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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Interleukina 15 jest cytokina o plejotropowym dziataniu, nalezaca do rodziny cytokin zbudo-
wanych z czterech a-helis. Wykorzystujac receptor sktadajacy sie z kompleksu trzech biatek:
specyficznej dla IL15 podjednostki o (IL-15Ra); podjednostki B, ktdrg wspdtdzieli z IL-2 (IL-2/
IL-15RB) oraz podjednostki y , biorgcej udziat w wigzaniu wigkszej grupy cytokin, IL-15 aktywuje
szlaki sygnatowe prowadzgce do aktywacji i proliferacji limfocytéw T i B, jak réwniez komdrek NK.
Chroni tez komdérki efektorowe przed dziataniem limfocytéw T regulatorowych oraz nie wywotuje
tolerancji immunologicznej. Wazny regulatorowy wplyw IL-15 na swoista i nieswoista odpowiedz
immunologiczna daje wiele mozliwosci wykorzystania jej w terapiach przeciwnowotworowych.

W licznych do$wiadczeniach wykorzystujacych rézne modele choréb nowotworowych do
oceny skuteczno$ci potencjalnych nowych metod leczenia wykazano, ze IL-15 wzmaga efekt
przeciwnowotworowy. W celu poprawy efektywno$ci dziatania IL-15 stosowanych jest kilka
strategii postepowania, miedzy innymi taczenie z innymi terapiami przeciwnowotworowymi
takimi jak chemioterapia, dodatkowym wykorzystaniem przeciwciat (anty-PD-L1, anty-CTLA-4,
anty-CD40), albo innych cytokin. Zwiekszenie aktywno$ci antynowotworowej uzyskiwane jest
réwniez poprzez tworzenie agonistéw IL-15.

Jednoczesnie jednak, IL-15 dziatajac jako czynnik wzrostu nie tylko na komérki uktadu immuno-
logicznego, ale takze na komérki nowotworowe, moze wykazywaé wasciwo$ci pronowotworowe.
Ze wzgledu na udziat IL-15 w proliferacji i réznicowaniu komérek NK, limfocytéw T i B moze
odgrywac role w patogenezie niektérych nowotworédw hematologicznych. Obecnie w modelach
do$wiadczalnych stosowanych jest kilka metod blokowania aktywnosci biologicznej IL-15. Zwiazki
hamujace aktywno$¢ IL-15 to nie tylko przeciwciata monoklonalne oddziatujace bezposrednio
z ta cytoking lub skierowane przeciwko podjednostkom IL-15R, ale takze niektére zmutowane
formy IL-15, czy konstrukty biatkowe majace charakter antagonistéw IL-15.

Artykut stanowi przeglad dotychczasowych badari nad rolg IL-15 w rozwoju i progresji nowo-
tworéw hematologicznych i nowotworéw litych, a takze strategii postepowania majacych na

celu wykorzystanie IL-15 i jej inhibitoréw w terapiach przeciwnowotworowych.

interleukina 15 - cytokiny - terapia nowotworowa - nowotwory hematologiczne - nowotwory lite

Summary

Interleukin 15 is a pleiotropic cytokine of the four a helix bundle family. Binding to a he-
terotrimeric receptor complex, which consists of a unique, high affinity IL-15Ra-chain and
IL-2/IL-15Rp and IL-2Ry chains, IL-15 activates signaling pathways leading to activation and
proliferation of T and B cells, as well as natural killer cells. At the same time, IL-15 protects
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effector cells from T regulatory cells and does not induce immune tolerance. The significant
regulatory action of IL-15 on the immune system provides new opportunities for development
of anti-cancer therapies.

As documented in many experiments using different tumor models, IL-15 enhances antitumor
effects. To improve the efficiency of IL-15, several strategies, including combination with
other anti-cancer therapies such as chemotherapy, additional use of antibodies (anti-PD-L1,
anti-CTLA-4, anti-CD40), or other cytokines, have been evaluated. Increased anti-tumor activity
can also be obtained by using IL-15 agonists.

However, acting as a growth factor for immune cells but also for tumor cells, IL-15 may pro-
mote their proliferation, survival and dissemination. Of significance seems the role of IL-15
in the pathogenesis of hematological malignancies, which is due to the involvement in the
proliferation and differentiation of NK, T and B cells.

Currently, several experimental strategies are available to block biological activity of IL-15.
Among compounds inhibiting the activity of IL-15 are not only monoclonal antibodies in-
teracting directly with the cytokine or with IL-15R subunits, but also mutant forms of I1L-15
and protein constructs.
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Wykaz skrotow: ~ ADCC - cytotoksycznos¢ komérkowa zalezna od przeciwciat (antibody-dependent cell cytoto-

xicity); AICD — smier¢ komoérkowa indukowana aktywacja (activation induced cell death); ALDH
- dehydrogenaza aldehydowa (aldehyde dehydrogenases); ALL — ostra biataczka limfoblastyczna
(acute lymphoblastic leukemia); APCs — komorki prezentujace antygen; ATL — biataczka T-ko-
morkowa dorostych (adult T-cell leukemia); BCG - niechorobotworczy szczep pratkéw gruzlicy
(Bacillus Calmette-Guérin); CHO - linia komorek jajnika chomika chinskiego (chinese hamster
ovary); CIK - podtyp limfocytow T (cytokine-induced killer cells); CIN - niestabilnosci chromo-
somowe (chromosomal instability); CLL — przewlekta biataczka limfocytowa (chronic lympho-
cytic leukemia); CpG - niemetalowane sekwencje CpG (unmethylated CpG oligonucleotides);
CSCs - nowotworowe komorki macierzyste (cancer stem cells); DNMT3B - metylotransferaza
DNA (DNA (cytosine-5-)-methylotransferase 3 beta); EMT - nabtonkowo-mezenchymalna tran-
zycja EMT (epithelial-mesenchymal transition); FDA — Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration); GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor); HMBG1 - biatko amfoteryna (high mobility
group box protein 1); HTLV-1 — wirus ludzkiej biataczki z komérek T (human T-cell lymphotro-
phic virus type 1 receptor); IFN-y - interferon y; IKDC — grupa komorek wytwarzajaca interferon
(IFN-producing killer dendritic cell); IL-15 - interleukina 15; IL-15R - receptor interleukiny 15;
LAK - podtyp komorek NK (lymphokine-activated killer cells); LGL - biataczka limfocytowa z du-
zych ziarnistych limfocytéw (large granular lymphocytes leukemia); LSP 48-AA — dtuga postac
peptydu sygnatowego (long signal peptide); mb-IL-15 - posta¢ zwigzana z btong (membrane
bound); MSCs - mezenchymalne komérki macierzyste (mesenchymal stem cells); NMIBC - rak
nienaciekajacy btone migsniowa pecherza (non-muscle invasive bladder cancer); OUN - o$rodkowy
uktad nerwowy; PBMC - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear
cell); PD-L1 - ligand receptora programowanej smierci PD-1 (programmed death-ligand 1); pre-B
ALL - biataczka z limfocytow prekursorowych B; rAAv2 — wektor adenowirusowy (adenowirus-as-
sociated vector serotype 2); RCC — nowotwor nerki (renal cancer cells); rhlL-15 - rekombinowana
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ludzka interleukina 15 (recombinant human IL-15); SCID - ciezki ztozony niedobér odpornosci
(severe combined immunodeficiency); slL-15Ra - rozpuszczalna podjednostka a receptora IL-15R
(soluble IL-15Ra); SSP 21-AA - krétka postac peptydu sygnatowego (short signal peptide); TAAs
- antygeny zwigzane z nowotworem (tumor-associated antigens); TAMs — makrofagi swoiste
dla nowotworéw (tumor associated macrophages); TGF-a - transformujacy czynnik wzrostu a
(transforming growth factor a); TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu B (transforming growth
factor B); Th2 - limfocyty T pomocnicze typu 2 CD4+; TLRs - Toll-like receptory; TNF-a - czynnik
martwicy nowotworéw a (tumor necrosis factor a); TRAMP-C2 - model nowotworu prosta-
ty; transportery ABC — (ATP-Binding Cassette Transporters); Treg — limfocyty T regulatorowe;
WT LGL - prawidtowe duze ziarniste limfocyty (wild type large granular lymphocytes).

Wsrtep

Interleukine 15 (IL-15) po raz pierwszy opisano w 1994 r.
okreslajac ja wtedy jako czynnik wzrostu limfocytéw T.
Zaliczana jest do rodziny cytokin zbudowanych z czte-
rech a-helis tak jak IL-2, -4, -7, -9, -21. Jej plejotropowe
dziatanie odgrywa znaczaca role w chorobach zapalnych,
immunizacyjnych, zakaznych i nowotworowych [27].

