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PREFATA

Lucrarea se adreseazd indeosebi, cititorilor familiarizati cu notiuni de histologie,
hematologie, geneticd, imunologie si biochimie.

Sunt prezentate date recente privind citokinele, care in ultimii ani au declangat o
adevidrati emulatie in cercctarea biologicd cu remarcabile ecouri in studiul diverselor
maladii umane si animale. Investigatii complexc au fost si sunt incitate in ideia infelegerti
mecanismelor celulare si moleculare ale unor afectiuni considerate incurabile.

Reunirea in familia citokinelor interlcukina-2 (IL)-2 a IL-2, IL-4, IL-7, II-9,
IL-15 si IL-13 are ca argument, prezenia in structura receptorului lor celular, a lanfutui
gamma c (proteind de 65 kD) cu rol de transductor al scmnalelor in celule. Se apreciazi
cd, datoritd acestei prezente, citokincle familici IL-2 au implicit si unele functii similare,
in ciuda absentei omologiilor structurale.

Codificarea altcratd sau abscnta laniului gamma c duc la blocarea activititii
citokinelor familiei JL-2, prin incapacitalca cndocitirii receptorului si prin aceasta,
imposibilitatea transmiterii semnalclor citre nucleu. Activilatea receptorilor este
determinati si de lanturile alpha si beta, carc insd, sunt specifice ficcdrei citokine.

Functia de factor de crestere si de diferenticre a celulelor cste finalizati de
intermediari citosolici si nucleari a cdror integritatc cste, de asemenea, obligatorie.
Proteinkinazele Jak si Tyk sunt intermediari prin fosforilarca cirora semnalul este
transmis intermediarului final - STAT (Signal Transducer and Activation of
Transcription), care acroscaza un anume locus din DNA, declansand transcrierea.

Dacd pand la un moment dat, IL-2 cra considcrat coordonatorul absolut al
sistemului imunitar, tot mai [reccvent sc constatd si alte citokine ale acestei familii
mimieazd, cel putin parjial, inductia anumitor stdri functlionale in celulele subordonate
influentei lor.

Lucrarea prezintd fiecare citokina sub urmaitoarele aspecte: tipul celular in care a
fost descoperitd, structura moleculard, structura genei si a cromosomului purtitor al
genet. De asemenera, sunt prezentate tipurile celulare vizate de aceste citokine,
anormalitdtile structurale ale lor si rcceptorilor lor, dar si ale intermediarilor
intracitoplasmatici care bulverseaza functiile normale.

Deosebitd atentie se acorda tipurilor celulare care elaboreazid citokinele acestei
familii si care, in cazul disfunctionalitdtii lor, pot declansa neoplazii.
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Sunt prezentate in primul rand, relatiile celulelor din sistemul imunitar, cu
dominanta in activitatea limfocitelor T si B, a mononuclearclor, mastocitelor etc. De
ascmenca o serie de date releva interactiunile dintre citokinele familiei IL-2 si alte
citokine, Tn activarea unor tipuri celulare sau in uciderea unor celule tumorale.

Nu in ultimul rand, lucrarea relevd interventia acestor citokine in eliminarea
celulelor infectate cu virusuri, dar si ineficienta lor in distrugerea celulelor infectate cu
HIV. De asemenea, sunt prezentate date privind artritele reumatoide si diversele
parazitoze, privite in contextul implicirii citokinelor acestei familii. Pe de alti parte,
pentru fiecare citokind prezentatd, sunt considerate §i tentativele terapeutice care gi-au
dovedit sau nu, eficienta.

Lucrarea aduce informatii la zi asupra citokinelor acestei familii, autorii
striduindu-se si prezinle stadiul actual al cercetdrilor in acest domeniu relativ nou si
deosebit de interesant, atat sub aspectul stiintific cét si aplicativ.

Autorii
Noiembrie 1998
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INTERLEUKINA-2 (1L-2)

Interleukina-2 este una din limfokinele cu functii majore in reglarea sistemului
imunitar. Polipeptidul matur secretat, confine 133 resturi aminoacizi cu o greutate
moleculard de 15,420. Principala sursd secretoric de IL-2 este limfocitul Th CD4+. In
1983 s-a izplat o cloni cDNA [1.-2, din linia cclulard leucemicd Jurkat, inalt producitoare
de IL-2, iar in 1984 accastd clond a fost exprimati in Escherichia coli, iar produsul
rezultat a fost analizat si caracterizat, stabiliindu-i-sc proprictitile biologice.

IL-2 este o limfokind care induce principalmente proliferarea limfocitelor
T stimulate de antigeni sau mitogeni, fiind cunoscutd initial ca factor de crestere a
celulelor T. Datoritd proprictdtii de a activa linii celulare cu functii imunologice foarte
diferite, lLf-2 este experimentati si folositd promititor in imunoterapie (1).

IL-2 este citokina majord mitogenicd pentru celulele T mature; este un factor de
crestere ce induce expresia unui numir dec gene incluzind proteinele structurale,
protooncogenele si enzimcle mectabolice. Dupd stimularca cu antigeni sau mitogeni,
IL-2 este reclamat pentru proliferarca cclulelor T activale si pentru expresia receptorilor
IL-2-specifici. De asemenca, modulcazd (unciiile limfocitclor B, monocitelor, celulelor
NK (Natural Killer) si K (Killer) activate de limfokine (LAK). Regleazi productia altor
citokine precum IFN gamma, factorul dc crestere al limfocitelor B si factorul stimulator
de formare a coloniilor (CSF).

IL-2 joacd un rol major ca rcglator central sau mediator al raspunsului imunitar,
iar prin mecanisme indirccte afccteazi proliferarca si maturarea celulelor hematopoietice.
Cele doui lanturi ale IL-2R (alpha/beta) sunt prezente in celulele limfoide, in
fibroblastele pulmonare embrionare, in cclulcle scuamoase, in celulele fibrosarcomatoase
si in celulele melanomului..

Urmarindu-se influen{a 1L-2 asupra proliferani limfocitelor din splina sobolanilor
Fischer 344, ca si asupra proteinclor nuclcare ale acestor celule stimulate cu
fitohemaglutining, s-a constatat cd dupd incubarea cu IL-2, creste atit indicele mitotic al
celulelor de la 3-4% la 8,19% cit si sinteza proteinelor nucleare cu masa moleculard de
13, 18, 20 si 80kD (2).

Ca raspuns la actiunea IL-2, limifocitele din sangele periferic uman prolifereazi
(proces apreciat cu timidind marcatd 3"), iar numirul celulelor cultivate in vitro se
dubleaza in ziua 8-a si a 11-a, crescand in continuare in a 2-a si a 3-a siptdimani. Celulele
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prolifcrate cxprimd antigeniv CD3, CD4 si CD8 (carc cresc progresiv in procesul
cultivarii ), dar nu cxprima antigenii specifici  cclulelor NK, ai limfocitclor B sau ai
fagocitclor mononuclearc (3).

Activarea limfocitclor T din singelec uman de citre celulele dendritice se explicd
prin stimularca cficienta a secrelici IL-2: aceastd observalie a rezultal in urma unui studiu
comparat, al efectului actiunii celulelor dendritice §i monocitelor asupra proliferarii
celulelor T. Celulele dendritice induc proliferarea limfocitelor T, deoarece secretd mai
eficicnt IL-2 (4).

Disfunctia limfocitelor T i B in cadrul SIDA reprezintd exprimarea perturbatd a
genci IL-2 datoritd unui deficit de mRNA ce duce, in consecintd, la sciderea productiei
de IL-2. Tentativele de a induce diferentierea limfocitelor B cu mitogeni sau prin
adiugarea in culturd a celulelor T, nu a dus la restabilirea relaiilor dintre aceste celule.
Totusi, in tentativelc terapeutice de stopare a SIDA s-a obtinut ameliorarea sthrii
bolnavilor prin administrarea de IL-2 recombinat (5).

Studierea rolului proteinkinazei C (PK-C) in proliferarea limfocitelor T sub
actiunea unei scrii de agenti stimulatori ai proliferdrii (printre care §i IL-2) a demonstrat
cid celulele PK-C ncgative sunt rezistente la acfiunea factorilor stimulatori ai cresterii
datorita alterarii capacititii de transcricre a genclor activatoare a proliferdirii §i nu datoritd
sciderii cantitd{ii reccptorilor de suprafa(d si nici distrugerii receptorilor timpurii. PK-C
este indispensabild pentru reacfia limfocitelor T la liganzii intermediari de la suprafata
celulelor, dar nu este necesard pentru actiunca IL-2 (6).

Invadarca rcpetatd cu cnterotoxine, determind la' goareci o scidere a productiei de
citokine dc citre cclulcle T CD4+ si CD8+; celulele activate sunt deletate sau devin
ancrgice, iar administrarca IL-2 poatc preveni raspunsul diminuat al CTL (CD8+).

Administrarca la soarcci a supcrantigenului baclcrian SEA (Enterotoxina
Staphylococicd A) dctermind activarca marcatd a produciici de citokine, cu sciiderea
implicitd a activitdtii cclulclor T CD4+ si CD8+. SEA se cupleazi ca proteindt
ncprocesati la cclulele MHC clasa 11, stimulind limfocitcle T care poartd lanful V beta al
receptorilor TCR.

CTL pot fi utilizate contra celulclor tumorale care exprimd MHC clasa II,
folosind SEA ca molecculd de legaturd dintre CTL si celula (intd. Injectarea repetatd cu
SEA la ficcarc a 4-a zi, ducc la reduccrea scverd a aclivitdtii citotoxice, prin deletia
cclulclor ca principal mecanism. Tratamentul combinat SEA+IL-2 creste numdirul
celulelor citotoxice in splind, activitatea cilotoxica crescutd putindu-se asocia cu numirul
crescut de celule CD8+, dar si cu IL-2R-alpha. Sc sugercazi cd IL-2 mentine capacitatea
citotoxici a limfocitclor T CD8+.

Celulele TCR-Vbetall + CD8+ sortate, aratd cd tratamentul combinat SEA+IL2
creste activitatea citotoxici pe celuld, in comparatie cu tratamentul exclusiv cu SEA. In
concluzie se afirmi cd IL-2 in vitro creste expresia limfocitelor T indus3 de SEA, ca gi
activitatea cilotoxicd per CTL si previne delctia indusd de SEA (7).

