleks cis), badz innej komoérece (kompleks trans) [46, 52] (ryc. 3). IL-15 moze
rowniez wiazaé si¢ z heterodimerem IL-15Ra-1L-15/IL-2Rj, jednak badania
sugeruja, ze nie prowadzi to do wyzwolenia sygnatu [13]. Aktywacja S$ciezki
sygnatowej nastgpuje natomiast po zwigzaniu IL-15 samej badz zwiazanej z IL-15Ra
z kompleksem IL 2/IL-15RB-y_[9].

Podjednostka IL-15Ra

Podjednostka IL-15Re jest biatkiem o masie 58—60 kDa wystepujacym w formach
o réznym stopniu N- i O-glikozylacji [7, 20, 29]. U ludzi gen IL15R« kodujacy to
bialko zlokalizowany jest na chromosomie 10 na prazkach p14-p15 [1]. Aktualnie
znanych jest osiem form splicingowych tej podjednostki [20, 52]. Ludzka IL-15R«
zbudowana jest z 263 aminokwasow [29]. Istnieja doniesienia literaturowe sugerujace,
ze cho¢ ma ona stosunkowo krotka, 41-aminokwasowa, domeng cytoplazmatyczng
[1, 29], to moze wyzwala¢ niektore sygnaly wewnatrzkomorkowe [47].

Strukture mysiej i ludzkiej podjednostki IL-15Ra okreslono na podstawie badan
metodg magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) [35] oraz pomiaréw krystalo-
graficznych [17, 45]. Roznice w jej strukturze u czlowieka i myszy sa niewielkie
[17, 45]. Ponizej omowiono budowe ludzkiej formy tego biatka. Podjednostka IL-
15Ra ma we fragmencie pozakomorkowym jedna, niezbedna do wiazania IL-15,
tzw. domeng¢ 'sushi', charakterystyczna dla wielu oddzialywan biatko-biatko [17, 66].
Domena ta sklada si¢ z 66 aminokwasdéw i zawiera dwa mostki dwusiarczkowe w
pozycjach Cys4-Cys46 i Cys30-Cys64, konieczne do utworzenia struktury
trzeciorzedowej biatka [51, 66]. Zbudowana jest ona z szesciu nici 8 (B, C, C', D,
E, E'), z ktérych fragmenty C, D i E tworza charakterystyczng dla domeny sushi
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RYCINA 1. Budowa IL-15Ra. Ludzkie biatko IL-15Ra zbudowane jest z 32-aminokwasowego fragmentu
sygnatowego, 173-aminokwasowej domeny zewnatrzkomorkowej (domena sushi, linker, region PT),
fragmentu transblonowego o dtugosci 21 aminokwasow i 37-aminokwasowej domeny cytoplazmatycznej
[13,52]

FIGURE 1. Schematic structure of [IL-15Ra. Human IL-15Ra consists of a 32-amino acid signal peptide,
173-amino acid extracellular domain (sushi domain, linker, PT region), 21-amino acid transmembrane
domain and 37-amino acid cytoplasmic domain [13, 52]

forme B-kartki [17, 35, 45]. Ponadto, podjednostka IL-15Ra w czg$ci usy-tuowanej
blizej btony komérkowej zawiera bogaty w reszty treoniny i proliny region PT oraz
taczacy go z domena sushi linker [17, 29]. Schematyczna budowe podjednostki
przedstawiono na rycinie 1. Oprocz opisanej wyzej formy IL-15Ra, w krazeniu
wystepuje rowniez niezwiazana z btona komorkowa krdtsza forma tej podjednostki
receptora, sIL-15Ra, o wielkosci okoto 42 kDa. Powstaje ona po trawieniu IL-15Ra
przez metaloproteinazy [12, 39]. Moze ona funkcjonowaé jako naturalny inhibitor
kompetycyjny dla IL-15Ra, zmniejszajacy ilos¢ 1L-15 zwigzanej z receptorem
btonowym [39].

Podjednostki IL-2/IL-15RS iy,

Ludzka podjednostka IL-2Rf3 jest biatkiem o masie 70 kDa i dtugosci 525 amino-
kwaséw. Zawiera 214-aminokwasowy fragment pozakomodrkowy, 25-amino-
kwasowy hydrofobowy fragment transbtonowy i 286-aminokwasowa domeng
cytoplazmatyczna, a cato$¢ poprzedzona jest po stronie N-konca 26-aminokwasowym
fragmentem sygnalowym [31].