IL-15

Budowa i wtaéciwosci

Interleukina 15 to glikoproteina o masie czasteczkowej
14-15 kDa, zbudowana z 114 aminokwaséw. Znajdujacy
sie na chromosomie 4q31 kodujacy ja gen sktada sie
z dziewieciu eksondw i o§miu intronéw [21,27]. Moze
wystepowaé w dwéch postaciach splicingowych, ktére
réznia sie dtugoscia peptydu sygnatowego (liderowego),
natomiast kodowane przez nie biatko wtasciwe ma w obu
izoformach identyczng sekwencje aminokwasowg (ryc.
1). Krétsza postaé peptydu sygnatowego SSP 21-AA
(short signal peptide) sktada sie z 21 aminokwaséw,
adtuzsza LSP 48-AA (long signal peptide) z 48 aminokwa-
séw [52]. W sktad dojrzatego transkryptu IL-15 wchodzg
eksony 5,6,7 i 8 [43,52]. W pozycjach C42-C88 i C35-C85
czgsteczki mozna wyrézni¢ dwa mostki dwusiarczkowe
stabilizujace miejsca wigzania z podjednostka receptora
IL-15Ra [13, 27].

Transkrypcja i translacja biatka IL-15

Réznica w budowie peptydu sygnatowego (liderowego)
jest wazna dla dojrzatej postaci IL-15. Peptyd liderowy
determinuje umiejscowienie wewnatrzkomérkowe oraz
sekrecje biatka, z ktérym jest zwigzany, w istotny sposéb
wplywajac na kontrole transkrypcji genu IL-15. Postad
dtuga IL-15 (LSP-IL-15) jest wydzielana do retikulum
endoplazmatycznego. Krétka postaé IL-15 (SSP-IL-15)
wystepuje w cytoplazmie i jadrze [13,42]. Po utworze-
niu kompleksu z podjednostkg IL-15Ra obie postaci
moga by¢ wydzielane na zewnatrz komdrki. Natomiast
w przypadku nieobecnosci IL-15Ra obie izoformy moga
sie umiejscawiaé wewnatrz komérki [21]. Izoforma
umiejscowiona jadrowo w kompleksie z IL-15Ra, moze
wykazywad wlasciwosci autoregulacji przez hamowanie
transkrypcji IL-15 [14].

W warunkach fizjologicznych mRNA IL-15 wyste-
puje powszechnie w wielu typach tkanek (tozysko,
mies$nie szkieletowe, nerki, pluca, serce) i w wielu
typach komdrek [13,16]. Przyktadem takich komérek,
w ktérych ulega translacji biatko IL-15 sg monocyty/
makrofagi biorace udzial w odpowiedzi immunolo-
gicznej [16]. Innym typem komdrek syntetyzujacym
zaréwno mRNA, jak i biatko IL-15, sg komérki prezen-
tujace antygen (APCs), komérki dendrytyczne, ktére
odgrywaja role w regulacji aktywno$ci (stymulacji)
limfocytéw T [21,32].

Regulacja transkrypcji i translacji

Mimo powszechnego wystepowania mRNA IL-15, cyto-
kina nie nalezy do biatek powszechnie syntetyzowanych.
Jest to kontrolowane przez liczne mechanizmy, ktére
reguluja powstawanie IL-15 na poziomie transkrypcji,
translacji i sekrecji [13]. Do czynnikéw regulujacych
transkrypcje zaliczane sa: a-IFN-2, NF-IL-6, Y-IRE, myb,
GCF i NF-xB, ktdre maja kilka miejsc wiazania w regionie
promotora IL-15 [3,42].

Kontrola procesu translacji IL-15 opiera sie na trzech
gtéwnych mechanizmach. Pierwszy to sekwencja AUG,
ktéra poza wlasciwym miejscem rozpoczecia transla-
cji wystepuje w kilku powtdrzeniach (u cztowieka jest
ich 12) na koticu 5" UTR, w skuteczny sposéb blokujac
ten proces. Inny sposéb odpowiedzialny za negatywna
regulacje znajduje sie na koricu 3’ sekwencji koduja-
cej biatko. Wskazujg na to rezultaty badan, w kté-
rych metodami inzynierii genetycznej do sekwencji
kodujacej IL-15 dotgczono w koticu 3’ fragment cDNA
kodujgcy sztuczny epitop (FLAG). Kodowane przez
taki konstrukt chimeryczne biatko ulegato 5-10-krot-
nie wyzszej ekspresji w poréwnaniu z kontrolng. Przy-
puszczalny mechanizm regulacji ekspresji biatka IL-15
za pomoca jego kotica C nie jest jeszcze poznany. Jako
trzeci sposéb regulacji mozna wymienié¢ dtugi pep-
tyd sygnatowy, ktéry réwniez negatywnie wptywa na
translacje [6,7].

Ekspresja IL-15 moze by¢ stymulowana przez cytokiny,
takie jak: GM-CSF (granulocyte- macrophage colony sti-
mulating factor), interferony oraz agonistéw receptoréw
TLRs (Toll-like receptors) wtaczajac LPS, niemetylowane
wyspy CpG (unmethylated CpG oligonucleotides) [29].
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Receptor IL-15

Budowa i wtasciwosci

Receptor IL-15 (IL-15R) sktada sie z trzech podjednostek
- swoistej dla IL-15 podjednostki IL-15Ra, wspdlnej dla
IL-15 i IL-2 podjednostki IL-2/IL-15Rp oraz podjednostki
y - bioracej udziat w wigzaniu szesciu cytokin (IL-2, -4,
-7,-9,-151-21).

Gen kodujacy IL-15Ra jest umiejscowiony na chromoso-
mie 10 na prazkach p14-p15 [1].

Znanych jest osiem wariantéw splicingowych; wsréd
nich mozna wyréznié dwie grupy: zawierajace ekson 2
i bez eksonu 2. Wszystkie izoformy, ktére nie majg ekso-
nu 2 wykryto w btonach komérkowych (z wyjatkiem
btony jadra komdrkowego), retikulum endoplazmatycz-
nym i aparacie Golgiego. Natomiast w btonie jadrowej
wykazano tylko te podjednostki IL-15Ra, ktére zawieraja
ekson 2 [18].

Transkrypt dla IL-15Ra, podobnie jak mRNA IL-15,
wystepuje bardzo powszechnie w wielu typach komé-
rek [18,21,24,53,57] oraz w réznych tkankach (mdzg,
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jelito, watroba, mie$nie szkieletowe, serce, ptuca), jed-
nak na réznym poziomie w zalezno$ci od izoformy [1,18].

IL-15Ra to biatko transblonowe o masie czgsteczkowej
58-60 kDa. Jest zbudowane z 263 aminokwaséw (32-ami-
nokwasowej podjednostki sygnatowej, 173-aminokwaso-
wej domeny zewnatrzkomdrkowej, 21-aminokwasowej
domeny transblonowej i 37-aminokwasowej domeny
cytoplazmatycznej) [1,18].

Fragment pozakomdrkowy ma tzw. domene sushi nie-
zbedng do wigzania i aktywno$ci funkcjonalnej IL-15.
Sktada sie z 66 aminokwaséw, zawiera dwa mostki dwu-
siarczkowe C4-C46 i C30-C64 stuzagce do utworzenia
struktury trzeciorzedowej biatka i ma posta¢ p-kartki.
Zawiera takze region bogaty w reszty treoniny i proliny
(region PT) oraz linker taczacy go z domeng sushi [57].

IL-15Ra wystepuje zaréwno w postaci zwigzanej z bfong,
jak i rozpuszczalnej sIL-15Ra (soluble IL-15Ra) (o wielko-
$ci 42 kDa), ktéra powstaje z receptora transbtonowego
w wyniku trawienia proteolitycznego [41]. W warunkach
fizjologicznych i patologicznych moze wptywaé na wia-
$ciwosci sygnalizacyjne IL-15, poniewaz petni funkcje
kompetycyjnego podstawnika zmniejszajac ilo$¢ IL-15
zwigzanej z receptorem btonowym [41]. sIL-15Ra wplywa
réwniez na wydtuzenie czasu péttrwania IL-15 [44].

IL-15Ra wykazuje duze powinowactwo wigzania do IL-15.
Aktywacja $ciezek sygnatowych nastepuje po polacze-
niu IL-15 z IL-15Ra, a nastepnie z kompleksem IL-2/15Rf
i yc. Kompleks IL-2/15RB-yc charakteryzuje sie $rednim
powinowactwem do wigzania IL-15 [23].

IL-15 moze by¢ prezentowana bezposrednio na
powierzchni btony komérkowej i wigzana przez hete-
rodimer IL-2R/IL-15RB-yc, albo w postaci kompleksu,
ktéry tworzy z IL-15Ra. Kompleks taki powstaje
w wyniku wewnatrzkomérkowego taczenia sie IL-15Ra
z IL-15 wytwarzanych w tej samej komdrce. IL-15 zwia-
zana z podjednostka IL-15Ra moze tworzy¢ kompleks
z heterodimerem P-yc obecnym na tej samej (kompleks
cis) badZ na innej komdrce (kompleks trans) [19,29,47].