IL-2 restaurcazd rdspunsul litic al celulclor tratate cu PMA, in timp ce alte
limfokine precum IL-1, CSF-1, GM-CSF sau IL-3 sunt ineficiente. Reactivitatea
raspunsului imunitar al IL-2 nu sc coreleazi cu productia de IFN-gamma. Deci, aceasti
citokind are abilitatea dc a restaura activitatea liticd a celulelor tratate cu PMA, dar nu
induce producerea de IFN-gamma. De asemenea, amplificd raspunsul litic preexistent al
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cclulelor clonate netratate, (ard sd stimuleze productia de IFN gamma. CTL clonate
tratalc sau nu , au insd capacitatca de a produce IFN-gamma cind sunt cultivate cu
mitogeni. Astlel, In proccsul de restaurare a aclivitdtii citolitice indusd de IL-2, nu exista
o legaturd cu productia de IFN-gamma de citre CTL (8).

Reactivarca raspunsului litic de cdtre IL-2 apare in absenta proliferdrii
celulare, sugerdnd cd citokina poate regla expresia activitdtii litice, pe ldngd emiterea
semnalului proliferativ pentru expresia clonatdi a CTL. Rezultate aseminitoare s-au
raportat pentru CTL cu memorie si pentru clone CTL care arati schimbiri ciclice in
activitatea litici. Astlel, pentru celulele citolitice mature, 1L-2 este suficient pentru
revigorarea activitilii litice.

IL-2 este un factor dc crestere major pentru limfocitele T §i este transcris in
celulele T inactivate dupad ligatia TCR combinat cu o costimulare adecvatd. Activitatea de
inducere a genei IL-2 sc rcalizeazd in regiunca de 300pb enhancer-promotor localizati
imediat amonte de locul de start.

Pentru a fi activate, limfocitele T solicila cel putin doud semnale: primul implicd
legarea CMH la TCR iar al doilca implicd adcziunea costimulatorului la ligandul
receplorului. CD2 si CD2§ sunt cei doi rcceptori de adeziune ai limfocitelor T care
transmit semnale costimulatoarc cu liganzii LFA-3 si B7-1. LFA (Factor Activator
Limfocitar, iar B7-1, costimulator). Calca CD2-LFA-3 contribuie la adeziunea celulelor
T dependente de antigen, pentru a induce IFN si TNF si nivele scizute de IL-2. In
schimb, calea CD28-B7-1 supraproduce IL-2 si suportd cresterea paracrind a
celulelor.Ligatia CD-28R poale preveni inductia anergicd a limfocitelor T, in timp ce
calea CD2-LFA-3 poatc avea un rol In reversul unci stdri ancrgice stabile.

Reglarea activitdtii transcriptionale a genci IL-2 sc face la locul de cuplare
distal al factorului nuclcar al cclulelor T activate ( NF-AT) , la locul de cuplare al
factorului nuclear kB (NF-kB), la clementcle responsabilc de activarea proteinei-1
((AP-1), la elcmentele responsabile CD28 (CD28-RE) si la elementele octamer
responsabile (OCT-1).

In stare inactiva, factorii dc transcricre NF-kB/Rel sunt complexati cu
subunititile inhibitorii spccificc numite proteinc 1kB. Proteinele NF-kB/Rel sunt
implicate in complexul proteic nuclcar care se cuplcazd la CD28-RE, sugerind ci acest
ultim element este definit ca un clement major responsabil de calea transductiei
semnalului CD28-B7-1.

Factorul de transcricre AP-1 cste un complex format din proteinele jun si fos.
Heterodimerit acestci proteine o fac mai activd in cuplarca DNA decdt homomerii
proteinelor jun si-fos luate separat in transactivare. Acesti factori pot actiona in complexe
cu NF-AT si OCT-1, cecea ce poate duce la rcglarca unei serii de elemente responsabile.
NF-AT a fost descrisd ca o ciclosporind (CsA), factor de cuplare sensibil la promotorul
genei IL-2 in celulele T. Proteina NF-AT esie transcriptional activd in limfocitele B si
activata, poate detinc membrii familiei fos sau jun demonstrind cd este o proteini
multicomplexd. Cele doua cdi (CD2 si CD28) induc astfel modele distincte de factori
nucleari in activarea genei 1L-2. Proteina NF-AT este un factor nuclear potential {intd
pentru calea CD2-LFA-3, pe ciand inductia proteinei c-Rel, care confine complexul de
cuplare CD28-RE, este indusé pe calea CD28-B7-1.
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Se sugercazd o sclectivitate in inducerca factorilor nucleari, prin cele doud ca
carc converg in suprainduciia clementelor responsabile NF-AT g1 AP-1, si in transcricrea
condusd de CD28-RE in celulele T. Dacd se produce o mutatic in amplificatorul
promotorului 11.-2, activitatea in locul responsabil pentru CD28, se reduce cu 80% dupa
costimularca cu B7-1 si B7-1-LFA-3, in timp ce aclivarea transcriptionald indusd de
LFA-3 nu cste alectatd. De asemenea, se sugereazd o selectivitate in inductia factorilor
nucleari de citre ciile CD2-LFA-3 si C28-B7-1, care poate contribui la reglarea nivelelor
IL-2 induse dc costimulatorii, LFA-3 si B7-1 favorizdnd astfel raspunsul autocrin si
respectiv paracrin al celulelor T (9).

Dintrc receptorii interleukinei-2, citokind prezentd in colostrul de bovine,
factorul inhibitor al colostrului (CIF) ( inhibi sinteza de IL-2 in limfocitele T auxiliare)
impiedica acumularca dc mRNA 1L-2. n plasmide care conlin gena IL-2 se constatd ci
interventia CIF inhibd inductia genei, ca si ciclosporina care afecteazi activarea
elementelor NF-AT [&rd insi a inhiba induciia altor numeroase elemente ale secventei
activatoarc a genci. Inhibarea prin control NF-AT, detaseazi CIF sau ciclosporina, de alti
inhibitori ai I1L-2 (10).

Hidrochinona din fumul de tigard inhibd activarea indusi de mitogeni asupra
limfocitelor T si B. NF-kB, factorul de transcricre carc regleazd expresia unui numir de
gene critice pentru activarca normald a lim{ocitclor T, poatle imunosupresa hidrochinona.
Un micromol dc hidrochinond poate inhiba producerca de TNF-alpha care, la randul lui,
poate induce activarca NF-kB in cclulele umane T CD4+ primare. Inhibarea lui NF-kB
cste reversibila, dar pe miasurd ce hidrochinona nu mai actioneazi, acesta isi reia
activitatca in cclulele T. In concluzic. NF-kB poatc fi o {intdi moleculari a
imunotoxicititit hidrochimonet sau benzenului (11).

Expresia proto-oncoproteinet Tpl-2 activeazi NF-AT si induce expresia IL-2 in
linit de limfocite T. Dupa stimularca splenocitelor de sobolan cu ConA, aceasta induce
IL-2 in tmpul activari cclulelor T, Tpl tip-silbatic si capdtul C-terminal trunchiat
activeazia NIF-AT si induce expresia 1L-2 in cclulele EL4. In cclulele Jurkat, Tpl-2
trunchiat, activeazd NF-AT si induce 11.-2, 1ar cel de tip-sdlbatic il activeazi numai cind
este cotransfectat cu constructe ce contin NIF-AT; dc aict concluzia ci, Tpl-2 poate
induce semuale de activare NF-AT. Activarca NF-AT de cétre Tpl in diflerite tipuri
cclulare, defineste un mecanism molecular care poale contribui la potentialul siu
oncogenic (12).

Limfocitele Thl s Th2 mediazi funciile efectoare via secrctici de citokine ca
raspuns la agresiunca mmunologicd. Celulele Th precursor transcriu dupi activarea
sistemului. citokinele 1FNgamma, 11.-2 si 1L-4. in prezenta 1L-4 limfocitele Th duc la
aparitia fenotipului Th2 diferentiat 51 st pierd abiliatca de a transcrie gena IL-2.
Supresia expresier 1L-2 in himtocitele Th2 si partial in cele Thl este mediatd de ZEB (un
finger zinc) care esle lactor de transeriere ce cupleazd box E; el cupleazd la un element
regltor negativ. NRE-A in promotorul 1L-2, actionand astfel un potent represor al
transcrierit [L-2 (13).

Limfocitele T CD4+ produc 1L-2 in cantitai reduse la pacientii cu transplant,
comparativ cu martorit. La cei dintai, CsA poate induce productia de IL-2 via celulele
T CD4+. reprezentand parametrul functional al efectului CsA asupra sistemului imunitar

o
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(14). Celulele Th CD4+ au un rol crucial in rejectia alogrelelor, ceea ce reprezinli un
rispuns imun mediat celular, limfocitele Th producand o varictate de cttokine csentiale
pentru initicrea rejectict alogrefcelor.

Dupa profilul citokinclor pe care le sceretd, limfocitele Th sunt de fenotip Thi
care produc 1L 2 si IFN-gamma asociate cu rcjectia alogrelclor, si Th2 carc produc 11.-4
si IL-10 prezente in modcelele in carc sc exprimd toleran{d. Aceste procesc sunt numitc
,,paradigma Th1/Th2”. Trccerca de la un model la altul prin manipularca produciici de
citokine reprezintd un mecanism cu cvenluale aplicatii terapeutice (15).

Soarccii IL-2 (-/-) dczvoltd o scverldl boald hematologicd caracterizatd prin
neutropenie si anomalit ale celulelor micloide. Numérul PMN din miduva osoasd scade
la 65% iar precursorii factorifor de crestere sunt redusi la 50%, conditii in carc
mielopoicza nu poate i sustinutd. Adausul de IL-2 exogen la celulele din mdduva osoasa
a aceslor animale, restaurcazad pargial aclivitatca hematopoicticd. Miclopoicza defectivi a
acestora esle, in parte, consccinta dependeniei lor directe de [L-2 si de reglarca cresterit
cclulelor micloide imature, citokina avand astlcl un rol important in reglarca generdrii
celulclor mieloide (16).

La soarccii imunocompelenl cu coriomeningiti virald s-a demonstrat cd
limfocitele CD8+ produc predominant IFN-gamma si cd expresia in vivo a accstor cclule
este independentd de a celor CD4+-. La soarccit deficitari in [L-2 initicrea produciici de
IFN-gamma si 1L-4 in vivo, poate (i declansatd cu IL-2 cxogen carc mentine un nivel
inalt al productici de IFN-gamma. Totusi, prolilcrarca limfocitelor T CD8+ depinde de IL
-2 atat exogen cat si endogen claborat de celulele T CD4+ care sustin cliberarca continud
dc citokine de ciitre limfocitele T CD&+ activate (17).