Ludzka podjednostka y, ma masg 64 kDa i sklada si¢ z 369 aminokwasow. Zbudowana
jest z 22-aminokwasowego fragmentu sygnatowego, 233-aminokwasowego fragmentu
pozakomorkowego, 28-aminokwasowego tancucha transblonowego i domeny
cytoplazmatycznej o dtugosci 86 aminokwaséw [59]. Wigeej informacji na temat budowy
i wlasciwoscei tych podjednostek zawarto w pracach przegladowych [37, 58].

WIAZANIE IL-15 Z RECEPTOREM IL-15R

Wiazanie IL-15 z IL-15Ra

IL-15 jest wigzana przez podjednostke IL-15Ra z wysokim powinowactwem
(K, =1-10""-100-10""" M [1, 9, 29, 40]). Ostatnie badania dowodza, ze wiazanie
to moze nastgpowac juz wewnatrzkomorkowo, zanim obydwa biatka zostana
przetransportowane na powierzchnie btony [7, 52]. Po powstaniu kompleksu,
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podjednostka IL-15Ra ulega pelnej O-glikozylacji i przemieszcza si¢ na powierzchnig
btony [7]. Wtedy moze dojs¢ do uwolnienia aktywnego biologicznie heterodimeru
IL-15-sIL-15Re. IL-15 zwiazana z sIL-15Ra wykazuje znacznie wigksza stabilnosé
niz wolna IL-15, m.in. dzigki unikaniu degradacji przez proteasomy prowadzacemu
do wydhuzenia okresu péttrwania [8]. Dzieki temu cytokina ta moze ulega¢ obszernej
dystrybucji i wykazywaé aktywnos¢ biologiczng w miejscach znacznie oddalonych
od miejsca ekspresji [7, 8, 21, 41].

Jak wspomniano wczesniej, na zewnatrz komorki moze by¢ wydzielana zarowno
IL-15 z krotkim (SSP-IL-15), jak i dlugim (LSP-IL-15) peptydem liderowym i nastepuje
to zazwyczaj po zwiazaniu z podjednostka IL-15Re [8]. Po opuszczeniu komorki oba
kompleksy nie wykazuja réznic w aktywnosci, ktéra zalezy jedynie od ich stezenia we
krwi. Nalezy jednak zwroci¢ uwagg na fakt, ze peptyd liderowy determinuje stabilnos¢
i sekrecj¢ obu form. Kompleks SSP-IL-15-1L-15Ra jest wydzielany w znacznie
mniejszej ilosci niz LSP-IL-15-1L-15Ra [8]. Ponadto, SSP-IL-15 ulegajac w tej
samej komorce koekspresji z LSP-IL-15, zachowuje si¢ jak inhibitor kompetycyjny
konkurujac o wigzanie z podjednostka IL-15Ra, a w kompleksie z niag wykazujac
mniejsza stabilnos¢ niz LSP-IL-15. W rezultacie, ilo$¢ aktywnej IL-15 we krwi jest
mniejsza niz w przypadku, gdy ekspresji ulega jedynie LSP-IL-15. Wydaje sie
prawdopodobne, ze w komorkach, w ktorych obecne sa obie formy, SSP-IL-15
moze pehi¢ funkcje¢ regulatora aktywnosci IL-15 [8].

Model kompleksu IL-15-1L-15Ra  opracowano korzystajac z pomiarow NMR
[35] oraz badan krystalograficznych [17, 45], wspierajac si¢ modelem kompleksu
IL-2-IL-2Re. Wiazania IL-15 z IL-15Ra tworza Watsk(i)e, sasiadujace ze soba, dobrze
dopasowane powierzchnie o wielkosci okoto 10 x 25 A [17]. Podczas wiazania petla
C'D receptora wpasowuje sie we wklestos¢ utworzong przez petle AB i CD oraz helise
B IL-15 (ryc. 2A) [17]. W miejscu wigzacym receptora wystepuja w wiekszosci
zasadowe reszty aminokwasow, podczas gdy ligand w miejscu wigzania ma charakter
kwasny. Taki uktad zapewnia silne oddziatywania elektrostatyczne na duzej powierzchni
[17, 45]. W przeciwienstwie do wigkszosci kompleksow typu cytokina-receptor, w miejscu
wigzania IL-15 z IL-15Ra znajduje si¢ niewiele hydrofobowych reszt aminokwasowych
[35]. Co wigcej zastapienie ich w obrebie IL-15 silnie hydrofilowymi, kwasnymi resztami
asparaginowymi, znacznie zwieksza powinowactwo tej cytokiny do receptora [35].