Rova IL-15 w WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

Ze wzgledu na wykorzystywanie tych samych podjed-
nostek receptora P i y IL-2 i IL-15 pelnig kilka podob-
nych funkgcji. Dotyczy to aktywacji kinazy tyrozynowej
JAK i aktywacji bialek STAT [64]. Kompleks receptoréw
IL-15RB-yc przekazuje sygnat za pomoca $ciezek sygna-
towych, takich jak: JAK1/JAK3 i STAT5/STAT3 [51] (ryc.
2). Przylaczenie IL-15 do receptora IL-2/15RB-yc indu-
kuje aktywacje JAK1, ktéra nastepnie doprowadza do
fosforylacji STAT3 za po$rednictwem taricucha f oraz
aktywacje JAK3/STATS5 z udzialem taricucha y [37].

IL-15 aktywuje komdrki, chroni przed apoptozg oraz
wzmaga proliferacje komdrek, ktére wykazuja ekspresje
receptora IL-15R. IL-15 pelni role mediatora w miedzyko-

moérkowych $ciezkach sygnatowych - fosforylacja biatek
STAT3 i STAT5 uaktywnia biatka antyapoptyczne BCL-2
i BCL-XL. Sciezki sygnalowe aktywowane przez kompleks
IL-2/15R dotyczg aktywacji kinazy tyrozynowej z rodziny
SRC, indukgji szlakéw Ras/Raf/MAPK, a takze PI3K/AKT
prowadzac do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
FAS, JUN, MYC i NF-kB [29,37,64] (ryc. 2).

Obie cytokiny, zaréwno IL-2, jak i IL-15, odgrywaja zna-
czaca role w nabytej i wrodzonej odpornoéci. Stymuluja
proliferacje limfocytéw T, biora udziat w indukcji pro-
liferacji limfocytéw B oraz syntezie immunoglobulin
przez te komdérki. Stymulujg generowanie i proliferacje
komérek NK [13,14]. Jednak petnig takze rézne, czesto
konkurencyjne funkgcje.

IL-2 w drugoplanowej roli ma udziat w kontrolowaniu
aktywno$ci uktadu odporno$ciowego przez indukcje
apoptozy limfocytéw cytotoksycznych za posrednic-
twem mechanizmu AICD (activation induced cell death)
oraz aktywacje i proliferacje limfocytéw Treg (regu-
latorowych), dzieki czemu posrednio uczestniczy
w eliminacji autoreaktywnych limfocytéw T, waznych
w patogenezie chordb autoimmunologicznych. Rola
IL-15 natomiast jest istotna w utrzymaniu dtugotrwa-
tej odpowiedzi, ktéra jest zachowana przez hamowanie
AICD. IL-15 zwieksza aktywno$¢ cytolityczng limfocy-
téw T CD8+ i indukuje dtugotrwalg prezentacje antygenu
limfocytom T pamieci CD8+, zapewniajac limfocytom T
ochrone przed dziataniem limfocytéw Treg [13,29].

ZNAcZNIE IL-15 W KARCYNOGENEZIE

Rola uktadu immunologicznego w kontrolowaniu wzro-
stu nowotworu jest bardzo ztozona: odpowiedZ immu-
nologiczna moze doprowadzi¢ do niszczenia komérek
nowotworowych, a takze moze stwarzaé $rodowisko,
ktdre sprzyja wzrostowi nowotworu. W eliminacji guza
biorg udziat sktadniki wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej, w tym gtéwnie limfocyty T i komérki
NK [45]. Pozytywne wyniki bada dotyczace zastosowa-
nia immunoterapii w leczeniu, m.in. takich nowotworéw
jak czerniak, rak stercza, jelita grubego, czy nowotwory
hematologiczne, to przyktady skutecznego wykorzysta-
nia uktadu odporno$ciowego w terapiach u chorych na
nowotwory. Jednak uktad odporno$ciowy moze odgry-
wat takze role w rozwoju nowotworu i tworzeniu prze-
rzutéw. Do komérek uktadu immunologicznego, ktére
uczestnicza w tym procesie mozemy zaliczy¢ limfocyty
T-regulatorowe (Treg), zwigzane z nowotworem makro-
fagi TAMs (tumor associated macrophages) i pomocnicze
limfocyty T CD4+ (Th2). Moga sie gromadzi¢ w obrebie
guza tworzac immunosupresyjne srodowisko, co nega-
tywnie wptywa na odpowiedz przeciwnowotworowg lim-
focytéw T [45,46]. Komérki nowotworowe uruchamiaja
mechanizmy utrudniajace odpowiedZ immunologiczna,
przez co immunoterapia antynowotworowa nie jest
wystarczajaco efektywna. Komdrki nowotworowe wpty-
waja negatywnie na dziatanie efektorowych limfocytéw
T. Zmniejszaja ekspresje antygenéw na powierzchni,
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Ryc. 2. Sciezki sygnatowe aktywowane przez IL-15 (wg [37,64])

elementéw podstawowych w aktywacji limfocytéw T,
co sie wyraza brakiem odpowiedzi limfocytéw na anty-
geny zwigzane z nowotworem TAAs (tumor-associated
antigens). Prowadzi to do rozwoju tolerancji immuno-
logicznej w stosunku do TAAs [59]. Zwiekszaja nato-
miast ekspresje czynnikéw, ktére w negatywny sposéb
wplywaja na aktywacje limfocytéw T, m.in. takich jak
PD-L1 (programmed death-ligand 1). Komérki nowo-
tworowe mogg takze hamowa¢ funkcjonowanie uktadu
odporno$ciowego przez wydzielanie czynnikéw, takich
jak TGF-p (transforming growth factor-p), IL-10, IL-13,
ktére zmniejszaja aktywacje, proliferacje i réznicowanie
komérek odpornos$ciowych. Mechanizmy hamujace
odpowiedz immunologiczna dotycza takze indukcji
limfocytéw T-regulatorowych oraz obecno$ci czynnikéw
immunosupresyjnych blokujacych odpowiedZ immuno-
logiczng przeciwko TAAs [9,46].

Jednym z celéw terapii przeciwnowotworowych jest
zwiekszenie aktywno$ci limfocytéw T i zmniejsze-
nie immunosupresji. Do tego celu mogg by¢é wykorzy-
stane cytokiny np. IL-2 i IL-15. IL-2 jest jedyng cytoking
zaakceptowang przez FDA (Food and Drug Admini-
stration) do leczenia chorych z nowotworami nerki
i czerniaka [46,49]. Poczgtkowy entuzjazm wywo-
tany dopuszczeniem IL-2 do zastosowan klinicznych

opadl, gdy okazalo sie, ze petna, cho¢ okupiona duza
toksycznoscia, skuteczno$é terapeutyczng obserwuje
sie u pacjentédw otrzymujacych najwyzsze dawki [29,49].
Ponadto wykazano, ze IL-2 moze wywolywaé tolerancje
immunologiczna przez indukcje apoptozy limfocytéw
cytotoksycznych. Mechanizm procesu jest znany jako
AICD. Innym niesprzyjajacym terapii IL-2 zjawiskiem jest
hamowanie wywotanej przez nig odpowiedzi immunolo-
gicznej przez aktywacje i proliferacje zaleznych od IL-2
limfocytéw Treg [29,44].

W przeciwiefistwie do IL-2, IL-15 hamuje AICD, wywo-
tuje w komérkach efektorowych T odpornosé na
immunosupresyjne dziatanie Treg, przez co moze by¢
skuteczniejsza [10,29]. Najwazniejszymi komérkami
zaangazowanymi w przeciwnowotworowa aktywnosé
IL-15 sa limfocyty T, a zwtaszcza komérki cytotoksyczne
T CD8+ i komdérki NK. Oba typy komdrek moga doprowa-
dzi¢ do apoptozy komérek nowotworowych albo wydzie-
lajac granzymy i perforyny albo za po$rednictwem
$ciezki sygnatowej Fas [8]. W czasie odpowiedzi immu-
nologicznej limfocyty T CD8+ aktywowane przez IL-15
przechodza przez kilka etapéw rozwojowych, poczaw-
szy od aktywowania dziewiczych limfocytéw, prolifera-
cje i réznicowanie w komdérki efektorowe badz komérki
pamieci. Aby skutecznie uczestniczy¢ w odpowiedzi
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immunologicznej muszg zabezpieczy(¢ sie przed apop-
toza. IL-15 indukuje ekspresje antyapoptycznych gendw,
takich jak Bcl-xL i Bcl-2, ktére pomagaja efektorowym
limfocytom w ucieczce przed AICD [29,46]. IL-15 jest
takze gtéwnym regulatorem rozwoju, aktywacji, proli-
feracji i przezycia komérek NK. Moze réwniez sprzyjacé
wytwarzaniu przeciwnowotworowych przeciwciat przez
limfocyty B [16,50]. Prezentacja trans IL-15 odgrywa
gtéwna role w regulacji wytwarzania IFN-y (interferon y)
przez komdrki IKDC (IFN-producing killer dendritic cell,
okreslane tak ze wzgledu na cechy komérek NK i dendry-
tycznych). IL-15 stymulujac proliferacje komdrek IKDC
zwieksza ich aktywnos¢ cytotoksyczng wzgledem komé-
rek nowotworowych oraz indukuje w stosunku do nich
odpowiedz antynowotworowa in vivo. Na przeciwnowo-
tworowy potencjat IL-15 sktada sie takze jej zdolno$¢ do
indukowania w komérkach wytwarzania cytokin, np.
TNF-oiIL-12 [2,29].