Soarccii cu deficientd in 1L.-2 dezvoltd si afecfiuni ale sistemului hematopoictic
imunitar, caracterizale prin ancmic, luperplazie limfocitard dar si colite. 20 din 25 soarcci
IL-2(-/-) (de 8 sdptimani) infeclati, manifestd ancmie, hiperplazic limfocitard si
autoimunitard similarc cu ccle obscrvate la animalele neinfectate care fac colite. Astfel,
soarccii [L-2(-/-) liberi de patogeni, reprezintd un unic sistem in carce rolul deficitului
IL-2 in bolile sistcmulul hematopoictic i imunitar poale 1 investigat in disocicre de
complicatiile cc pot ducc la colite (18).

IL-2 induce gencrarca si proliferarca rapidi a LGL (limfocite mari granulare)
NK1.1+ din timocitcle TCR+ beta/alpha DN (dublu negative) NK1.1, dar nu a cclulclor
TCR+NK 1.1 alpha/bcta DN. Celulele - LGL manifestd activitate NK si produc
IFN-gamma. In contrast cu 1L-2, 1L-7 nu induce celule LGL sau activarca NK provenile
din cclulele TCR+ NK [.lalpha/beta, dar produce nivele inalte de IL-4 prin TCR (prin
lcgarc incrucisatd). S-a demonstrat ¢d cclulele TCRtalpha/beta DN au mai multe
subpopulatii distinctc si ¢i IL-2 si IL-7 regleazi diferentiat functiile acestora prin
actionarca diferitelor tipuri de celule elector (19).

Celulele dendritice se dezvoltd de-a lungul unci linii micloide sau limfoide prin
difcrenticre propagala cu citokine hematopoictice din precursori timici timpurii medulari.
Astfel, s-a indus diferenticrea celulelor dendritice din sdngele cordonului ombilical, a
cclulelor CD34+ initiatd de 1L-2 sau IL-2+SCF+TNF-alpha cultivate 28-35 zile (20).
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Receptorul interleukinei-2 (11.-2 R)

Interlecukina-2 cste o citokind cu capacitate de a actiona in cadrul sistcmului
imunitar pe mai multe tipuri cclulare, printre care limfocitele T §i B, monocitelc si NK.
Activarca accstor celule sc efectucazd prin IL-2R carc sunt clasificati in 3 clasc : receptori
dc joas afinitate carc lcagd prin lanful alpha, receplori de afinitate intermediard care
leagd prin lanjurile beta i gamma si receptori de inaltd afinitate care Icagd prin toate cele
trei lanturi (alpha, beta, gamma).

Lan{ul beta cste un component ¢i al IL-15 R, iar lanjul gamma estc comun pentru
reccptorii interleukinelor 10L-2, 1L-4, IL-7, IL-9 si IL-15. fn limfocitc, IL-2R beta si
1L-2R-gamma sunt exprimaii constitutiv, pc cand IL-2R-alpha sc exprimd numai ulterior
activarii cu IL-2, Cand sunt indusc toatc lanfurile rcceptorului (alpha, beta, gamma),
receptorul cu alinitate intermediard se transformi n receptor cu afinitate inalta.

Reglarea expresiei 11.-2R-alpha csic strict controlatd la ivelul transcrierii, n
interacfiunca clementelor reglatoare pozitive cu multiplii factori de transcriere cum sunt:
STAT-5 (Signal Transducer and Activators of Transcription), Elf-1, HMG-I (Y) si
NF-kB. Desi cvenimentele ce duc la declangarca genei IL-2R-alpha nu sunt clare, se gtie
insi, cd existd multe proteine reglatoare pentru accastd gend.

Printre proteincle (osforilate la tirozind ca rdspuns la 11.-2, se inscrie gi IL-2R
beta, lany cc contine 6 tirozine citoplasmatice. Tirozina 338 mediazi fosforilarea
protcinclor in activarca ras, iar tirozincle 392 si 510 pot activa independent STAT-S5.

In linia progenitorilor micloizi 32D stabilizatd cu IL-2R-beta tip-silbatic, cars are
6 tirozine ciloplasmatice, s-a stabilit ci numai doud (Tyr 392 si Tyr 510) mediazi
activitatca STAT-5. Accstca contribuic la expresia genci 1L-2R-alpha indus3 de IL-2,
fiind suficicntd numai una din cele doud tirozine.

IL-7R contine sccventa Tyrd29 ascmindtoare cu cele doud secvente ale IL-2R
beta, secvenid carc ar putca activa STAT-S si ar declansa expresia mRNA IL-2R-alpha, in
celulele 32D transfectate cu IL-7R uman. Prin substituirca cu fenilalaning a uneia din cele
doud tirozine (Tyr 392 si Tyr 510) nu mai arc loc expresia mRNA. Deci, 1L-2 mediazi
inducerca genei 1L-2R-alpha, rol critic aviind in accastd relatic doud tirozine functionale
ale 1L-2R-beta, rcziduuri care mediazd, sc pare, mai mult decat activarea STAT-5 (21).

In concluzie, receptorii IL-2 si IL-15 exprimi constitutiv la suprafaja limfocitelor,
lanjurile gamma si beta dorminde. Citokinele acestora (IL-2 si IL-15) induc rdspunsuri
foarte similare in celulele limfoide stimuldnd proliferarca celulelor T activate si a NK,
induc cclulcle clectoare citotoxice si activeaza costimuldnd, productia de imunoglobuline
de citre lim{ocitele-B.

Lanturile alpha ale IL-2R si IL-15R sunt exprimate pe suprafata limfocitelor T
numai dupd activarca cu milogeni sau antigeni specifici. Ele conferd inaltd afinitate
pentru transductia cficicntd a scmnalclor. Inalta afinitate a IL-2R se exprimi in citeva
boli autoimune, precum sclerozele multiple, artritele reumatoide, uveite.

Anticorpii monoc'onali anti IL-2R sunt cficienii n prevenirea rejectiilor de gref3,
ca in modclcle de autoimunitate la rozitoarc (22). Lantul alpha din receptorul IL-2 este
de 55 kDa, iar lanful beta cste de 75 kDa (23).

Rohwer F.ct al (24) aratd cd IL-2R este format din trei proteine majore: p55
(lantul alpha) ce estc important pentru afinitatca inaltd, p75 (lantul beta) pentru
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cxprimarca constitulivl si nccesar pentru cuplarca IL-2 §i transmiterca scmnaiclor si p65
(lantul gamma) care arc functia de a transduce semnalele pentru citokinele intregii familii
IL-2R, respectiv IL-2R, 1L-4R, IL-7R, IL-9R si IL-15R.

IL-2 stimulcazi activitatca unui numir de mesageri seundari incluzind tirozin
kinazele (ambelc kinaze Jak si membrii familiei src, kinazele ser/Thr, proteinele adaptor
si proteinele mici G). La randul lor, acesti mesageri secundari induc factori transactivatori
precum NF-kB, CREB si protcincle STAT ce sunt responsabile de productia de mRNA.
Aceste produsc ce rispund la IL-2 includ un numir de gene reglatoare ale proteinelor de
cuplare DNA si alce ciclului celular (21).

IL-2 are cfect asupra inificrii transcricrii, prin cresicrea numdrului si/sau
schimbarea stdrii unor factori ai transcrierii. Tratarca celulelor cu IL-2 creste ,,half-lives”
unor mRNA determinind astfel numirul proteinelor care pot fi formate de fiecare mRNA
produs. Prin aceasta, sunt rcglatc un numir de gene cum sunt: pim-1, c-myb, c-myc,
c-fos, CSF-1 si PCNA (Antigeni Nucleari Celulari Proliferatori), carc relevd anumite
reac{ii comune la ac{iunea 1L-2.

Celulele timice blastice deprivate de IL-2 aratd o _marcald atcnuare a transcrierii
la capetele 3’ ale genclor pim-4 si c-myb (24, 25).

Lantul gamma ¢ al receptorului 1L-2

Lantul gamma c joacd un rol critic in dezvoltarca limfoidd, prin participarca
la structura receptorului pentru familia citokinelor 1L-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 si
IL-15). Abscnia lui duce la limfopoiczd anormald si la imunodcelicienid, asa cum
demonstreazad cxpresia SCID-X la om si in modcle canine §i murinc corcspunzitoare
(26). S-a demonstrat ci cclulele hematopoictice expun doud transcripte gamma c care
diferd in carboxilul terminal; un transcript cste gamma c lung iar celilalt, gamma c scurt
care aratd o deletic de 72 nucleotide, alterare ce presupunc o pierdere de 24 aminoacizi
inclusiv reziduul tirozini, carc sc conscrvid si este prezent la citiva membri ai lamiliei
receptorului.

Accastd combinatic duce la picrderca unui loc potential SH2 ,,docking™ in lantul
gamma c scurt, ccea ce sugereazd ¢l va urma o cale de actiune in semnalizare, diferitd
faid de cea a lantului gamma c lung; astfel, arc un rol dcosebit in raspunsul celulelor
activate cu IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 si IL-15 (27).

Studierca subunitdtii gamma a receptorului 1L-2 in celulele T inactive din singe,
inalt purificate, aratd ci subsctul gamma nu s¢ detecteazd la suprafata celulelor TCD4+.
Setul gamma este constitutiv exprimat la nivel dc mRNA si protcind conservatd. ca o
componentd intracelulard in limfocitele TCD4+ inactive, carc astfel rdman insensibile la
actiunca citokinelor ce folosesc lanful gamma c al IL-2R (IL-2, IL-4, IL-7 si 1L-15).

IL-2R-gamma este translocat in membrana cclulard numai dupd activarca
limfocitelor T i inducerca genclor IL-2R-alpha /beta. Deci, in celulele T existd o mare
rezervd de IL-2R-gamma, translocatia lui la suprafaja cclulei depinzand de expresia
lanului gamma si/sau beta pentru [L-2, 1L-4, IL-7, IL-9 si 1L-15 (28).

Limfocitele din sangele cordonului ombilical si dc la nou niscut sunt putin abilc
in reactia imunitard. Gamma ¢ sc exprimi in limfocitele de la adult, in proportie de 1/3.