Parametry termodynamiczne oddziatywan pomiedzy IL-15 i IL-15Ra schara-
kteryzowano dopiero w 2009 roku [51]. W miejscu wigzania tych dwoch czasteczek
mozna wyroézni€ trzy regiony najsilniej wplywajace na energie oddzialywan pomigdzy nimi.
W regionie pierwszym, potozonym po srodku powierzchni wigzania, wyr6z-niono
aminokwasy o krytycznym znaczeniu dla tworzenia kompleksu. Sa to IL-Tyr26, IL-Glu46
i R-Arg35 (gdzie: IL i R oznaczaja odpowiednio aminokwasy w obrebie IL-15 i
podjednostki IL-15Re) (ryc. 2B). IL-Glu46 tworzy mostek solny z R-Arg35, natomiast
IL-Tyr26, polozona w poblizu tego mostka, tworzy wigzanie wodorowe z karboksylowym
atomem tlenu R-Arg35. W drugim regionie duzy wplyw na energi¢ wiazania ma mostek
solny pomigdzy IL-GluS53 a R-Arg26. Trzeci rejon potozony jest w regionie PT, tuz obok
domeny sushi. Bardzo dobre dopasowanie struktur IL-15 oraz IL.-15Ra w tym miejscu
znaczaco zwigksza wzajemne powinowactwo tych czasteczek [51].
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Sumarycznie, w wigzaniu IL-15 z
IL-15Ra bierze udzial 31 reszt amino-
kwasowych, ktdore tworza siedemnascie
oddzialywan van der Waalsa, osiem
wigzan wodorowych i dwa mostki solne
[17]. Istotnym elementem stabilizujacym
strukture kompleksu sa dwie czasteczki
wody tworzace sie¢ wigzan wodorowych
taczacych reszty 1L-Glu53 oraz R-Arg35
[51]. Stabilizuja one mostki sol-ne pomigdzy
resztami aminokwasow liganda i receptora
w regionie 112 [17, 51]. Wysokie powi-
nowactwo IL-15 do IL-15Ra jest
zwigzane z niezmiernie niska wartoscig
stalej dysocjacji kompleksu IL-15-1L-15Ra
[51].

Wiazanie IL-15 z IL-2/IL-15RB i .

Oprdcz specyficznego wiazania z IL-15Re,
IL-15 moze rowniez przylaczy¢ sie do
heterodimeru  zbudowanego z podjednostek
IL-2RB i, Jest to tak zwany receptor IL-15R
0 srednim powinowactwie (K, = 0.27-10°-
13,510 M [30, 40]).

Bardzo ciekawy wydaje si¢ fakt, ze
IL-15 moze by¢ prezentowana przez
podjednostke a swojego receptora
komorkom, na ktorych obecne sa jedy-
nie podjednostki IL-2/IL-15RB iy, [13,
17]. W ten sposéb IL-15 jest ujawniana
limfocytom T i B przez komorki
prezentujace antygen [17]. Z dotychczas
przeprowadzonych badan wynika, ze taki
sposob wigzania IL-15 (kompleks trans)
ma duze znaczenie biologiczne.
Niektorzy autorzy postulujg nawet, ze
wystepuje ono czgsciej niz wigzanie
IL-15 przez pojedyncze komorki
(kompleks cis) [52]. Ponadto, 1L-15
w kompleksie z podjednostka IL-15Ra
znacznie efektywniej przekazuje sygnat
podjednostkom IL-2/IL-15Rf i y ., niz
w formie niezwiazanej. Moze to
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RYCINAZ2. Wigzanie IL-15 zIL-15Ra. (A) Kolorem
czerwonym zaznaczono a-helisy, kolorem zielonym
B-struktury. (B) Wyrdznienie najwazniejszych
aminokwasow bioracych udzial w wigzaniu IL-15 z
IL-15Ra. Dokladny opis w tekscie. Rysunek
sporzadzono za pomoca programu PDB
ProteinWorkshop 3.9 korzystajac ze struktury
kompleksu 273Q [17] uzyskanego z bazy struktur
krystalograficznych (www.rcsb.org)

FIGURE 2. IL-15 and IL-15Ra complex. (A) a-he-
lixes are shown in red, S-structures in green. (B) The
amino acids of critical importance for IL-15 and IL-
15Ra binding. The precise description is given in the
text. The figure was prepared using the PDB Protein
Workshop 3.9 program using the model of the com-
plex 2Z2Q3 [17] from the Protein Data Bank website
(www.rcsb.org)
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sugerowac, ze po zwiazaniu z IL-15Ra konformacja cytokiny ulega niewielkim
zmianom ulatwiajacym jej wigzanie z pozostalymi podjednostkami receptora.
Opisywane przez badaczy rézne sposoby wiazania IL-15 z komérkami (kompleks
cis lub trans) przyczynily si¢ do podjecia rozwazan nad sposobem jej oddziatywania
z podjednostka IL-15Ra, umozliwiajacym réznorodne wlozenie przestrzenne wszystkich
podjednostek receptora. Olsen i wsp. zaproponowali, ze jest to mozliwe dzigki budowie
IL-15Ra po stronie C-konfica. Obecny tam 32-aminokwasowy linker oraz 74-
aminokwasowy region PT wykazuja duza gietkos¢, co umozliwia rézny sposob utozenia
czesci wiagzacej IL-15Ra. Dzigki temu, bez wzgledu na to, czy wszystkie trzy
podjednostki beda obecne na jednej komoree, czy nie, wigzania w czwartorzegdowym
kompleksie IL—15-IL—15Ra-IL—2Rﬁ-yC beda mialy taki sam uktad [45] (ryc. 3).