Guzy LITE

IL-15 — dzialanie przeciwnowotworowe

Rola IL-15 w regulacji proceséw dojrzewania, a takze
funkcji komérek, ktére mogg uczestniczy¢é w immuno-
logicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej, w tym
limfocytéw CD8+, NK i NK-T oraz réznorodno$¢ innych
funkcji, jakie petni IL-15 sprawia, ze zastosowanie jej
samej, albo w potaczeniu z innymi terapiami stwarza
wiele mozliwo$ci terapeutycznych w nowotworach [29].

W licznych eksperymentach przeprowadzanych na
zwierzetach i modelach ex vivo dowiedziono skuteczno-
$ci IL-15 w terapiach przeciwnowotworowych. Jednak
z powodu wystepowania negatywnej regulacji $ciezek
sygnatowych, ktére ostabiaja odpowiedZ immunolo-
giczng (o czym wspomniano wczeéniej), efektywnosé
IL-15 moze by¢ ograniczona. Jednym z do§wiadczalnych
sposobdw ograniczenia tego negatywnego zjawiska
byto zastosowanie IL-15 w potaczeniu z przeciwciatem
monoklonalnym rozpoznajacym PD-L1 (programmed
death-1 ligand) i CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte anti-
gen 4). Na mysim modelu nowotworu jelita CT26 wyka-
zano, ze u zwierzat, ktérym podawano IL-15 dochodzito
do wzrostu ekspresji PD-1 na limfocytach T CD8+ oraz
do zwiekszonego wytwarzania IL-10. Natomiast jedno-
czesne zastosowanie IL-15 oraz przeciwciat skierowa-
nych przeciwko PD-L1 i CTLA-4 obnizalo ekspresje PD-1
na powierzchni limfocytéw T CD8+, zmniejszato wydzie-
lanie IL-10 i zwiekszato sekrecje IFN-y. Zastosowanie
takiej strategii terapeutycznej znaczaco wydtuzyto czas
przezycia myszy. Myszy kontrolne, ktérym podawano
placebo (zbuforowany roztwér soli fizjologicznej) miaty
$redni czas przezycia 21 dni, mediana przezycia u myszy
leczonych sama IL-15 wynosita 45 dni, natomiast myszy,
ktérym podawano IL-15 oraz przeciwciata skiero-
wane przeciwko PD-L1 i CTLA-4 przezywaly $rednio 74
dni [46,62]. Potaczenie zdolnosci IL-15 do stymulowania
uktadu odpornosciowego z jednoczesnym zablokowa-
niem krytycznych punktéw kontrolnych hamujacych

uktad odpornosciowy doprowadzito do wzmocnie-
nia przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicz-
nej [62].

Inng metoda zwigkszenia przeciwnowotworowej aktyw-
nosci IL-15 byto wywotanie nasilonej ekspresji IL-15Ra,
co osiagnieto dzieki zastosowaniu przeciwciata roz-
poznajacego CD40 [50,66]. Ograniczenie skuteczno$ci
terapii opierajacej sie jedynie na IL-15 moze wynikaé
z ograniczonej ekspresji receptora IL-15Ra, gtéwnie na
komérkach dendrytycznych. Wyniki badari przeprowa-
dzonych na zwierzecym modelu nowotworu prostaty
TRAMP-C2 potwierdzily, ze przeciwciato skierowane
przeciwko CD40 zwieksza ekspresje receptora IL-15Ra
na komérkach dendrytycznych, za pomoca ktérego IL-15
jest trans-prezentowana komérkom CD8+ i NK dopro-
wadzajac w ten sposdb do ich aktywacji. Zastosowanie
takiego schematu postepowania prowadzito do remisji
guza TRAMP-C2 u myszy [65]. Pozytywne skutki dzia-
tania IL-15 zaobserwowano takze po zastosowania jej
razem z chemioterapia. U szczuréw z nowotworem jelita
wrazliwym na terapie fluorouracylem i folinianem wap-
nia dodatkowo zastosowano IL-15. Taki sposéb dziatania
w znacznym stopniu zmniejszyt toksyczno$é chemio-
terapii, ktéra objawiata sie dolegliwo$ciami ze strony
uktadu pokarmowego, gtéwnie biegunek, zwiekszajac
natomiast jej skuteczno$¢ przeciwnowotworowa. Nalezy
nadmienié, ze mechanizm zmniejszenia toksyczno-
$ci chemioterapii przez dziatanie IL-15 nie jest obecnie
znany [15].

Interleukine 15 w potaczeniu z IL-2 wykorzystano takze
do zwiekszenia cytotoksyczno$ci komdérek CIK (cyto-
kine-induced killer cells). Jest to podtyp limfocytéw T
skuteczny w eliminacji réznych typéw nowotwordw.
W testach in vitro wykazano jednak, ze w nowotworze
pluca skutecznosé komérek CIK w zabijaniu komérek
nowotworowych jest mniejsza niz w innych typach
nowotwordw. W celu poprawy ich skuteczno$ci w sto-
sunku do komérek nowotworowych ptuca stymulowano
je odpowiednio IL-2 albo IL-2 wraz z IL-15, a nastepnie
hodowano z komérkami nowotworowymi linii SPC-A-1
(lung adenocarcinoma cell line). Wieksze zdolnosci cyto-
toksyczne w warunkach in vitro wykazywaty komérki
CIK stymulowane IL-2 i IL15 jednocze$nie. Cytotoksycz-
no$¢ komérek CIK sprawdzano takze w warunkach in
vivo. Komérki CIK wstrzyknieto dootrzewnowo myszom
z nowotworem ptuca. Sprawdzano wielko$¢, mase guza,
stezenie cykliny D1, a takze TNF-a i IFN-y w surowicy.
Komdrki CIK stymulowane zaréwno IL-2, jak i IL-15 pro-
liferowaty lepiej niz komérki stymulowane wyltacznie
IL-2. IL-15 wywotywala ekspansje komérek CD3+, CD56+
(CIK) i znacznie zwiekszata ich cytotoksyczno$é w sto-
sunku do komérek nowotworowych. Po podaniu CIK sty-
mulowanych IL-2 i IL-15 u myszy stwierdzano regresje
nowotworu i zmniejszenie ekspresji cykliny D1 w komér-
kach nowotworowych, natomiast stezenie TNF-a i [FN-y
w surowicy byto wieksze w poréwnaniu do myszy, kté-
rym podano komérki CIK stymulowane wytacznie
IL-2 [56].
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Korzystne dzialanie terapeutyczne po zastosowaniu
ludzkiej IL-15 uzyskano takze w mysim modelu nowo-
tworu piersi [63]. Synteze ludzkiej IL-15 u zwierzat
wywotano po domie$niowym wprowadzeniu wektora
adenowirusowego rAAv2 (adenowirus-associated vector
serotype 2) z genem kodujacym IL-15 (rAAV2-hIL-15). Po
wszczepieniu myszom komdrek nowotworowych wyka-
zano, ze wzrost nowotworu byt opézniony, wielko$é
guza zmniejszona, a czas przezycia myszy byt wydtu-
zony. W badaniach potwierdzono, ze po zastosowaniu
rAAV2-hIL-15 u zwierzat wzrastato stezenie biatka IL-15,
ktére aktywowato cytotoksyczno$é komdrek LAK (lym-
phokine-activated killer cells) oraz indukowato apop-
toze w komérkach nowotworowych i hamowato wzrost
guza [63].