11

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



O cxpres:c redusd - lanfulu’ gamma s-a observat in t-aic cel cle T ¢ D4+, ¢ .. +
limfocitele T-gamma delta, limfocitele B CD16+, NK s NK (D5¢ (. right) din .dng le
cordonului ombilical 29). '

IL-2R-gamma se exprimd in proporiie de 10%, in celiele progenitoa e
hematopoictice eritroide CD34+ din maduva osoasd, iar in cele din sangel.; cordonului
ombilical, in proportie de 12%. De aici concluzia ¢i celulele CD344/IL-2R-gammi-
contin clone imature deja angajate pe linia eritroida (30).

Celulele Langerhans, celulele dendritice murine 4F7 din splind i celulel-
dendritice X532 derivate din epiderm, care detin funciii importante similare cu alc
celulelor Langerhans, exprima constitutiv mRNA gamma c. Acvst lant este, de asemence.,
prezent si in receptorul mononuclearelor, neutrofilelor si celulelor NK (31). Semnalizar..
IL-2 reclamd dimerizarea IL-2-beta si gamma c, lantul gamma fiind un component §i
pentru IL-4R IL-7R si IL-9R.

Celulele Caco-2, HT-29 si T-84 (linii de celule epiteliale intestinale) exprima
constitutiv transcripte pentru lantul gamma ¢ ¢i IL-4R. Lantul IL-2R-beta se exprimi
numai In celulele Caco-2 si HT-29. Nici una din aceste linii.nu expun mRNA pentru
IL-2R-alpha. Dupi stimularea 24 de ore cu EGF, celulele mentionate exprimi transcripte
pentru IL-7R, iar mRNA pentru JL-9R exprimd numai celulele Caco-2 §i HT-29.
Receptorii pentru I1L-2, IL-4, IL-7 si IL-9 de pe liniile celulelor epiteliale intestinale sunt
functionali. Stimularca cu citokine determind fosforilarca la tirozind n celulele epiteliale
infestinale primare umane (32).

SCID-X (Scver Combined Immuno Deficiency X) este o boald ereditard umand
caracterizatd prin profunda diminuarc a imunitalii umorale gi a cclei mediate celular.
SCID sc datorcaza mutatiilor din gena lanfului gamma c care codifici componenta
csentiald pentru receptorul citokinelor IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 si IL-15. Inactivarea lantului
gamma al rcceptorului, declanscazd fosforilarca la tirozina kinazelor Jakl gi Jak3
Cclulele leucemice LCL transformatec cu EBV dec la  pacienti cu SCID-X nu an
capacitatca de a fosforila acesle tirozinkinaze.

Introducerca in eclulele LCL-SCID a genci gamma c tip-sélbatic, printr-un vector
retroviral, restaurcazd functia IL-2R carc poatc acfiona in declansarea fosforildrii celor
doud tirozinkinaze. Accastd rcabilitarc a IL-2R permite sugestia unei terapii genice in
afectiunca SCID-X (33, 34).

Gena gamma ¢ transferatd la pacieniit cu SCID-X pentru celulcle B.
restaurcazd inalta afinitate a receptorului. Lintilor ccluiare de la asemenea pacicuti. i
care limfocitele B sunt transformale de EBV, li s-a transferat un vector retroviral
derivat din virusul Moloney cu ¢cDNA al lanfului gamma ¢, folosindu-se ca promotor
LTR viral. In urma integrarii provirusului, gena gamma c codifici o proteini complets
carc restabileste functiile IL-2R. Ulterior endocitozei IL-2, are loc si fosforilarea la
tirozind a kinazei Jak3 (35).

Soarecii lipsiti de lantul gamma ¢ (--) au timus hipoplazic. Timocitcle acestora
racpund la mitogeni dar nu la stimuli dependenti de gamma c. Limfocitele T splenice sunt
dominante la varsta de 3 saptamini, jar celc CD4+ crese marcat la 4 siptdmani. De aici
reicse importanta lantului gamma ¢ in dezvoltarca limfoidd. Diferentele intre subiectii
umani si soarccii care nu exprimé lantu! gamma c sunt diferenie specifice (36).
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Lantul beta al receptorului IL-2

IL-2R-beta se exprimi pe o varietate de tipuri cclulare hematopoiectice, pe
NK si pe subseturi de limfocite T neconditionale, cum sunt limfocitele intracpiteliale.
Ultimele doud tipuri celulare deficiente in IL-2R arati grave defecte in crestere si
dezvoltare. Astfel, soarecii IL-2R-beta (-/-) defin o populatie anormald de limfocite
intraepiteliale caracterizati prin reducerea dramatici a celulelor TCR-alpha/beta, CD8+ si
TCR-gamma/delta. Aceastd selectivd reducere demonstreazi cl limfocitele intraepiteliale
sunt dependente de IL-2R-beta in dezvoltarea si diferentierea lor. Dependenta de expresia
IL-2R-beta a NK si a unor subseturi de limfocite intraepiteliale subliniazi rolul esential
pentru semnalizare, a acestei subunititi din IL-2R IL-2, pentru dezvoltarea subseturilor de
limfocite de origine extratimica (37).

IL-2 induce heterodimerizarea IL-2R-beta/gamma ¢ a receptorului s#u si
activeazd membrii familiei tirozinkinazelor(TK) Janus Jak1 si Jak3. Jak1 se asociazi cu
IL-2R-beta, iar Jak3 se asociazi primar cu subunitatea gamma c a receptorului..
Inducerea a 4 mutatii in IL-2R-beta reduce proliferarea impusd de IL-2, scizind
activitatea Stat, mutatiile din regiunea receptorului proximald membranei, duc la
diminuarea asocierii cu TK Jak ceeca ce inseamnd ci aclivitatea acestora depinde de
aceasti regiune a rcceptorului. De ascmcnea, trunchicrca in capdtul C-terminal al
IL-2R-beta, afecteazd difercntiat asocierea la acestc doud kinaze. Asocierea TK Jakl
cu IL-2R-beta este independentd de TK Jak3 si cste importantd functional, iar asocierea
TK Jak3 cu IL-2R-beta estc indcpendentd de Jakl si cstc importantd pentru activarea
Stat-5 indusi de IL-2. Cele doud TK se pot cupla simultan la IL-2R-beta, ceea ce
sugereazi cd acest proces arc loc in prezenta IL-2. Sc subliniazd ca in aceste cupliri sunt
importante atit regiunile proximalc alec membranci cat si ccle distale. (38).

Se considerd cd IL-2R-beta din cclulele carcinomului uman rispund de
semnalizarea negativd, carc cste difcritd dc cca exprimatd pe celulele hematopoietice.
Analiza comparatd a DNA genomic din celule normale si din linii de carcinom nu
semnaleazi mutatii sau deletii in gena IL-2R-beta din celulele carcinomatoase. Mesajul
pentru toate domeniile lanfului beta apare identic cu al cclulclor limfoide martor. fn plus,
IL-2R-gamma care participd la semnalizarca I1L-2/IL-2R se cxprimd si in celulele
carcinomatoase. In expresia TK Jac3 din celulele tumorale, sc constata totusi, o diferent3,
care poate fi responsabild de semnalizarca aval dec IL-2 alteratd.. Accasi cale (IL-2/IL-2R)
este insd operativa in carcinomul uman ca si in cclulele limfoide si epiteliale (39).

Celule timice imunocompetente sunt deja prezente in zilele 14-15 de dezvoltare
embrionara, cind sunt rearanjatec genecle 1L-2R-beta al cclulelor T (40).

Lantul alpha al receptorului IL-2

Subunitatea IL-15R-alpha murind este inruditd structural cu IL-2R-alpha si
cupleaza singurd IL-15 cu o afinitatc de 1000 ori mai marc decat IL-2R-alpha. Domeniul
citoplasmatic al IL-15R-alpha, asemenea celui al IL-2R-alpha, este indispensabil pentru
semnalizarea mitogenilor, sugerand ca rolul esential al lanfului alpha este de a conferi
inalta afinitate de cuplare. La concentratie inaltd, IL-15 ca si IL-2, poate insd semnaliza
printr-un complex IL-2R-beta/gamma, in absenta subunititii alpha (41).
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IL-2R inductibil pc celulele dendritice nu pare necesar pentru dezvoltarca acestora
si pentru stimularca sau reglarca rispunsului limfocitelor T. Subscturi de celule dendritice
IL-2R-alpha(-/-) si normale riaspund similar proliferativ (42).

Fibroblastele umane izolate din diferite tesuturi exprima IL-2R. IL-2(""I) cupleazi
la fibroblastele maduvei, pielii si plimanului embrionar. Fibroblastele transcriu
constitutiv genele care codifici IL-2R-alpha/beta, acumulind mRNA, dar actiunea
IL-2R-gamma asupra nivelului mRNA si proteinei este afectati. Se constatd cd, adausul
de IL-2 culturii de fibroblaste nu altereazi semnificativ cinetica cresterii acestor celule.
Complexul IL-2R prezent pe fibroblaste pare si fie functional, deoarece adausul de IL-2
duce la amplificarea expresiei genei JE care codifici MCP1(Monocyte Chemoattractant
Protein-1). Deci, spectrul tintelor celulare ale IL-2 este mai larg decat s-a apreciat initial,
deoarece citokina poate servi la integrarea fibroblastelor si mononuclearelor in raspunsul
coordonat al tesutului conjunctiv initiat de limfocitele T (43).

IL-2 se asociazd cu complexul CD3/TCR si interactioneazi cu oligozaharidul lui
CD3 prin domeniul siu de recunoasiere carbohidral. Aceasta induce fosforilarea la
tirozind a IL-2R-beta prin ++p56 (Ick), prima treaptd a semnalizdrii IL-2. Deoarece
aceastd asociere specificd este perlurbati in vitro de oligomonozide cu 5 si 6 reziduuri de
manozi, s-a emis ipoteza cd celulele bolnave si microorganismele ar putea cupla IL-2,
perturbind consccutiv raspunsul depcndent de aceasta citokin4.

Se aratd c3 ciuperca Candida albicans, in contrast cu tulpina ei nepatogend
cupleazd mari cantitdti de IL-2, ca si celulele canceroase. Spre deosebire de acestea din
urmid, Candida a. nu cuplcazd lcctina CSL specificd, Man6GIcNAc2 , un amplificator
endogen al activdrii scmnalclor. Sc urmérestc demonstrarca faptului ¢ IL-2 este o lectind
specificd pentru oligizaharide, ceca ce ar explica existen{a unei noi functii a acestei
citokine, ca moleculd bifunctionald care sc cupleaza la rcceptorul sidu (44).