ZWIAZKI HAMUJACE AKTYWNOSC IL-15

W wigkszosci badan prowadzonych na eksperymentalnych modelach choréb
zwigzanych z nadmierng ekspresja IL-15, hamowanie aktywnos$ci biologicznej
IL-15 osiagane jest poprzez stosowanie zwiazkdw oddzialujacych bezposrednio z ta
cytoking badz jej receptorem. Do blokowania IL-15 wykorzystuje si¢ przeciwciala

e £ RYCINA 3. Schemat wigzania IL-15 7 pod-
jednostkami receptora IL-15Ra, IL-2/IL-15RA i Y,

wystegpujacymi na tej samej komorce (cis) badz na
réznych komdrkach (trans). Rycina przedstawia
identyczny sposdb wiazania IL-15 przez wszystkie
trzy podjednostki. Jest to mozliwe dzigki znacznej
dtugosci oraz duzej gi¢tkosci C-koncowego
fanicucha pojednostki IL-15Re (linia przerywana)
[45]

FIGURE 3. Schematic presentation of 1L-15
binding with its receptor subunits IL-15Rea,
IL-2/IL-15Rf and y _expressed on the surface
of the same (cis) or different (trans) cell. Due
to the length and high flexibility of the C-ter-
minal chain of the IL-15Ra subunit (dashed
line)the mechanism of the binding may be iden-
tical in both configurations [45]

monoklonalne rozpoznajace IL-15 lub rozpuszczalne formy rekombinowanej pod-
jednostki IL-15Ra. Z kolei, do blokowania receptora stosuje si¢ przeciwciala
skierowane przeciwko podjednostkom receptora IL-15R lub zmodyfikowane formy
IL-15. Stosowane dotychczas metody inhibicji IL-15 wykorzystujace oddzialywanie
z nig badz jej receptorem zestawiono w tabeli 1. Ponadto znane sa takze inne
sposoby hamowania aktywnosci IL-15 niezwigzane bezposrednio z oddzialywaniem
z elementami jej kompleksu z receptorem. Ponizej opisano najwazniejsze stosowane
dotychczas strategie blokowania aktywnosci biologicznej 1L-15.
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ZWIAZKI WIAZACE SIE Z IL-15

Przeciwciata skierowane przeciwko IL-15

Bernard i wsp. wyodrebnili kilka przeciwcial monoklonalnych skierowanych
przeciwko IL-15 [9]. Jedno z nich, B-E29, wykazalo hamowanie wiazania IL-15
do komorek biataczki promielocytowej linii TF-1 (IC, = 172 pM). Wiaze si¢ ono z

TABELA 1. Zwiazki hamujace aktywnos¢ IL-15 przez oddzalywanie z nig badZ jej receptorem
TABLE 1. Inhibitors of IL-15 interrupting the IL-15 and IL-15R interactions