Ze wzgledu na role IL-15 w utrzymaniu prawidto-
wego funkcjonowania nerek przez blokowanie apop-
tozy oraz indukcje ekspresji E kadheryny badano, czy
IL-15 indukuje réznicowanie CSCs (cancer stem cells)
CD105+ (marker komdérek macierzystych nowotworu
nerki) z nowotworu nerek u ludzi. Problemem w lecze-
niu chorych z nowotworem nerki sa nawroty choroby,
ze wzgledu na utrzymywanie sie komdrek macierzy-
stych CSCs. Celowym jest wiec opracowanie skutecznego
sposobu eliminowania CSCs. W jednym z badati ekspe-
rymentalnych komdrki CSCs CD105+ hodowano w obec-
nosci rhiL-15 (recombinant human IL-15). Nastepnie
sprawdzano ich zdolno$¢ do réznicowania, wrazliwo$ci
na chemioterapie oraz do transformacji nowotworo-
wej w warunkach in vitro i in vivo. Wyniki badan wyka-
zaly, ze komérki CSCs w obecno$ci rhiL-15 réznicowaty
w komoérki wykazujace ekspresje markeréw nabton-
kowych generujac zréznicowang, nienowotworowa
populacje komdrek, ktéra jest bardziej wrazliwa na leki
cytotoksyczne w poréwnaniu z niezréznicowanymi CSCs.
Blokowane byto odnawianie sie komdrek CSCs (zdolno-
$ci do formowania sferoidu) i ich potencjatu do transfor-
macji nowotworowej u myszy z niedoborem odpornosci
w warunkach in vivo. Ujawniono takze, ze w komérkach
CSCs CD105+ stymulowanych IL-15 cytostatyki, winbla-
styna i paklitaksel, nasilaly apoptoze znacznie bardziej
niz w komérkach, ktére nie byly hodowane w obecno-
$ci IL-15. Wieksza wrazliwo$é na chemioterapeutyki byta
zwigzana z utrata mechanizméw detoksyfikacyjnych
dziatajacych z udziatem ALDH (aldehyde dehydrogena-
ses) i transporteréw ABC (ATP-Binding Cassette Trans-
porters) [4].

Agoniéci IL-15 — zastosowanie przeciwnowotworowe

IL-15 to jedna z najbardziej obiecujacych cytokin stoso-
wanych w prébach terapii antynowotworowej. Obecnie
trwajg badania kliniczne z zastosowaniem samej IL-15 do
leczenia lub jako adiuwantowej terapii. Tworzenie ago-
nistéw IL-15 sktadajacych sie z IL-15 i z czedci albo z cato-
$ci sIL-15Ra ma na celu zwiekszenie aktywnosci IL-15 in
vivo. Rekombinowana ludzka IL-15 (rhIL-15) jest na eta-
pie 1/1I préb klinicznych w leczeniu czerniaka i nowo-
tworu nerek (NCT01021059, NCT01369888) [46,50].

Podawanie biatka IL-15 miejscowo badz ogdlnoustrojowo
wykazuje obiecujace dziatanie przeciwnowotworowe.
Jednak w uzyskaniu pelnej skutecznosci terapeutyczne;j
wystepuja pewne ograniczenia. Jednym z nich jest
krétki czas pdttrwania IL-15 w surowicy. Z tego wzgledu
konieczne sa wysokie dawki i powtarzanie iniekcji, co
moze prowadzié¢ do dziatan niepozadanych. W celu
zmniejszenia tych ograniczen wprowadzono kilka mody-
fikacji, m.in. w sposobie dostarczania (IL-15 dostarczana
jest w postaci réznych komplekséw, a nie jako mono-
mer), majagce na celu wydtuzenie okresu péttrwania,
lepszg trans-prezentacje, a przez to zmniejszenie tok-
sycznosci [31,50].

W jednej z préb wykorzystano ludzkie komérki macie-
rzyste MSCs (mesenchymal stem cells) z krwi pepowi-
nowej. Komdrki te transdukowano z uzyciem wektora
lentiwirusowego, ktéry zawieral gen mysiej IL-15
(MSC-IL-15). U izogenicznych myszy z nowotworem
trzustki, ktérym podawano ogélnoustrojowo MSC-IL-15
obserwowano znaczne zmniejszenie wielkosci guza
i przedtuzenie przezycia. Procesowi temu towarzy-
szyta apoptoza komérek nowotworowych i gromadze-
nie sie wewnatrz guza komdrek NK oraz limfocytéw T.
Komdrki MCS-IL-15 mogty docieraé do tkanki nowo-
tworowej i efektywnie wytwarzaé wewngtrz guza IL-15.
W badaniach potwierdzono pozytywng zalezno$¢ miedzy
komdrkami NK i limfocytami T a MSC-IL-15 i wplywem
na komérki nowotworowe oraz uzyskanym wynikiem.
Myszy leczone MSC-IL-15 byly odporne na powtdrna
inokulacje komérkami nowotworu trzustki, co wska-
zuje, ze MSC-IL-15 indukuje powstanie komdrek pamieci
immunologicznej [31].

Inng modyfikacja jest potaczenie IL-15 z biatkiem, ktére
sktada sie z zewnatrzkomdrkowej domeny mysiego
receptora IL-15Ra i biatka Fc ludzkiej IgG1 w celu utwo-
rzenia kompleksu IL15:IL15Ra-IgG1-Fc. W testach in
vitro taki kompleks znacznie nasilat proliferacje mysich
komdérek NK i T CD8'/CD44heh, Réwniez po poda-
niu IL15:IL15Ra-IgG1-Fc myszom liczba komérek NK
i T CD8'/CD44Me" rosta. Taka postaé agonisty IL-15 zna-
czaco zwieksza aktywnos$é antynowotworowg IL-15
umyszy z czerniakiem zwiekszajac proliferacje i aktyw-
no$¢ komérek NK i komérek pamieci T CD8+. Zaréwno
w warunkach in vivo, jak i in vitro zwiazanie IL-15 z kom-
pleksem IL-15Ra-1gG1-Fc zwieksza jej aktywnosé, co
moze poprawié skuteczno$¢ w leczeniu chorych na
nowotwory [20]. Przyktadem modyfikacji jest tez biatko
fuzyjne IL-15-sIL-15Ra-sushi, sktadajace sie z IL-15
i rekombinowanej rozpuszczalnej domeny sushi IL-15Ra
(opisana wyzej). Biatko IL-15-sIL-15Ra-sushi charaktery-
zuje sie lepsza skutecznoscig niz sama IL-15. W testach in
vivo na dwéch modelach mysich: czerniaka oraz nowo-
tworu jelita grubego, taki kompleks wykazuje silniejsze
dziatanie przeciwnowotworowe, co wigzato sie m.in. ze
zwiekszeniem przezywalnosci myszy oraz zmniejszeniem
czesto$ci przerzutéw czerniaka. Natomiast w przypadku
nowotwordu jelita fuzyjne biatko (IL-15-sIL-15Ra-sushi)
powodowato spowolnienie wzrostu guza oraz progresji
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przerzutéw [12]. Nastepnym przyktadem modyfikacji
jest stworzenie czasteczki sktadajacej sie ze zmutowa-
nej ludzkiej IL-15 (IL-15N72D) i IL-15Ra sushi-Fc. Eks-
presje takiego kompleksu uzyskano w komérkach linii
CHO (chinese hamster ovary), ktére poddano transfekcji
wektorami wirusowymi pMSGV-1 niosgcymi odpowied-
nio geny kodujace IL-15N72D i IL-15Ra sushi-Fc [28].
Taki kompleks in vivo zwieksza aktywno$¢é biologiczng
komérek NK i T, a takze zdolno$é wigzania IL-15/IL-15Ra
do IL-15RBy. Wiadomo, ze do zwiekszenia aktywnosci
biologicznej IL-15 przyczyniaja sie takze inne mutacje
w genie kodujgcym te cytokine: 1L-15 (p.L45D, p.L45E,
p.S51D p.I152D) [11]. W badaniach na myszach wyka-
zano, ze juz pojedyncze podanie kompleksu zawiera-
jacego zmutowana czgsteczke IL-15 i IL-15Ra sushi-Fc
znacznie zmniejsza liczbe komdrek nowotworowych
w szpiku u myszy. Obecnie trwaja préby kliniczne 1/
11 fazy, ktérych celem jest ocena skutecznosci tego
kompleksu biatkowego w leczeniu zaawansowanego
czerniaka (NCT01946789) [61]. Terapeutyczna skutecz-
no$¢é agonistéw IL-15 sprawdzano réwniez u szczu-
réw z nowotworem pecherza moczowego. W tego typu
nowotworze najczesciej stosowanym lekiem jest poda-
wana dopecherzowo szczepionka zawierajgca atenu-
owane pratki gruzlicy BCG (Bacillus Calmette-Guérin).
Dochodzi do indukcji odpowiedzi immunologicznej,
aktywacji réznego rodzaju komérek uktadu immunolo-
gicznego i wytwarzania prozapalnych cytokin. W celu
poprawienia skutkéw terapii, w badaniach dodatkowo
zastosowano zmutowang postaé IL-15N72D potaczong
zIL-15Ra-Fc. Kompleks IL-15N72D/IL-15Ra-Fc (ALT-803)
wykazuje zwiekszong aktywno$¢ wynikajaca z lepszego
powinowactwa wigzania postaci zmutowanej IL-15N72D
do receptora IL-15RPy oraz skuteczniejszej trans-pre-
zentacji dzieki potaczeniu z IL-15Rq, a takze wydtuzenie
czasu péttrwania w warunkach in vivo. W eksperymencie
potwierdzono, ze ALT-803 stymuluje proliferacje limfo-
cytéw T CD8+, a takze aktywacje i proliferacje komérek
NK. Wykorzystujac szczury z rakiem nienaciekajacym
blony mie$niowej pecherza NMIBC (non-muscle inva-
sive bladder cancer) podano im dopecherzowo ALT-803
i BCG, razem lub osobno. Zastosowanie ALT-803 i BCG
wywotywato odpowiedZ immunologiczna, ktéra zmniej-
szala guz. Taka kombinacja leczenia byta zwigzana ze
znaczaca, prawie 80% redukcja angiogenezy. Prolifera-
cja komdrek nowotworowych byta mniejsza i cze$ciej
ulegaty apoptozie. W monoterapii z zastosowaniem
wylgcznie ALT-803 albo BCG uzyskany wynik byt stab-
szy [26].