125

Transmiterca semnalului post-1L-2R

La transmiterca scmnalului prin lantul beta participa TK Jakl, Jak3, LCK si Syk.
Jakl, LCK si Syk sunt asociate cu domeniul citoplasmatic al lanfului beta, pe cind Jak3
este asociatd cu domeniul citoplasmatic al lanjului gamma care este prezent In receptorii
IL-2, IL-4, IL-7 si IL-15. S-a demonstrat ca Jakl este asociatd cu lantul alpha al
receptorilor pentru IL-4, IL-7 ,IL-15 si cu lanjul beta al IL-2R. Doud reziduuri prolind
din regiunea box-1 care sc conservd in IL-2R-beta/alpha al receptorilor citokinelor sunt
esenfial implicate in asocierea cu TK Jakl.

Transfectanti MOLT4 cu mutatii in box-1 a IL-2R-beta, nu se asociazi cu Jak],
raspunsul IL-2 exprimadndu-se prin termenii de activare Jak3 si Stat-5 si inducind
cresterea celulei. Aceasta sugereazi cd Jakl este dispensabili pentru semnalizarea
cresterii celulare mediate de 1L-2 (45).

Celulele carc exprima o formd trunchiatd a hIL-2R si pot induce expresia Bcl-2
$i c-myc, dar nu a Stat-5, nu sunt protejate de apoptoza de catre IL-2 si deci nu pot
creste indelung in prezenta acesicia. Totusi, [L-2 initiazd progresia ciclului celular al
celulelor care poartd hIL-2R-beta trunchiat cu viabilitate in fazele Go/Gl, S si G2/M,
similar cu celulele care exprimi hIL-2R tip-silbatic.
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Transplantarca la hIL-2R-beta trunchiat a unei regiuni din EpoR ce continc un loc
pentru Stat-5 (y 343), restaureaza abilitatca 1L-2 de a induce activarca acestuia $i
proteciia de apoptoz3. Transplantarca unei regiuni din hIL-2R-alpha care contine situsul
Stat-6 conferd, de asemenca, protectie contra apoptozei (46). Absenta interactiunii
specifice Jak3 cu lantul gamma c al IL-2R reprezintd baza biochimicd pentru boala
SCID-X, aceasti imunodeficien{i manifestdndu-se prin infeciii recurente severe ce pot
duce frecvent la decesul copiilor afectati.

O copie cDNA Jak3 a fost transdusi cu un vector in linii de celule B obtinute de
la subiecti cu SCID, deficienti in Jak3. Restaurarea exjresiei JAK3 a permis fosforilarea
prin IL-2 si IL-4. Celulele pacientilor clirora li s-a transdus JAK3 au clipitat abilitatea de
a prolifera normal ca rdspuns la IL-2. Deci, deficientele celulelor cu deficit in JAK3 pot fi
corectate in vitro prin transfer de gend mediati retroviral, oferind astfel o bazi terapiei
genico pentru tratarea SCID cu deficit de Jak3 (47 ).

IL-2 induce rapid fosforilarea la tirozind a substratelor intracelulare precum sunt:
lantul beta al IL-2R, Jak1, Jak3, protcine care transmit ssmnalul activind transcrierile. Ea
induce §i asocierea SHP-1 (SH2-containing protein tyrosine phosphatase) cu complexul
IL-2R, cc;a ce conduce la sciderea IL-2R-beta i a tirozinkinazelor asociate Jak1 i Jak3
fosforilate la tirozina.

Expresia SHP-1 este scizutd considcrabil sau chiar nedetectabild intr-un numir de
linii T transformate de HTLV-I, independent de IL-2 §i care au constitutiv Jak/Stat. Se
sugereazi cd SHP-1 antagonizcazl calca transmiterii semnalului indus de IL-2 gi ci
infectia HTLV-I si transformarca oncogend pot conduce la pierderea expresiei SHP-1
ducind la t) activare constitulivi a raspunsului T rcglatc dc IL-2 (48).

IL-2 si virusurile

Administrarea IL-2 in vivo protcjazd soarccii susccptibili la infeclia persistentd cu
virusul TMEYV (Theiler Murine Encephalomiclitis Virus), un picornavirus care determini
la goarecii sensibili demiclinizarca, inducind scleroze multiple. Tulpina DA a TMEV
injectatd intracranian, declangcazd o manifcstarc bifazicd; inijial afectcazi neuronii
inducnd encefalomielitd acutd, iar ulterior abordcazd substan{a albd unde produce
inflamefie cronicd si demielinizare primara. Lim[ocitele T CD4+ intervin determinant in
protectie, in stadiile timpurii, prin produccrea de anticorpi anti-TMEV.

Soarecii deficitari in beta-microglobuline nu defin molecule MHC clasa I,
celule CD8+ funciionale §i precursori CTL specifici TMEV, fiind astfel inabili in a
elimina virusul.

Celule tumorale secretoare de IL-2 administrate soarecilor DBA/2 protejeazi total
animalele contra infectiei persistente cu TMEV. De asemenea, tratamentul cu IL2, arati o
crestere de 3 -4 ori a precursorilor CTL virus-specifici. Se impune ca tratamentul si se
facd timpuriu in infectie (care si nu s: cronicizeze), deoarece CTL sunt prezente la
animalele rezistente la virus, in fazele timpurii alc infectiei (49).

Celule din noduli limfatici autologi de la pisici infectate cu FeLV in culturi pe
termen scurt cu concentrafii scizute de IL-2, moduleazid cursul infectiei retrovirale la
animalele infuzate i.v. cu 0,13-3,9x10/8 celule (50).
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Infectia cronicd a hepatocitelor cu virusul RNA HCV este mediald imunitar de
limfocitele citotoxice. Aclivale, aceste celule elibercazd forma solubild (s)IL-2R a carci
concentratie este corelatid cu gradul activarii limfocitelor. Nivelul sIL-2R de la subiecti
sanitosi §i purtitori de HCV pentru scurt timp, este acelasi. Subiectii cu hepatitd HCV
cronici detin nivele inalte de sIL-2R, care sunt legate mai curénd de boala activi decét de
replicarea virusului, ceea ce poate fi un marker pentru evolutia bolii (51).

Printre diferitii reglatori ai promotorului genei IL-2R-gamma, se considerd §i
proteina tax a HTLV-I, care creste expresia acestei gene, Dimpotrivd, IL-2 scade
transcrirea IL-2R-gamma. Deci, expresia lanfului gamma este reglati la nivel
transcriptional, de stimuli extracelulari si poate fi implicati in sistemul imunitar (52).

IL-2 si cancerul

Verificindu-se rolul IL-2 in controlul proprietitilor §i potentialului de cregtere al
limfocitelor T transplantate in culturd, s-a constatat ci alterarea functiilor sale ca §i a
receptorilor ei, duc la aparitia formelor celulare aberante, cu implicatii neoplazice in
leucemia limfocitelor T adulte. In mod similar, transformatele cu un vector retroviral,
care exprimi gena IL-2 umand in celulele T/CTLC-2 de goarece, capdti capacitate
nelimitatd de cresterc autonomd. Transplantaic la soareci timectomizati, acesto celule
induc tumori (53).

Liniile celulare de melanom uman carc cxprimd IL-2R au abilitatea de a secreta
IL-2. In linia M 14 apare transcriptul specific de 0,9kb al genei IL-2, iar dupd 72 ore de
culturd estc claborat IL-2 biologic activ cc sustinc specific proliferarea celulelor liniei
CTLL2, linic limfoidd murina dependentd de IL-2. In celulele M14, rIL-2 induce
scddcrea cxpresici ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule) de la suprafata acestor
celule, ceca ce ar putca putea facilita unor cclule din melanom sd eludeze recunoagtera
citolitica si asilcl sa [avorizcze mclastazarca (54).

Decci, citokinele au cfectc potente asupra dezvoltdrii raspunsului imun anti-
tumoral. Prin amplificarca acestui rdspuns, clc pot susiine reactia gazdei in rejectarea
tumorilor. CTL pot juca un rol critic in succcsul pe termen lung al imunoterapiei
cancerului, pentru ¢d au memoric si pot functiona in absenta citokinelor. IL-2 §i IFN
gamma amplificd sinergic dczvoltarca CTL in vitro, iar IL- 2 creste si proliferarea
cfcctorilor maturi (55).

Cu virusul Vaccinia recombinat cu gena pentru [IL-2 uman, s-au infectat linii de
adenocarciom de¢ colon CAS] si CT26 obtinute dc la soareci BALB/c si cultivate in
monostrat. S-a constatat liza rapidad a tumorilor, ceca ce a sugerat ideia ci aceasta s-ar
datora imunoterapiei impusa de 1L-2 din recombinatul vaccinia-1L-2 (56,57).

Stabilirea prezentei IL-2R la nivelul celulelor nechematopoietice umane de origine
mezenchimal? si neuroectodermali, a condus la functionalitatea acestei citokine; de aceea
uncle actiuni citotoxice in timpul bioterapiei cu 1L-2, s-ar datora interactiunii acestei
citokine, cu respectivele celule dotate cu IL-2R. ‘

IL-2R functionald s-a identificat si la nivelul unor tipuri de celule derivate din
tumori solide umane. In unele cazuri, 1L-2 inhibi cresterea celulelor carcinoamelor de
cap, git, gastric si renal, dar in alte cazuri ea stimulcazi cresterea si expansiunea acestor
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tumori, cum sunt ccle intestinale, mamare, pulmonare, glioamele, fibrosarcoamele si
melanoamele. In uncle linii cclulare de carcinom mamar si melanom, s-a constatat
sccretia de 1L-2 biologic activ. In celulele melanomului s-au descoperit transcriptele
IL-15, care utilizeazi lanturile beta si gamma ale IL-2R (58).