Rodzaj Nazwa Cel Wiasciwosci, uwagi Litera-
tura
Przeciwciala Anti-IL-15 B-E29  |IL-15 Wigzanie z sekwencja ¢ DTVENLIILANN? na helisie |[9]
monoklonalne C IL-15; hamowanie wigzania z IL-15Ra
przeciwko . . . - 0 o
IL-15 Anti-IL-15 MAB247 | IL-15 Wiazanie z sekwencja > SFVHIVQMFIN''2 [9]
na helisie D IL-15; hamowanie wigzania z
IL 2/IL-154 i/lub y,
DISC0280 IL-15 Ludzkie przeciwcialo monoklonalne 1gG1 przeciwko |[26]
IL-15
HuMax-1L15 IL-15 Ludzkie przeciwcialo monoklonalne 1gG1 przeciwko |[5, 62]
(146B7, AMG714) IL-15; I/II faza badan klinicznych
Przeciwciala | HuMikf1 IL-2RB Humanizowane przeciwcialo przeciwko IL-2R 8 [49, 60]
monoklonalne
przeciwko BF-IgG IL-2Raf3 | Dwufunkcyjne przeciwcialo przeciw podjednostkom | [49]
IL-15R a ip receptora dla IL-2,
o aktywnosci rowniez wobec IL-15R
Mle61 IL-15Ra | Humanizowane przeciwcialo przeciwko IL-15 Ra [9]
Mutanty IL -15 | E64K IL-15Ra | Mutacja: Glu64 zastapiony Lys; wigzanie 1L-15R«, 9]
hamowanie dalszego wiazania z IL-2/IL-15RB iy,
168D IL-15Ra | Mutacja: Ile68 zastapiona Asp; wiazanie z IL-15R «a, |[9]
hamowanie dalszego wiazania z IL-2/IL-15R iy,
N65K IL-15Ra | Mutacja: Asn65 zastapiona Lys; wigzanie z 9]
IL-15Ra, przy jednoczesnym hamowaniu aktywnosci
biologicznej kompleksu IL-15-1L-15R «
mutant IL-15 IL-15Ra | Bialko fuzyjne mutant IL-15 /Fc y2a; [23, 32]
/Fey2a (CRB-15) mutacje w IL-15: Glul01 i Glul08 zastapione Asp
Immuno- IL15-PEA293 (IT1) |Komorki |Biatko fuzyjne zlozone z IL-15 i endotoksyny [43]
toksyny z IL-15R | Pseudomonas aeruginosa
IL15M-PEA293 Komorki | Bialko fuzyjne zlozone z antagonisty IL-15 i [44]
(I12) z IL-15R |endotoksyny Pseudomonas aeruginosa
Fragmenty sIL-15Ra IL-15 Pozakomérkowy fragment [L-15R « (193 aa, [50,
IL-15Ra 26 kDa) 55]
T1 1IL-15 Pozakomérkowy fragment IL-15Ra (182 aa) [66]
T2 IL-15 Domena sushi + linker IL-15R « (85 aa) [66]
T3 1IL-15 Domena sushi IL-15R a (65 aa) [66]
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IL-15 w obrebie sekwencji ' DTVENLIILANN? nalezacej do helisy C, blokujac w
ten sposdb wigzanie 1L-15 do podjednostki IL-15Re [9]. W 2011 roku opisano podobne
do B-E29 i wiazace si¢ z IL-15 w zblizonym miejscu przeciwciato DISC0280 [26].
Blokuje ono wigzanie IL-15 z podjednostka IL-15Ra oraz z he-terodimerem IL-2/IL-
ISRﬁ-)/C, hamujac aktywnos¢ tej cytokiny in vitro. Wlasciwosci te ograniczone sa
do ludzkiej IL-15, natomiast nie ujawniaja si¢ wobec cytokiny mysiej i szczurzej. Co
ciekawe, przeciwcialo DISC0280 w warunkach in vivo wykazuje efekt
hiperagonistyczny, zwigkszajac aktywnos$¢ egzogennej IL-15 [26]. Ten niezwykly efekt
nie zostal dotychczas wyjasniony, jednak badacze przypusz-czaja, ze moze to by¢
zwiazane z wydluzeniem okresu poitrwania IL-15 po zwiazaniu z przeciwcialem, badz
utatwieniem trans-prezentacji IL-15 komérkom NK [26].

Kolejne obiecujace przeciwcialo, MAB247, pomimo braku wplywu na wigzanie
IL-15 z IL-15Rea, hamuje przekazywanie sygnatu. Doktadniejsze badania dowiodty,
7e wiaze si¢ ono z sekwencjg '>SFVHIVQMFIN!'? zlokalizowang na helisie D
IL-15, ktora prawdopodobnie jest zaangazowana w wigzanie tej cytokiny z
podjednostka y_[9]. W ten sposob zablokowane jest przekazywanie sygnalu przez
heterodimer By. Podobne wlasciwosci wykazuje HuMax-I1L-15, jedno z najbardziej
znanych przeciwcial blokujacych aktywnos¢ IL-15. Jest to przeciwcialo monoklonalne
146B7, znane tez pod nazwa AMG714, wiazace si¢ z IL-15 we fragmencie
oddziatujacym z podjednostka y_receptora IL-15R [62]. Przeciwcialo to znacznie
efektywniej hamuje aktywnos$¢ IL-15 niz przeciwciata blokujace wigzanie IL-15 z
podjednostka IL-15Re [62]. Jak wspomniano wezesniej, IL-15 laczy si¢ z podjednostka
IL-15Re z bardzo wysokim powinowactwem. Co wigcej, wigkszo$¢ I1L.-15 obecnej w
organizmie wystepuje w formie zwiazanej z ta podjednostka. Oznacza to, ze potencjalny
inhibitor wigzacy si¢ z IL-15 w miejscu oddziatywania cytokiny z podjednostka IL-15Re,
powinien wykazywa¢ wzgledem niej wyzsze powinowactwo niz IL-15Ra. Z tego
wzgledu lepszy efekt inhibicji uzyskano dla przeciwciata HuMax-1L-15, ktére nie
interferowalo z wiazaniem IL-15 z IL-15Re, a zaburzato oddzialywanie tego kompleksu
z podjednostka y_ [62]. Aktywnos¢ biologiczng tego przeciwciata potwierdzono w ba-
daniach in vitro oraz in vivo [62], a takze przeprowadzono dobrze rokujace proby
kliniczne na chorych z RZS [5].