IL-15 — dzialanie pronowotworowe

Uzyskanie dziatania przeciwnowotworowego po zasto-
sowaniu IL-15 wynika z jej zdolno$ci do indukowania
nadzoru immunologicznego nad nowotworem. Jednak
dzialajac jako czynnik wzrostu nie tylko na komérki
uktadu immunologicznego, ale takze na komdrki nowo-
tworowe, moze wykazywaé wtadciwosci pronowotwo-
rowe [5]. Wskazuje to na niejednoznaczng role IL-15
wzgledem komdrek nowotworowych i wymaga dalszych

prac badawczych przed wprowadzeniem IL-15 do kli-
nicznych zastosowar przeciwnowotworowych.

Sposéb w jaki IL-15 i IL-15R prowadza do przezy-
cia nowotworu, czy tez ucieczki przed odpowiedzia
immunologiczng gospodarza (organizmu) zalezy od
typu nowotworu i §rodowiska komérkowego, w kté-
rym nowotwdr sie rozwija [35]. W komdrkach nowo-
tworowych jelita wykazano, ze wytwarzana przez nie
IL-15 moze indukowaé rozrost btony $luzowej wokét
nowotworu oraz zwieksza¢ wytwarzanie czynnikdw
proangiogennych, co przyczynia sie do angiogenezy
i progresji choroby [35]. IL-15 pobudza proliferacje,
ruchliwo$¢ i inwazyjno$¢é komérek nowotworowych
jelita oraz zwieksza ich odporno$é na apoptoze. W rezul-
tacie prowadzi to do progresji i tworzenia przerzutéw
nowotworowych [35]. W eksperymencie, w ktérym
komdrki ludzkiego raka jelita grubego o niskim i wyso-
kim potencjale przerzutowym wszczepiono myszom,
wykazano, ze hiperplazja blony §luzowej i zdolno$¢ do
przerzutéw korelowaly z ekspresja IL-15 oraz - w mniej-
szym stopniu - z TGF-a (transforming growth factor-a).
Komérki o niskim (KM12C) oraz o wysokim (KM12SM)
stopniu przerzutowania wykazywaty taki sam poziom
ekspresji TGF-a, natomiast ekspresja mRNA IL-15
i samego biatka IL-15 byta wykrywana tylko w komér-
kach KM12SM. Wiadomo, ze IL-15 aktywuje komérki NK,
ktére przeciwdziataja progresji nowotworowej. W tym
eksperymencie liczba komérek NK wewnatrz guza nie
byta zwigzana z wytwarzaniem IL-15. Nie zaobserwo-
wano znaczacych réznic w liczbie komdrek NK nacieka-
jacych nowotwér miedzy komdrkami nowotworowymi
wytwarzajgcymi IL-15 badZ nie. IL-15 wptywata nato-
miast na stymulowanie komdrek nabtonka jelitowego do
proliferacji i wytwarzania czynnikéw proangiogennych.
Angiogeneza natomiast wspiera indukcje i podtrzymy-
wanie hiperplazji, co przyczynia sie do wzrostu i progre-
sji nowotworu [35].

W innym modelu do$wiadczalnym stwierdzono réwniez
korelacje miedzy obecno$cig IL-15 i TGF-a, wzrostem
sekrecji amfoteryny HMBG1 (high mobility group box
protein 1), a zmniejszeniem nacieku makrofagéw zwia-
zanych z nowotworami (TAMs) w ludzkim nowotwo-
rze jelita grubego [48]. W tym przypadku IL-15 i TGF-a
wplywaly na uktad immunologiczny przez zwigksze-
nie wydzielania amfoteryny, co powodowato progresje
nowotworu [48].

Negatywny wynik dziatania IL-15 zaobserwowano
u pacjentéw z nowotworami glowy i szyi, gdzie nie-
wielka odpowiedZ na leczenie korelowata z duzym ste-
zeniem tej cytokiny wewngtrz nowotworu [5]. Wzrost
ekspres;ji sIL-15Ra, ktdry in vitro nie zachowywat sie jak
antagonista IL-15, ale raczej wzmacnial jej dziatanie
w indukowaniu prozapalnych cytokin oraz pobudzat roz-
wdj nowotworu [5].

W celu identyfikacji roli, jaka IL-15 odgrywa w pro-
gresji nowotworu nerki u cztowieka, zbadano ekspre-
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sje i funkcje IL-15/1L-15Ra w komérkach RCC (renal
cancer cells). Ujawniono, ze w komdrkach RCC eks-
presji ulega mb-IL-15 (membrane bound), ktéra jest
wrazliwa na trawienie przez metaloproteazy. To wta-
$nie mb-IL-15 uczestniczy w przekazywaniu sygna-
téw indukujacych wtasciwosci pronowotworowe.
W odpowiedzi na sIL-15Ra, IL-15 aktywuje w komdr-
kach nowotworowych sygnat zwrotny (reverse signal),
ktéry indukuje przejscie nablonkowo-mezenchymalne
(EMT, epithelial-mesenchymal transition). EMT nadaje
komérkom wtasciwosci, ktére sprzyjaja inwazyjnosci
nowotworu [33].

Znane sa juz pewne dane dotyczgce roli IL-15 w prawi-
dtowych i nowotworowych komérkach nabtonkowych
nerek u cztowieka. W przeprowadzonych badaniach
wykryto, ze prawidtowe komérki wykazuja ekspre-
sje kompleksu IL-15Rapy, ktéry w wyniku stymulacji
rhIL-15 utrzymywat ekspresje genu kodujacego E-kadhe-
ryne, hamujac EMT. IL-15 i IL-15Ra odgrywaja wazna
role w zachowaniu homeostazy w komérkach nerek.
IL-15 funkcjonuje jako autokrynny antyapoptotyczny
czynnik komdérek nabtonkowych kanalikéw nerko-
wych. Rola pozostatych podjednostek receptora jest
nie mniej wazna; w prawidtowych komdrkach epitelial-
nych IL-15Ryc indukuje $ciezki sygnatowe warunkujgce
zachowanie ekspresji genu supresorowego E-kadheryny,
ktéry hamuje EMT. Natomiast w komérkach nowotwo-
rowych, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo bada-
nia wykazaty zaburzenie ekspresji receptora yc i $ciezki
sygnatowej JAK3. Co wptywa na zaburzenie homeostazy
w nerkach [25].

NowoTWORY HEMATOLOGICZNE

IL-15 - dzialanie przeciwnowotworowe

Petne zrozumienie roli, jaka IL-15 petni w etiopatoge-
nezie choréb nowotworowych i ocena jej przydatnosci
w terapii przeciwnowotworowej nadal wymagaja bardzo
szczegbélowych badari. Nie ulega jednak watpliwosci, ze
podobnie jak w nowotworach litych, tak i w nowotwo-
rach hematologicznych IL-15 moze dziataé przeciwno-
wotworowo. Taki rezultat obserwowano w komérkach
biataczki B limfocytowej CLL (chronic lymphocytic
leukemia) pobranych od pacjentéw wykorzystujac
w warunkach in vitro rytuksymab (przeciwciato mono-
klonalne rozpoznajgce antygen CD20 obecny na lim-
focytach B) oraz IL-15 zaobserwowano wzmochienie
cytotoksyczno$ci komérkowej zaleznej od przeciwciat
(ADCC, antibody-dependent cell cytotoxicity) przeciwko
komérkom B. Nalezy nadmienic, ze zwiekszenie efektyw-
noéci rytuksymabu za posrednictwem IL-15 byto takze
obserwowane w obecno$ci TGF-B, ktéry moze hamo-
wa¢ aktywno$é komdrek NK. Badanie przeprowadzono
pobierajac od zdrowych dawcéw komdérki NK i PBMC
(peripheral blood mononuclear cell), ktére nastepnie
aktywowano wykorzystujac IL-15 i hodowano z komér-
kami CLL w obecnosci rytuksymabu. PéZniej oceniano
ADCC komdrek CLL w warunkach in vitro, ktéra byta zna-

czgco wieksza po zastosowaniu takiego schematu stymu-
lacji. Uzyskano to gtéwnie za posrednictwem aktywacji
komérek NK [39].