Activarea celulelor sisternului imunitar a permis elaborarea unei biotehnologii
tDNA pentru limfokine, in idcia studierii potentialului acestora in activarea celulelor
sistemului, mediind astfel distructia celulelor tumorale. Celulele sistemului imunitar sunt
implicate via produselor lor, $i in rejectarea alogrefelor, a celulelor infectate cu virusuri §i
a celulelor neoplazice,

Deoarece IL-2 are o functie criticd in activarea limfocitelor citotoxice, care
reprezinti principalele instrumente de distructie a celulelor tumorale, ea este utilizati in
terapia bolii canceroase. Terapia cu 1L-2 este insd limitatd de toxicitatea dozei ce poate
determina hipotensiune, edem pulmonar, {ebrd, oboscald, diaree. Terapia combinatd
IL-2+IFN+TNF sau cu anlicorpi anti-antigenii asociali iumorii, aplicati pe modele
animale, a relevat bunc rczultate in special in cazul carcinoamelor renale. Se remarci
indeosebi, combinatia IL-2-+IFN-alpha, sprc dcoscbire de IL-2+IFN-beta, care are efecte
mai limitate. TNF singur sau combinat cu IL-2 sau cu IFN-gamma cste toxic gi are efecte
antitumorale foarte slabe (59).

Limfocitele T-TIL carc nu manilcstd citotoxicitate tumor-specificd, pot fi
stimulate cu celule preactivate ale limfomului [olicular, via CD40. Limfocitele T-TIL
autologe se pot extinde prin adaus dc IL-2 exogen. Aceste celule pot fi ulterior extinse in
vitro, cu adaus exogen de IL-4, IL-7, IFN-gamma, dar nu de IL-12. Activate, ele se
dovedesc citotoxice pentru limfomul (olicular la 4 din S pacicnii (60).

Administrarca subcutand timp dc 3 zile a IL-2, inducc limlopenie, iar activarea
imund duce la cresterea procentulut de NK (CD56) si de cclule apartindnd subsetului
CD3/HLA-DR-- (limfocite T activale), [ard nici o schimbare in procentul de celule T ale
subsetului CD4+ sau a altor limfocite T (61).

La subiecti cu sindrom miclodisplazic, scad functiile cclulelor NK si LAK;
injectarea subcutand zilnicd timp de 12 siptimdni a 10 pacienti cu un milion unitdti IL-2,
aratd ci numirul celulclor CD16+/CD56+ sc pastreazd, statutul hematopoietic rimine
neschimbat, iar toxicitatea estc minima (62).

Linii imunogenice de melanom secretor de 1L-2, pot induce reactii sistemice, care
ar putea afecta leziunile metastazate. Pacienti cu melanom visceral si/sau subcutan au fost
vaccinéti subcutan cu celule melanotice in carc s-a transdus gena hiL-2. Tratamentul
diferit la grupe diferite de purtitori de miclanom a dat numai rezultate partiale (63).

Blastele primare din AML (Acute Mycloid Leukemia) sunt rezistente la actiunea
PBMC activate de IL-2 obtinute de la indivizi normali, dc la pacienti alogenici si
autologi, In 'S, 6 s1 8 din 10 probe. S-a observat un cfect sinergic al dozelor mici de
IL-2+]L-12, liza celulelor fiind mai mare decat cca declansatd de fiecare citokind in parte.
Deci, blastele rezistente la IL-2 pot fi lizale de combinatia IL-2+IL-12 in doze mici (64).

S-a construit un mic imunoliposom ca vehicul pentru rhIL-2, in scopul activirii
celulelor T cu inaltd afinitate pentru IL-2R. Acest sistem este valabil pentru indivizii la
care IL-2 nu produce reactii toxice pentru sistemul imunitar §i pentru alte tesuturi.
Finalmente se obtine rejcctarea grefei tumorale (65). Toxicitatea tratamentului cu doze
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mari de 1L-2 1i limiteaza folosirea in tcrapia antitumorald, in spccial la persoanc in varsta.
Se incearci tratamentul cu IL-2 prin impulsuri ( expunere puls-scurtc) pentru a sc obtinc
celule citotoxice LAK la pacienti cu un anumit tip de cancer (66).

Folosirea ca agent anti-neoplazic a citokinei IL-2 este limitatd datoritd toxicitdtii
ei, in functie de dozi. In toxicitate intervine NO si TNF. Animalele purtitoare de
hepatom stabilizat, tratate cu IL-2+guanil hidrazona CNI-1493, arati ci 10 din 10 tumori
regreseazi de la 1cm’ la sub lmm’. La aceste animale, nivelele intracitoplasmatice de
TNF sunt crescute in tesuturile normale. Pe de altd parte, gradul apoptozei dupé terapia
cu IL-2 nu este diferit fatd de tratamentul cu IL-2+CNI. Deci, dozele mici $i infrecvente
de guanil hidrazond CNI-1493, protejeazd marcat animalele, de toxicitatea IL-2 i nu
afecteazi rispunsul tumorilor la terapia cu aceasti citokind (67).

NO mediazi un spectru de procese fiziologice in vascularizatie. Este principalul
determinant al tonusului vascular, supraprodusul lui fiind implicat in patogeneza supresiei
si in hipotensiunea induse de citokine. Enzima care produce NO, nitric oxid sintaza,
existd in 3 izoforme: NO sintaza inductibild se exprimd in numeroase tipuri celulare
numai fn urma stimuldrii cu citokine si/sau endotoxine §i genereazd cantititi mari de NO
timp indelungat. Enzima sc produce in serul persoanelor cu un tip de cancer, in urma
terapiei cu I[-2, ccca ce ducc la producerca excesivd de NO. Terapia cu 1L-2 este
asociatd cu un spectru de toxicitate cardiovasculari si cu alterdri hemodinamice care nu ge
disting de cele din socul scptic.

' Multe efecte hemodinamice sunt legate de NO via unor citokine care induc NO.
Inhibarea sinitczci dec NO cste o noud terapic prin care se poate limita toxicitatea
cardiovasculard asociatd cu (crapia cu [L-2 exprimatd prin hipotensiune (68). Terapia cu
IL-2 si cresterca productici de NO conduc la o cascadd de evenimente, care direct sau
indirect, afcclcazd scurgerea de fluide din capilare. La soarecii tratati cu IL-2 este posibil
blocarea hiperproductici de NO fard a afecta efectul antitumoral al citokinei (69).

Diferite experimente demonsicrazd cd IL-2 poate actiona §i In stimularea cregterii
tumorilor. IL-2 si IL-4 participd la reglarca cresterii autonome gl a genezei celulslot
limfoide transformatc. Liniile tumorale murine de LSA ( limfom indus de virusul
leucemic EL4), de limfom indus chimic (PE-3T) si de plasmocitom (P815) exprimi
abundent genele IL-2R si IL-4R. Numai liniile LSA si PE-3T exprim# constitutiv aceste
gené, In timp ce linia P815 exprimi constitutiv numai gena 1L-4,

Anticorpi monoclonali anti-1L-2, anti-IL-4 si anti-IL-2R inhibd specific
in vivo proliferarea linici LSA, dar nu si a cclorlalte linii tumorale. Adausul de IL.-2 sau
1L-4 exogene in. culturi de celule tumorale, delermind amplificarea semnificativil a
celulelor PE-3T si nu afecteazi celelalte linii. Deci, IL-2 si IL-4 servesc ca factori de
crestere autocrini in proliferarea celulelor tumorale, In special a celor induse
de retrovirusuri (70). .

IL-2, IL-2R si mRNA lor sunt prezente in carcinoamele umane, atit in vitro cét
si in vivo. In faza G2/M a ciclului lor, celulele carcinomatoase actioneazi sinergic §i
exprimd semnificativ mai multd IL-2 si IL-2R-beta/gamma citoplasmatice, decét celulele
tumorale aflate in faza Go/G1. Cea mai marcatd expresic a IL-2 in celulele tumorale
mitolice, s-a identificat prin dubla colorare cu anticorpi anti-Ki 67, iar nivelul cel mai
inalt al expresiei IL-2-Ki-67 s-a observat in carcinomul slab diferentiat (index 67,2%
pentru IL-2 si 68,8% pentru Ki-67). In schimb, carcinoamele diferentiate con{in mai
putine proteine (35% pentru IL-2 si 26,5% pentru Ki-67) (71).
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INTERLEUKINA-4 (IL-4)

Interleukina-4 a fost descoperitd in 1982, in supernatantul obtinut din celulele
timomului EL4 stimulate cu PMA. Initial a fost desemnatd ca factor de cregtere a
limfocitelgr B (BCGF), decoarece s-a remarcat prin proprietatea de a determina
limfocitele B stimulate-IgM, si intre in faza S a ciclului celular. Este o citokind
pleiotropicll produsi la om de limfocite T, mastocite i bazofile activate. Ca structurl,
este un complex glicoproteic de 18-20kD (in gel filtrat) si de 12-15kD (in SDS-PAGE).

Deglicozilatea 1L-4 de la goarcci si om rezultd in polipeptidul de 15-16kD care isi
conservd bioactivitatea. Reducerca moleculei conduce atit la pierderca puntilor -8-S cét
si a bioactivitafli. hIL-4 este format din 140 reziduuri aminoacizi, iar miL-4 din 153
reziduuri. Acestea sunt glicoproteinele sccretate de 120 aminoacizi (mIL-4) si de 129
aminoacizi (hIL-4). hIL-4 detine 3 punii -S-S, fiind foartc similard cu GM-CSF, M-CSF
si hormonul de crestere.

IL-4 cupleazd la receptorii ce detin subunitatca alpha de 140kD, identificats ca
parte componentdi a receptorilor pentru IL-2, IL-7, IL-9 si IL-15. Domeniul extracelular
al lanfului alpha si forma solubila sIL-4R a proteinci de 140kD sunt formate din 207-223 -
aminoacizi §i au 22,8-23kD. sIL-4R participi la cuplarea cu inalt afinitate a 1L-4.

Subunitatea gamma ¢ poate {i comun pentru receptorii 1L-4 si IL-13. Complexul
care se internalizeszi cste format din douid molccule ale portiunii cxtracelulare a
receptorului gt dintr-o moleculi IL-4.