Polipeptydy o budowie zblizonej do budowy IL-15Ra

Juz pod koniec lat 90. ub. wieku pojawily si¢ doniesienia o skutecznym
hamowaniu aktywnosci IL-15 poprzez stosowanie egzogennych, rozpuszczalnych
form podjednostki o receptora IL-15R (sIL-15Rea) [50] (ryc. 4A). Parg lat pozniej
przeprowadzono badania majace na celu okreslenie, ktore fragmenty IL-15Ra sa
niezbedne do wiazania IL-15. Wei i wsp. wykazali, ze minimalny fragment
rozpuszczalnej formy podjednostki IL-15Ra, skutecznie hamujacy aktywnosé 1L-15,
to 65-aminokwasowa domena sushi [66]. Nowsze badania sugerowaly, ze dopiero
obecno$¢ 13-aminokwasowego fragmentu przylegajacego do C-konca tej domeny
nadaje jej wlasciwosci antagonistycznych wzgledem trimeru IL-15Rafy [10].
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RYCINA 4. Rozpuszczalna forma podjednostki a receptora IL-15R, sIL-15Ra , moze dziata¢ wobec
receptora [L-15R antagonistycznie (A), lub agonistycznie (B)

FIGURE 4. A soluble form of the & subunit of IL-15R, sIL-15Re , may act as [L.-15R antagonist (A), or
agonist (B)
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Wykazano jednak, ze pewne fragmenty rekombinowanej podjednostki sIL-15Re,
zawierajace domene sushi, moga dzialaé agonistyczne wobec heterodimeru By [10,
40, 57]. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze sIL-15Ra wiazac IL-15 prezentuje ja
komoérkom zawierajacym heterodimer By, podobnie jak to si¢ dzieje w kompleksie
trans 1L-15 z podjednostka IL-15Ra zwigzang z komorkami [40] (ryc. 4B). Z tego
wzgledu rozpuszczalne analogi podjednostki IL-15Ra nie moga by¢ uniwersalnie
stosowane jako inhibitory IL-15.

Zwiazki wiazace si¢ z receptorem IL-15R

Dziatanie receptora IL-15R mozna selektywnie zahamowa¢ poprzez zablokowanie
podjednostki IL-15Ra, ktora jest specyficzna jedynie dla IL-15. Blokada pozostalych dwoch
podjednostek (IL-2/IL-15R3 iy,.) réwniez zmniejsza aktywnos¢ biologiczna IL-15, jednak,
poniewaz podjednostki te sa aktywowane rowniez przez inne cytokiny, zablokowanie ich
hamuje takze inne szlaki sygnatowe. Z tego wzgledu wigkszos¢ badan nad zwiazkami
celujacymi w receptor IL-15R dazy do hamowania podjednostki IL-15Re.

Przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko IL-15R

Pierwszymi przeciwciatami zastosowanymi do hamowania aktywnosci IL-15 byly
przeciwciala blokujace receptor dla IL-2 (IL-2R). Przeciwcialo humanizowane
HuMiKpg1 skierowane przeciwko wspolnej dla 1L-2 i IL-15 receptorowej
podjednostce B, oprdécz hamowania aktywnosci IL-2 wykazuje takze wlasciwosci
antagonistyczne wobec IL-15 [49, 60]. Rowniez dwufunkcyjne humanizowane
przeciwcialo skierowane przeciwko IL-2Ref3, BF-IgG, hamuje odpowiedz prolifera-
cyjna limfocytow T indukowana przez IL-15 [49]. Prawdopodobnie utrudnia ono
oddziatywanie pomigdzy podjednostkami IL-15Re i IL-2/IL-15Rf3 [49]. Bardziej
specyficzne wilasciwosci wzgledem IL-15 wykazuje natomiast przeciwcialo
skierowane przeciwko IL-15Ra, M161, ktore praktycznie calkowicie hamuje wiazanie
IL-15 do receptora (IC,, = 100 pM) [9].