ADCC w przypadku CLL jest ograniczony ze wzgledu
na niski stosunek komérek NK do limfocytéw B. Ana-
lizowano udzial monocytéw i komérek dendrytycz-
nych w procesie trans-prezentacji IL-15 w przypadku
CLL i wykazano, ze ich brak nie wptywat na aktywowa-
nie komérek NK do proliferacji zaleznej od IL-15. Suge-
ruje to interakcje miedzy komdrkami B i NK w procesie
trans-prezentacji. Zablokowanie wigzania IL-15 do bia-
taczkowych limfocytéw B catkowicie blokowato prolife-
racje komdrek NK indukowang rhiL-15 [36]. Natomiast
w obecnosci przeciwcial monoklonalnych, a zwlasz-
cza obinutuzumabu (GA101) (wiazacego sie z antyge-
nem CD20 na limfocytach B) proces eliminacji komérek
nowotworowych jest znacznie wzmacniany i skutecznie
niszczy biataczkowe limfocyty B [36].

W nowotworach hematologicznych korzystne dziata-
nie wykazal wspomniany wyzej kompleks IL-15N72D/
IL-15Ra-Fc, ktéry jest na etapie I/II préb klinicz-
nych w leczeniu nawrotu hematologicznych nowo-
twordw po allogenicznym przeszczepie komdrek
(NCT01885897) [11].

Antagoniéci IL-15 — zastosowanie
przeciwnowotworowe

Obecnie w modelach do$wiadczalnych stosowanych jest
kilka strategii majacych na celu blokowanie IL-15. Po
udanych prébach in vitro z uzyciem zaréwno mysiego,
jak i ludzkiego przeciwciata MiK-(B)1 przeprowadzono
I faze préb klinicznych u pacjentéw z biataczka limfocy-
towa z duzych ziarnistych limfocytéw LGL (large granu-
lar lymphocytes leukemia) wywodzaca sie z komdrek T.
Zastosowane w badaniu ludzkie przeciwciato monoklo-
nalne Hu-MiK-(B)1 hamuje aktywno$¢ IL-15 przez bloko-
wanie jednej z podjednostek receptora IL-15, IL-2/15Rp
(CD122). Przeciwcialo to blokuje trans-prezentacje IL-15
zaréwno w stosunku do komdérek NK, jak i limfocytéw
T, ale nie blokuje cis-prezentacji w przypadku hetero-
trimerycznego receptora. U zadnego z pacjentéw z bia-
taczkg T-LGL nie zaobserwowano znaczacej poprawy
klinicznej [40,55], co moze $wiadczy¢, ze IL-15 nie
jest niezbedna monoklonalnym komérkom T-LGL do
przezycia. Za brak skuteczno$ci Hu-MiK-()1 moze odpo-
wiadac kilka czynnikéw. Jednym z nich moze by¢ zbyt
mata dawka przeciwcial, niewystarczajgca do efektyw-
nego zablokowania receptoréw. U okoto 40% pacjentéw
z biataczka T-LGL stwierdzono mutacje w genie STAT3,
przez co nie podlega on regulacji przez IL-15R. Takie zja-
wisko moze sie przyczyniaé do patogenezy T-LGL i ttu-
maczy¢ brak aktywno$ci przeciwciat monoklonalnych
Hu-MiK-(B)1 u niektérych pacjentéw [34,55]. Wszystkie
dotychczas wykryte mutacje genu kodujacego STAT3 sa
umiejscowione w domenie SH2 posredniczacej w akty-
wacji biatka STAT3. Zwiekszajg odporno$¢ komérek na
apoptoze oraz wzrost ekspresji genéw aktywowanych
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przez STAT3. W tym przypadku korzystng role w hamo-
waniu przekazywania sygnatéw odgrywaja inhibitory
STAT3 [30,34].

Potencjalnie lepszym zastosowaniem przeciwciat mono-
klonalnych Hu-MiK-(p)1 moze byé wykorzystanie ich
w leczeniu choréb autoimmunologicznych, ktére wyni-
kaja z zaburzenia ekspresji IL-15. Na przyktad w pato-
genezie reumatoidalnego zapalenia stawéw, chorobie
zapalnej jelit, tuszczycy, stwardnieniu rozsianym, choro-
bach zwiazanych z zakazeniem wirusem HTLV-1, ktére
wykazuja nasilong synteze 1L-15 i IL-15R [55].

W nowotworach hematologicznych celowym wydaje
sie zastosowanie inhibitoréw IL-15. Zwiazki hamujace
aktywno$¢ IL-15 to nie tylko przeciwciata monoklonalne
skierowane przeciwko IL-15R, takie jak wymienione
wyzej Hu-MiK-(B)1. To takze niektére zmutowane postaci
IL-15, np. p.E64K, p.N65K, p.168D, ktdre z wysokim powi-
nowactwem wiaza sie z IL-15Raq, ale nie indukuja prze-
kazania sygnatu. Do inhibicji skutku IL-15 wykorzystuje
sie réwniez biatka fuzyjne, ktére powstaja z potaczenia
zmodyfikowanej IL-15 z taticuchem ciezkim przeciwciata
IgG. Takie potgczenie wydtuza okres péttrwania IL-15,
hamuje aktywnos¢ IL-15Rq, a takze zmniejsza ekspresje
cytokin prozapalnych [11,22]. W celu hamowania aktyw-
nosci IL-15 moga by¢ zastosowane takze przeciwciata
monoklonalne oddziatujace bezposrednio z tg cytokina,
ktére w zalezno$ci od miejsca przylaczenia albo blo-
kuja wigzanie IL-15 z IL-15Ra albo hamuja przekazywa-
nie sygnatu [11]. Wiekszo$¢ z wymienionych sposobéw
hamowania aktywnosci IL-15 jest w trakcie badad, ale
gtéwnie dotycza one choréb zapalnych i autoimmunolo-
gicznych, natomiast niewiele dotyczy ich zastosowania
w przypadku choréb nowotworowych [67].

IL-15 — dzialanie pronowotworowe

Ze wzgledu na udziat IL-15 w proliferacji i réznicowaniu
komérek NK, limfocytéw T i B oraz w stymulacji rozwoju
oligo- i monoklonalnej populacji limfocytéw T, moze ona
odgrywacé role w patogenezie niektérych nowotworéw
hematologicznych [50]. Znane sa wyniki badan, ktére
sugerujg pronowotworowe wlasciwosci IL-15 u pacjen-
téw z ostrg biataczka limfatyczna ALL (acute lympho-
blastic leukemia), 0séb zakazonych wirusem HTLV-1
(human T-cell lymphotrophic virus type 1 receptor),
ktéry jest zwigzany z wystepowaniem biataczki (z komé-
rek T), w przypadku ktérej wirusowe biato Tax indukuje
za po$rednictwem czynnika transkrypcyjnego NF-kB
nadekspresje IL-15 i IL-15Ra. Wasciwosci pronowotwo-
rowe IL-15 wykryto réwniez u pacjentéw z zespotem
Sezary’ego, ziarniniakiem grzybiastym, a takze szpicza-
kiem mnogim w przypadku ktérego nadekspresja IL-15
zapobiega apoptozie [50,54].

W do$wiadczeniu, w ktérym analizie poddano sze$é
linii komérkowych oraz komérki nowotworowe od
pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, wykazano ekspresje
wszystkich trzech podjednostek receptora IL-15. W sze-

$ciu nowotworowych liniach komérkowych zaobser-
wowano statg ekspresje mRNA IL-15, a obecno$¢ biatka
IL-15 w czterech z sze$ciu badanych linii. Brak biatka
w niektdrych liniach komdrkowych, w ktérych stwier-
dzano mRNA IL-15 moze wynikaé z matej efektywnosci
translacji oraz $cistej kontroli tego procesu. Wytwarza-
nie wykrywalnych ilosci biatka moze tez by¢ uzaleznione
od etapu choroby. mRNA i biatko IL-15 wykryto takze
w réznych typach komdrek w mikro§rodowisku komé-
rek plazmatycznych, zrebu szpiku kostnego, srédbtonka
i fibroblastach. Wyniki badan potwierdzaja autokrynna
regulacje ekspresji IL-15 i trzech podjednostek recep-
tora w nowotworowych liniach komdrkowych oraz para-
krynng stymulacje komérek nowotworowych przez IL-15
pochodzgcg z mikro$rodowiska. W badaniach in vitro
w wyniku stymulacji komérek nowotworowych IL-15
zaobserwowano zmniejszenie liczby komérek ulegaja-
cych spontanicznej apoptozie, jak réwniez $mierci indu-
kowanej z udziatem biatka Fas. IL-15 zmniejszata takze
odpowiedz komérek na cytotoksyczne dziatanie winkry-
styng i doksorubicyna, ale nie w przypadku stosowania
deksametazonu [54].