La om, gena 1L-4 cstc localizatd pe cromosomul 5 laolaltd cu genele IL-3, IL-5 si
GM-CSF. Prezenta acestor gene la distanic foarte mici a sugerat ideia existentei unei
familii de citokine, In cluda faptului cd n-au structurd similar3, dar apartin acelora care
intervin In hematopoiczi. |

La sgoarcei, gencle mentionate la om, sunt localizate pe cromosomul 11.
Secventierea genomului §i comparareca cDNA al celor 4 genc relevd cdi acestea sunt
formate din 4 exoni de dimensiuni similare, cu exceptia genei IL-3 unde cel de al treilea
exon este clivat in doud. Dc asemenca rcgiunea nctranslatatd 5 a fiec#rei gene are
dimensiuni comparabile. Transcriptele mRNA au diferite dimensiuni datoritd lungimii
variate a regiunii netranslatate 3°, de 104pb pentru IL-4 si de 1092pb pentru IL-5
neincluzand coada poliA. Proteina IL-4 prezintd 4 regiuni majore alpha-helicale care,
spre deosebire de ale celorlalte 3 genc ale familiei, sunt mai lungi.
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IL-4 si  IL-5 sunt claborate dc limfocitcle Th2, ca rdspuns la acccasi
stimuli. Limfocitele Thl CD4+ produc IL-2, IFN-gamma si limfokind, 1ar Th2 CD4+
produc IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 si IL-13. Cele doud populatii de limfocite T carc
claboreazd JL-4 si IL-5 s-au identificat in urma cultivérii lor indelungate. Ca urmare a
stimulirii in vitro cu mitogeni sau cu aloantigeni, limfocitele T proaspit izolatle
secrel cele doui citokine in cantitd{i insuficiente, dar pot fi stimulate s secrete IL-4 prin
adaus de anticorpi anti-CD3.

IL-4 elaborat de celulele Th2 induce transformarea limfocitelor T, din fenotipul
CD4+ in fenotipul CD8+ (1), fiind astfel implicatd in lanful de reactii ce intervin in
reglarea sistemului imunitar. Acest fapt a fost demonstrat in vivo de De Waal MP.et
al.(2). Cu tehnica imunobloting autorii au stabilit ¢ IL-4 induce in clonele CD4+,
expresia genei CD8+, celulele evidentiind antigeni CD8+. Autorii au cultivat celule T
care activeazi limfocitele B transformate de EBV; au introdus in culturd IL-4 si anticorpi
monoclonali anti-IL-2, iar in lotul martor 1L-4, 1L-2 si anticorpi monoclonali exclusiv
anti-IL-4. S-a constatat ci in lotul in carc IL-4 a fost activ, 47% din clonele separate erau
de CD4+ si CD8+, in timp cc in lotul martor, unde IL-2 este activ iar IL-4 este blocat,
CD4+ nu s-a transformal in CD8+ (2).

IL-4 delermind prolifcrarca timocitelor umane stimulate cu 12-O-tetradecanoil
forbol-13 acctat, ccea ce nu se intampla cu limfocitele sangelui periferic. Prin cultivarea
timocitelor cu IL-4, numirul cclulclor care exprimd antigenii de suprafatd (CD3, CDS,
TCR-1) ai cclulelor T mature creste, dar scade numirul celor cu CD1. Rispunsul cel mai
marcat la IL-4 il exprimi limfocitele T maturc CD5. Indepirtarea celulelor care exprimi
CD3 duce la diminuarca reactici prolifcrative indusi de 1L-4 (3).

Studiul procesclor de inducere a generatiilor de limfocite citotoxice de clitre IL-4
endogen, relevd cid hrlL-2 determind la soarcci, aparitia de subpopulatii imature de
timocite citotoxice care sceretd IL-4. Timocitele normale capdtd proprietd{i citotoxice si
la interactiunca concavalina A + [L-2. Se constatd c¢d in toate populatiile de timocite
imature stimulate, arc loc suprapuncrca citotoxicitatii cu sceretia de IL-4.

In interrelatiile celulelor T cu citokinele, s-a demonstrat ¢ acestea elaboreazi
IL-2 si IFN gamma. carc pot induce sinteza de 1L-1 de citre monocite si macrofage. In
functic de concentratic. [1-4 are cleet supresiv asupra IL-1, la nivel transcriptional (3). In
cascada rcactitlor implicate in imunitate, sc admite ¢d momentul sintezei IL-4 coincide cu
toxicitatea limfocitelor T CD&+ care lizcazd celulele infectlale cu virusuri, celulele
tumorale si cele senescente.

Dupa diferenticrea limfocitelor T in Thl si Th2, accslea se stabilizeazi si deci nu
s¢ mai pot diferentia intr-un fenotip opus sau reversal pentru scerelia de citokine naive.
IL-4 induce populatii sau clone de TCL (Th1CD4+) in condifiile in carc acestea pierd
abilitatea de a sintetiza 1L-2. Aceste celule pot elabora IFN gamma, GM-CSF si TNF, dar
nu citokine tip Th2 si nu altereaza expresia markerilor de suprafa(i.

IL-4 inhiba rapid abilitatca celulelor prezentatoare de antigen, de a sintetiza In
prezenta sau abscenta IL-2. reiesind ¢d citokina actioncazd direct pe celulele TCL.
Defectul in sinteza IL-2 nu poate [1 reversal prin stimularca ulterioard a celulelor
potentate de antigeni in prezenta 1L-2 s a anticorpilor anti-1L-4, anti-CD3 sau anti-CD28.

In vivo, in timpul raspunsului Th1/Th2, IL-4 poatc induce conversia TCL-IL-2+,
in TCL-IL-2- si astfel poate exprima raspunsul TCL. fard a afecla pe termen scurt functia
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de efector. 1L-4 cste esential pentru dilerenticrea Th naive citre [enotipul Th2, dar inhiba
diferenticrea tipului Thi. De asemenea, inhibé abiliatca cclulelor TCL-CD28 diferentiate
de a sintctiza IL-2 care, in limpul tratamentului cu JL-4 nu reverscazd situatia.
Capacitalca funciionald a TCL nu este insa afcctati de lipsa secretiei de IL-2. TCL-CD8+
care secretd (IL-2+) sau nu (IL-2-) sunt inactivate cilolitic, in schimb apirdnd cantitati
normale de alte citokine TCL, precum IFN-gamma, GM-CSF si TNF. Totusi, proliferarea
ulterioard a TCL-IL-2- devine dependentd de IL-2 exogen, sugerind un proces de
inhibare incrucisati a citokinelor Th1 si Th2 (4).

IL-4, limfocitele T si alte tipuri celulare

Citokinele antiinflamatorii IL-4 si IL-13 regleazi metabolismul fierului in
macrofagele activate, cresterea rczervei de fier in acestea controldndu-le functia de
efector in sensul incetinirii acestei functii, prin supresarea oxidului nitric (NO) via
sintazei NO indusi de [FN-alpha/LPS (5).

Soarccilor BALB/c li s-a injeclat ip., liposomi cationici ce confineau plasmide cu
gena hIL-4 sau gena IL-13. La 48 orc, in ficatul si splina animalelor s-a detectat mRNA
al ambelor gene. Soarccii martori au primit doze letale de LPS (obtinute din E.coli) cu
D-galactozamind. S-a conslatat cd, transferul genei cu IL-4 reduce productia de
TNF-alpha, dec unde concluzia ci in vivo limfokincle IL-4 si IL-13 au marcatd activitate
antiinflamatorie. Functiile imunitarec ale macrofagelor peritoncale sunt semnificativ
ameliorate, mai cficientd dovedindu-se¢ 1L-13 in capaciiatca de modulare imunologici a
acestor celule (6).

Aparitia la soarccit DBA/I a artritclor induse de colagen cste insotitd de rdspunsul
predominant Thl, caracterizat prin productia citokinclor proinflamatorii IFN-gamma si
TNF-alpha, ca si prin abundcnta anticorpilor anti-colagen IgG2a.

In cazul artritclor induse de colagen, s-au urmirit nivelele 1gG anti-CII si IgE,
dupd administrarca continud de 1L-4 exogen (citokind Th2). Expuncrea continud timp de
28 zile la 1L-4 intarzic aparitia artritclor (dec la 19 la 37 zile) si supreseaza simptomele
clinice. Dupa oprirca tratamentului manifestarile apar intre 13-24 zile. Desi simptomele
sunt similarc cu ccle de la martori (care n-au primit IL-4), histologic, leziunile sunt mai
putin severe. In timpul tratamentului, la nivelul celulelor sinoviale scad semnificativ
anticorpii anti-colagen si sccretia de TNF-alpha (de 1000 ori). Se apreciazd cd
proprietitile antiin(lamatorii ale 1L-4 sunt mediate, in parte, dc reglarea diminuati a
rdspunsului Thl, mai curdnd decat de reglarca superioard a raspunsului Th2 (7) si c3,
aceastd citokind joacd un rol central in patogenia inflamatici alergice prin inducerea IgE.

Factorii de transcricre preccum GATA-3, NF-IL-6 se¢ exprimd preferential in
celulele Th2 cu rol important in reglarca activitatii promotorului IL-4. In expresia
specificd pentru IL-4 a celulelor Th2, expresie controlatd de un sistem multifactorial, pot
fi direct implicati si alti factori de transcricre valabili st pentru Thl (8).

Diferenticrea limfocitelor T CD4+ in Thl si Th2 in urma stimuldnii cu patogeni este
influentatd de mediul de citokine in carc aparc primar antigenul initial (9). IL-1 si
IL-10, ca st hormonii calciferol st progesterol au un rol favorizant pentru dezvoltarea celulclor
Th2. Dimpotriva, citokinele [FN-alpha. IL-12 si TGF-bcta joaci un rol negativ (10).
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Activitatca celulelor T CD4+ dcpinde de recunoasterca dc cétrc accstca a
peptidului MHC cl. 11 si de costimularea cu CD28-B7. Diferitele nivele ale costimularii
pot influenta diferentierea Th in Th1 versus Th2. La soarecii transgenici care exprima pe
celulcle B nivele reduse de MHC clL.II, s-a demonstrat ci diferenfierca Th in. vivo este
influentati si de densitatea expresiei MHC cl.il. Rdspunsul limfocitelor T era dominat
de IFN-alpha (citokind Thl), cu nivei redus de IL-4 (citokini Th2) comparativ cu
controlul. In vivo, prezentarea antigenului poate determina fenotipul celulei efectoare
(11). IL- 4 amplificd expresia de suprafatd a R4-CXC asupra limfocitelor T din séngele
periferic si din cordonul ombilical.

Clonele de Th2 polarizate exprimd nivele variate de R4-CXC, care insd sunt
nedetectabile pe clonele Thi, dar expresia poate fi induséi dupd cultivarea cu IL-4
pe termen scurt.