Polipeptydy o budowie zblizonej do budowy IL-15

Podczas badan majacych na celu okreslenie miejsc wigzacych IL-15 i IL-15R
zidentyfikowano kilka mutacji IL-15 w obszarze helis B i C (sekwencje odpowiednio
44-52 i 64—68) wpltywajacych na wzajemne oddzialywanie tych bialek oraz
przekazywanie sygnatu. Wlasciwosci antagonistyczne wzgledem IL-15 ma kilka
mutantéw [L-15: E64K, N65K, 168D [9]. Wiaza sie one z podjednostka IL-15Ra z
wysokim powinowactwem, blokujac w ten sposob dostep natywnej IL-15 do
receptora, a przy tym nie powoduja wyzwolenia sygnatu [9, 32].

Biatka fuzyjne

Podstawowym problemem podczas projektowania zmodyfikowanych czasteczek
IL-15 o wlasciwosciach antagonistycznych wzgledem receptora IL-15R, jest krotki
okres poftrwania 7, , tych czasteczek in vivo. Stosowanie ich jako lekow wymaga-



IL-15: BUDOWA, RECEPTORY I INHIBITORY 447

toby czestego podawania, co utrudniloby ich praktyczne stosowanie. Problem ten
mozna omina¢ taczac odpowiednio zmodyfikowana IL-15 z tancuchem ciezkim
przeciwciata IgG. Strategi¢ t¢ wykorzystano przy projektowaniu biatka fuzyjnego
CRB-15. Polaczenie zmodyfikowanej IL-15 z fragmentem Fc przeciwciata 1gG2a
umozliwito zwigkszenie okresu poltrwania ¢, , cytokiny w warunkach in vivo z 2-3
minut do 6 godzin. Z kolei wlasciwosci antagonistyczne tego biatka fuzyjnego wobec
IL-15Ra wywotane sa modyfikacjami w obszarze C-koncowym IL-15, w ktérym dwie
reszty kwasu glutaminowego (Glul01 i Glu108) zastapiono resztami kwasu aspara-
ginowego [32]. Mutacje te uniemozliwiaja aktywacje $ciezki sygnalowej, bioracej
udzial w indukcji proliferacji komorek [32]. Badania in vitro potwierdzily blokowanie
przez CRB-15 proliferacji komodrek indukowanej przez IL-15 [32, 48]. Inne badania
dowiodly, ze dzieki inhibicji aktywacji i proliferacji limfocytow T CD8" w warunkach
in vivo, zastosowanie tego biatka u myszy zwigksza czas przezycia przeszczepu
[25, 69]. Ponadto wykazano, ze u myszy zapobiega ono powstawaniu i rozwojowi
zapalenia stawow indukowanego kolagenem [24]. Hamowanie aktywnosci
podjednostki IL-15Ra przez CRB-15 wplywa rowniez na zmniejszenie ekspresji
cytokin prozapalnych: 1L-18, 1L-6, IL-17 i TNF-c [24].

Obecnos¢ tancucha Fc w bialku fuzyjnym CRB-15 zapewnia mu nie tylko wydluzenie
okresu poltrwania, ale rowniez nadaje wlasciwosci cytotoksycznych w stosunku do komoérek
majacych IL-15R na swojej powierzchni. Dzigki temu eliminowane sa komérki uczestniczace
w wigzaniu i przekazywaniu sygnatu przez IL-15 [24]. Podobne wiasciwosci wykazuja
immunotoksyny zaprojektowane przez Niu i wsp. [43, 44]. Sa to bialka fuzyjne ztozone z
fragmentu egzotoksyny PE produkowanej przez paleczke ropy blgkitnej Pseudomonas
aeruginosa oraz z 1L-15 (IL-15 PEA293; IT1), badz jej fragmentu o wlasciwosciach
antagonistycznych (IL-15M PEA293; IT2). Egzotoksyna PE jest proenzymem, ktory dostaje
si¢ do wnetrza komorki w drodze endocytozy, gdzie ulega aktywacji i poprzez inhibicje czynnika
elongacji 2 (ang. elongation factor 2, EF-2) hamuje synteze bialek. Prowadzi to do $mierci
komorki. Powyzsze wlasciwosci egzotoksyny PE, po modyfikacji jej domeny wiazacej,
wykorzystuje si¢ w terapiach celowanych [27]. Zaprojektowane przez Niu i wsp.
immunotoksyny specyficznie rozpoznaja komorki, na ktorych powierzchni obecny jest receptor
IL-15R i prowadza do ich apoptozy. Badania in vivo wykazaly efektywnos¢ tych zwiazkow
w eliminowaniu aktywowanych limfocytow T 1 makrofagéw u szczuréw z indukowanym
zapaleniem stawdw [64]. W ten sposob usuwane sa komorki wiazace sie i odpowiadajace na
stymulacje¢ 1L-15. Stwarza to potencjalne mozliwosci zastosowania klinicznego u chorych, u
ktorych nadmierna aktywnos¢ tych komoérek prowadzi m.in. do chordb autoimmunologicznych.