W biataczce ATL (adult T-cell leukemia) indukowane;j
wirusem HTLV-1 we wczesnej fazie choroby proliferacja
zto$liwych komdrek jest zwigzana z ekspresja IL-2 i jej
receptora. W pézniejszej fazie choroby, jak wykazano
na linii komdrkowej ATL (HuT-102), komdrki HuT-102
wydzielaly IL-15 (poczatkowo opisana jako IL-T), ktéra
stymulowata komérki T do proliferacji i indukowata
aktywacje duzych ziarnistych limfocytéw. Limfocyty T
w postaci spoczynkowej i aktywnej nie wykazuja eks-
presji mRNA IL-15. Natomiast komérki linii komérko-
wej HuT-102 efektywnie wydzielaja IL-15. Wykazano,
ze synteza IL-15 przez ten typ komérek jest zwiazana
z obecnoscig wirusa HTLV-1, ktdry zmienia liczbe ogra-
niczajacych translacje powtdrzeri AUG w sekwencji
IL-15. W wyniku fuzji sekwencji wirusa i 5° UTR IL-15
usuniete zostaja powtdérzenia AUG, co zwieksza ekspre-
sje IL-15 [6].

W celu doktadnego sprawdzenia zalezno$ci miedzy IL-15
a ALL od pacjentéw przed chemioterapia pobrano krew
i szpik i w komérkach biataczkowych oceniano eks-
presje IL-15. Ujawnione réznice korelowaty z immu-
nofenotypem, stopniem nacieku organéw i réznicami
w cytogenetyce. W przypadku biataczki ALL z limfocy-
téw T ekspresja mRNA IL-15 byta wyzsza niz w biataczce
z limfocytéw prekursorowych B (pre-B ALL). Natomiast
ci pacjenci pre-B ALL, u ktérych stwierdzono obecno$é
genu fuzyjnego BCR-ABL wykazywali nizszg ekspresje
IL-15 niz ci, u ktérych nie obserwowano obecnosci tego
genu fuzyjnego. Na tej podstawie wysunieto wniosek, ze
ekspresja IL-15 moze by¢ hamowana przez onkoprote-
ine Ber-Abl. Wyzsza ekspresja IL-15 byla takze zwigzana
z naciekiem do weztéw chtonnych, ale nie z powieksze-
niem watroby, czy $ledziony. Réznice w ekspresji IL-15
u 0s6b dorostych chorych na ALL byty zwiazane réw-
niez z czasem przezycia bez nawrotdw, ktéry wynosit
do pieciu lat. Wzrost ekspresji IL-15 u pacjentéw z ALL
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wskazuje na petnienie przez nia funkcji ochronnych
w stosunku do komérek biataczkowych [60].

IL-15 zwieksza migracje leukocytéw i promuje proli-
feracje komdérek biataczkowych pre-B ALL. Komérki te
poddane bezposredniemu dziataniu IL-15 wykazywaly
nasilong proliferacje. Wszystkie komérki pre-B ALL
linii komérkowych i prébek diagnostycznych pobra-
nych od pacjentéw wykazywaty ekspresje izoformy
sekrecyjnej LSP-IL-15. Ekspresje izoformy cytoplazma-
tycznej SSP-IL-15 wykryto prawie w potowie badanych
prébek, a wszystkie wykazywaty ekspresje IL-15Ra
i IL-15Ry. Natomiast receptor IL-15RP byt wykrywany
w okoto 80% badanych prébek. Wskazuje to na zdolno$é
do wydzielania i odpowiedzi na dziatanie IL-15 wiek-
szo$ci komdrek ALL autokrynnie albo parakrynnie.
Oceniono takze zalezno$é miedzy poziomem ekspresji
IL-15 a zdolno$ciag komdrek ALL do naciekania o$rodko-
wego uktadu nerwowego - OUN. Wykazano, ze wieksza
ekspresja byta zwigzana z krétszym czasem do wysta-
pienia nacieku [58].

W celu identyfikacji mechanizmu powodujacego zalezna
od IL-15 transformacje nowotworowa, prawidtowe
komérki LGL (WT LGL wild type large granular lym-
phocytes - prawidtowe duze ziarniste limfocyty) myszy
i cztowieka poddano dlugotrwatemu dziataniu IL-15.
Okazalo sie, ze in vitro IL-15 znaczaco nasila proliferacje
prawidtowych komérek LGL myszy. Natomiast wszcze-
pienie komérek WT LGL wcze$niej traktowanych 1L-15
myszom z SCID (severe combined immunodeficiency -
ciezki ztozony niedobér odpornosci) powodowato zna-
czacy wzrost liczby biatych krwinek, powiekszenie
$ledziony i $mier¢. Badajac splenocyty tych myszy zaob-
serwowano duzg liczbe kopii chromosomu 15, co odno-
towano takze w hodowlach in vitro. Dowiedziono, ze to
ekspozycja komérek WT LGL na IL-15 prowadzita do
nadmiernego wzrostu i niestabilnosci chromosomowej
CIN (chromosomal instability) oraz indukowata aber-
racje centrosoméw w komérkach LGL. Ponadto wyka-
zano, ze w komérkach WT LGL hodowanych w obecnosci
IL-15 ekspresja kinazy aurora A i B byta podwyzszona
w stosunku do WT LGL niepoddanych dziataniu IL-15.
Swiadczy to o potencjale IL-15 do zmian regulacji repli-
kacji centrosomu. Nasilonej ekspresji obu kinaz towa-
rzyszyta takze podwyzszona ekspresja regulujacego je
czynnika transkrypcyjnego Myc. Uzyskane wyniki suge-
rujg, ze IL-15 moze prowadzi¢ do hipermetylacji DNA
w LGL przynajmniej cze$ciowo przez indukcje DNMT3B
(DNA (cytosine-5-)-methylo transferase 3 beta). Wyka-
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zano, ze nieprawidtowo wysoka ekspresja DNMT3B nie
inicjuje biataczki, ale przyczynia sie do jej rozwoju po
przewleklej ekspozycji na IL-15. DNMT3B jest negatyw-
nie regulowana przez miR-29b, a IL-15 hamuje ekspre-
sje miR-29b przez czynniki transkrypcyjne Myc, Hdac-1
i NF-kB p65 [38]. Zainicjowanie zloliwej transformacji
komérek LGL zachodzi z udziatem dwéch mechanizméw.
W pierwszym przypadku IL-15 wplywa na biatko Myc,
ktére indukuje ekspresje kinazy aurora A i B. Kinaza
reguluje amplifikacje centrosomu i moze doprowa-
dzi¢ do zaburzenia stabilno$ci chromosoméw. W dru-
gim mechanizmie Myc indukuje zmniejszenie ekspresji
miR29b, zwiekszajac ekspresje metylotransferaz, co pro-
wadzi do metylacji DNA oraz zwiekszenia niestabilno$ci
chromosomowej i wyciszania ekspresji genéw supreso-
rowych [38].

Uwzgledniajgc znaczenie IL-15Ra w szlakach przekazy-
wania sygnatu zaleznych od IL-15, sprawdzono réznice
w stezeniach sIL-15Ra w warunkach fizjologicznych
i patologicznych. Wykazano, ze stezenie sIL-15Ra byto
znaczaco wyzsze u pacjentéw z T-LGL w poréwnaniu
do zdrowych dawcéw. W PBMC pobranych od pacjen-
téw z biataczka T-LGL wyzsza byta ekspresja mRNA
IL-15Ra i IFN-y, ktéry indukuje ekspresje IL-15Raq,
nie wykryto natomiast mRNA IL-15. Warto zwrdcié
uwage, ze wraz ze wzrostem ekspresji IL-15Ra na lim-
focytach T CD8+ i monocytach u pacjentéw z biataczka
T-LGL, komérki te moga reagowal na niskie stezenia
IL-15 [17].

PobsumowaNie

Ze wzgledu na liczne funkgje, jakie IL-15 petni w orga-
nizmie, a zwlaszcza jej udziat w regulacji funkcji komé-
rek NK oraz limfocytéw B i T, uzasadnione sa préby
wykorzystania jej w immunoterapii choréb autoimmu-
nologicznych i nowotworowych. Nie udato sie jednak
jednoznacznie okreslié, kiedy korzystne bytoby zastoso-
wanie IL-15, a kiedy jej inhibitoréw. Wynika to nie tylko
z szerokiego zakresu funkgji jakie petni, ale takze z réz-
norodnosci komdrek, tkanek i §rodowiska, w ktérych
wystepuje oraz z licznych mechanizméw kontrolujacych
jej ekspresje.

Przedstawiona wyzej analiza wskazuje na potrzebe dal-
szych badan nad wyja$nieniem roli jaka, petni IL-15 i jej
receptor oraz §rodowiska w jakim dziata. Poznanie i zro-
zumienie tych mechanizméw bedzie podstawa rozwoju
nowych metod terapeutycznych.
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