Zwiazki niewiazace si¢ ani z [L-15, ani z [L.-15R

Powyzej opisano zwigzki oddzialtywujace bezposrednio z elementami kompleksu
IL-15-IL-15R. Oprécz nich znane sg rowniez czasteczki modyfikujace aktywnosé
IL-15 inaczej niz poprzez blokowanie jej wiazania z receptorem. Zwiazki te zwigzle
omowiono ponize;j.

Deksametazon, lek przeciwzapalny i immunosupresyjny z grupy syntetycznych
glikokortykosteroidow, hamuje ekspresj¢ podjednostki IL-15Ra w jednojadrzastych
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komorkach krwi obwodowej — PBMCs (ang. peripheral blood mononuclear cells)
[15]. Kolejnym lekiem o dzialaniu immunosupresyjnym i cytostatycznym jest
antymetabolit kwasu foliowego, metotreksat [6, 11]. Badania dowiodty, ze znaczaco
zmniejsza on sekrecj¢ IL-15 w fibroblastach blony maziowej stawow chorych z RZS
[38]. Wplyw na produkcje IL-15 ma réwniez wyciag z rosliny Pelargonium sidoides,
ktorego wilasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwbdolowe wykorzystywane sg w
medycynie ludowej Poludniowej Afryki. Badania jego wtasciwosci
immunomodulacyjnych wykazaly, ze hamuje on syntezg IL-6 i IL-15, zmniejszajac
ich stezenie we krwi i w komoérkach nabtonka jamy nosowej [36].

Ushio i wsp. zsyntetyzowali kilka pochodnych leflunomidu, leku immuno-
supresyjnego o dzialaniu antyproliferacyjnym wzgledem limfocytéw T. Jedna z nich,
Y-320, hamuje aktywacj¢ limfocytow T indukowana IL-15 oraz ogranicza zapalenie
stawow indukowane kolagenem u myszy i matp z rodziny makakowatych [16, 61].
Nie okreslono jednak, w jaki sposob zwiazek ten zmniejsza aktywnos¢ 1L-15.

PODSUMOWANIE

IL-15 jest cytoking o plejotropowym dziataniu, wykazujaca szerokie spektrum
aktywnosci. Coraz czesciej umieszcza si¢ ja na szczycie kaskady cytokin prozapal-
nych. Zaburzenie ekspresji IL-15 bezposrednio przyczynia si¢ do rozwoju procesow
zapalnych, autoimmunologicznych, zakaznych i nowotworowych. Od czasu odkrycia
IL-15 przeprowadzono wiele badan, majacych na celu sprecyzowanie indukowanych
przez nig Sciezek sygnalizacyjnych, okreslenie sposobow jej aktywacji i mozliwosci
kontrolowania jej aktywnosci biologicznej. Ze wzgledu na ztozony i nietypowy
mechanizm ekspresji oraz wigzania IL-15 z receptorem, tradycyjne metody hamo-
wania aktywnos$ci receptora poprzez zastosowanie zwigzkow imitujacych ligand,
okazaly si¢ malo skuteczne. Rowniez wiazanie IL-15 przez rozpuszczalne formy
podjednostki IL-15Ra nie zawsze prowadzi do jej inhibicji, a wreez moze wzmagaé
aktywnos¢ biologiczna tej cytokiny. Skuteczniejsze wydaja sie¢ by¢ przeciwciala
monoklonalne, wiazace si¢ z IL-15 w sposob zakltocajacy oddziatywanie z pod-
jednostka IL-15/IL-2RB lub y . Nie musza one konkurowa¢ z wigzaniem o wysokim
powinowactwie, ktore wystepuje pomiedzy IL-15 a IL-15Ra. Wszystkie stosowane
dotychczas strategie hamowania IL-15, cho¢ wydaja sie skuteczne, do dzis
wykorzystywane sa tylko w warunkach doswiadczalnych. Mozna mie¢ nadzieje,
ze postep badan i kolejne informacje na temat doktadnej struktury oraz sposobu
oddzialywania IL-15 z receptorem przybliza nas do zrozumienia skomplikowanych
interakcji prowadzacych do wyzwolenia sygnatu przez IL-15. By¢ moze juz w naj-
blizszym czasie zasob wiedzy specjalistycznej w tej dziedzinie bedzie wystarczajacy,
aby zaprojektowac zwiazek skutecznie hamujacy aktywnos¢ IL-15. Bylby to
przetom w leczeniu wielu chordb zapalnych i autoimmunologicznych.
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