IL-4 sensibilizeazd celulele T CD4+ la infectia cu HIV via R4-CXC, i
promoteazi migrarea acestora indusi de SDF-1 (Stromal Derived Factor). R4-CXC indus
de IL-4 este functional cind interactioneazi cu ligandul siu SDF-1. Ea activeazd kinaza
p42 MAP-ERK-2 si induce prin R4-CXC clonele T via moleculelor de suprafata CD28
sau CD3 si CD2 (12).

Semnalizarea CD28 este crilicd pentru productia de IL-2 prin stabilirea clonelor
de Thi. Majoritatea clonelor limfocitelor T provenite de la soarecii CD28(:+/+) supeortd
multiple stimuliri, in timp ce clonele limfocitelor T provenite de la soarecii CD28(~/~)
supravictuiesc numai in prezenia IL-4 sau IL-2 si IL-4. In culturd primard, stimularea i1
prezenfa 1L-4 creste numdrul si viabilitatoa ambelor tipuri de limfocite T (+/+) s (+/-).
Totusi, cclulele CD28(-/-) carc au supravicjuit sunt mai dependente de IL-4 decit celulele
CD28(+/+) care au supraviciuit, asa incit cultura inifiald cu IL-4 permits izolarea
clonelor CD28(-/-) cc produc IL-4 care acfioneazd ca un factor de crestere autonom §i de
supravietuire ( 13 ).

Limfocitele T naturale murine NK-1 sunt o populatie de celule care exprimi NK-R gi
un aranjament TCR invariant. Dupd activare, acestea produc cantitifi mari de IL-4
sugerdndu-se cd promotcazd diferentierea Th2. Celulele naturale T produc, de asemensa,
canliti{i crescute de IFN-gamma si IL-4. Limfocitele T naturale V-alpha 24 sunt o sursi
potentd de IL-4 si pot juca un rol de primer Th2 in rdspunsul imun la om (14).

O proprictate comund a alergenelor este potentialul lor de a genera rispunsul
citokinelor Th2. Dermatophagoides pteromyssimus (Der.pl), promoteazi rispunsul tip
Th2 prin modularea balaniei dintre 1L-4 si I[FN-gamma ( 15 ). Alergenii din hrani indué
rdspunsuri proliferative si productia de citokine de cdtre PBMC la copiii cu dermatite
atopice produse de alergenele din alune. Dupi stimularea cu exiract de aluns, CD4+
prolifereazi corelat cu o semnificaliva crestere a expresici mRNA IL-4. Deci, principala
populatie de limfocite T ce raspund proliferativ, este diferitd dupi tratarea cu extractul de
alune si stimularea policlonald a PBMC de la subiectii cu dermatite atopice la cars,
preferential prolifereazd CD28+, ceea ce se coreleazid imunologic cu rata productiei de
IL-4/]FN-gamma ( 16 ). .

Eozinofilele, mastocitele si limfocitele T contribuie in diferite grade la
cxprimarca 1L-4 si IL-5 in fazele tarzii ale alergiei cutanate la subiectii atopici. Se sustine
cd, totusi, celulele T CD3+ nu au abilitatea de a depozita si concentra cantititi suficiente
de aceste citokine, pentru a induce o imunocombatere eficientd. (17).
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IL-4 cste o citokind imunoreglatoare care induce proliferarca si difercnticrea
fenotipului Th2 si intervine important in inducerea sintezei de IgE. Rozinofilcle inalt
purificate de la subieci alergici exprimd mRNA. IL-4, citokind depozitatd in granulatiilc
specifice, putind fi astfel, o importantd sursd de IL-4 la locul inflamatiei alergice.
Eozinofilele pot actiona ca celule imunomodulatoare, amplificind reactia la alergic
prin aparitia limfocitelor Th2 si prin inducerea schimbdrii in limfocitele B umane a
izotipului IgE (18).

Inflamatia din astm si alte afecfiuni alergice se caracterizeazd prin productia
excesivd de IgE si prin influx de leucocite, indeoscbi eozinofile. IL4 §i IL-5 sunt
esentiale pentru productia de IgE de citre mastocite, in conditii alergice in care
glucocorticoizii sunt larg utilizati in terapie. Mastocitele care sunt foarte sensibile la
glucocorticoizi exprimd mRNA IL-4 si IL-5 (19).

Anticorpii monoclonali anti-IL-4 inhibd productia de IgE, dar nu afecteazi
eozinofilia clilor aeriene sau hiperreactivitatea acestora. Pe de altd parte, anticorpii
monoclonali anti-IL-5 inhib3 eozinofilia cdilor aeriene, dar nu afecteazi productia de IgE.
Combinarea acestor doudl tipuri de anticorpi inhibd productia de IgE , eozinofilia si
hipcrreact'n'vitatea cdilor acriene. Toate acestc teste s-au fdcut la soareci dupd 3 inhaldri de
antigeni, constatindu-se crestereca numirului de cozinofile in fluidul bronhoalveolat, ca si
a nivelului seric al antigenilor spccifici IgE (20).

Familia factorilor de transcricre NFAT (Factor Nuclear al T Activate) regleazi in
timpul rispunsului imun, cxpresia multor gene care codificd citokine imunoreglatoare.
Proteina NFAT sc exprimd si {unctioncezd in limfocitcle T si B, in mastocite gi NK.
Soarecii deficicn{i in NFAT cu inflamatii alergicc exprimd o eozinofilic marcati. In vitro,
limfocitele T din ganglionii limfatici ai acestor animale, restimulate cu antigeni, exprima
cantit3ti crescute dc mRNA pentru citokincle 1L-4, IL-5 si IL-13 (citokine Th2).

Aparitia cozinofilici depinde d: hiperexpresia 1L-4 si IL-5, dat fiind ci aceasta
este inhibatd de anticorpii la acestc citokine. Prezenta NFAT-1 ar putea inhiba reactia
alergici, probabil prin interferarca cclulclor Th2 (21). Activarca cozinofilelor in
inflamatia alergici cstc mecdiatd, in parte, de chemoatractan{i si de citokinele Th2.
Inducerea fosforildrii PK-B din cozinofilcle umane estc determinati de 1L-4 si IL-5 gi de
chemoatractantii PAF (Plakectar Activator Factor), C5a si RANTES, relevind un larg
profil de activare.

In eozinofilele umane, citokinele tip Th2 activeazi diferite c3i de transductic a
semnalului  Pi3K (posfatidil inozitol 3-Kinaza) si a MAP (Mitogen Activator
Proteinkinaza), cu consecin{c {unclionale distincte, ceea ce subliniazi reglarea complex3
a functiei efectoarc a cozinofilelor (22).

IL-4 s1 ICAM-1 sunt implicate in patogencza bolii alergice. La pacientii cu rinite
alergice, nivelul ICAM-1 solubil si al IL-4 din ser si din fluidul care acoperi epiteliul
nazal, variazd cu sczonul. Estc posibil ca in patogencza acestor afectiuni, II.-4 si
actioneze ca un eventual supresor al ICAM-1 solubil. Aceastd moleculd de adeziune este
inalt reglatd in etapa timpurie a sezonului, iar in etapa mijlocic este slab reglati dar
insotitd de cresterea nivelului 1L-4. ir. etapele mijlocie si tarzie, s-a stabilit o corelatie
negativa intre nivelele serice de ICAM-1 si IL-4 (23). '

La soarecii cu granuloam ¢ de Schistosoma, deficitari sau nu in IL-4, ca si la cei de
control, s-a cxplorat originca si reglarca IFN-gamma. Granuloamele la soarecii C57Bl/6
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normali sau deficitari in IL-4, secretd putin IFN-gamma si nu se constati polarizarea Thl,
de unde concluzia ca, granuloamele contin putine celule aple sd sintetizeze IFN-gamma
sau ci, asemenea celule se afld sub un strict control. in schimb, ele pot elabora IL-10 si
TGF-beta, care la rindul lor, pot regla sinteza de IFN-gamma. Analiza IFN-gamma
intracitoplasmatic confirmi faptul ci unele limfocite T Thy 1.2+ (CD8+ si CD4+)
elaboreazi aceasti citokina.

Granuloamele contin celule NK 1.1+, dar produc foarte putin sau deloc
IFN-gamma. Thy 1.2+ purificate din granuloame, secret3d IFN-gamma in vitro, in timp ce
NK 1.1+ izolate secretd pufin chiar atunci cind sunt stimulate. De aici concluzia ci, la
soarecii deficienti in IL-4, IFN-gamma din granuloame provine din limfocitele T i nu
din NK si c, de asemenea, IFN-gamma este reglat de citre IL-10 gi TGF-beta (24).

Citokinele Th2 IL-4 gi IL-13 induc in mononuclearele umane, expresia
unui subset distinct de gene §i in functic de dozi gi timp, induc nivele scizute de mRNA
IL-1RI si IL-1RII. IFN-gamma inhibi la nivel transcrip{ional cregterea acestor mRNA, ca
si IL-10 care inhiba expresia acestor gene in mononuclearele stimulate cu IL-4/IL-13.
Inhibarea II.-1R indusd de IFN-gamma si IL-10 nu afecteazi gena IL-4R, si in
consccinid, nu este afectatla nici cuplarea IL-4 la celuld. Totusi, supresia genei IL-1R este
asociatd cu sciderca tirozinfosforildrii si cu translocarea nucleard a factorului de
transcrierc Stat-6 indusd dc 1L-4/IL-13. Exista astfel, un potential mecanism prin care
JFN-gamma si IL-10 pot media clccte supresoare, antagonizand abilitatea acestor citokine
de a inducc in monocite, expresia cresculd a genelor IL-1RI si IL-1RII (25).

Legarca CD44 la hialuronan cste cheia proinflamatorie care regleazdi adeziunea
limfocitelor si monocitelor, ca si productia de citokine. S-a stabilit ci IL-1-alpha,
IL-1-beta, IL-3, GM-CSF s1 TNF-alpha, ca si LPS bactericne determind direct cuplarea
mononuclearclor din siangele periferic, la hialuronan. TNF-alpha, ca factor derivat din
limfocite, activeazd mononuclearcle pentru a se cupla cu hialuronanul. Dimpotrivi, IL-4
st IL-13 uman sunt potenti inhibitori ai acestei cupldri indusd de citokinele mentionate
din scrul uman. IL-10 singur inducc cuplarca hialuronanului la CD44 monocitic §i o
inhibd pe cea indusd de 1L-1(26).

Mastocitele sunt implicate In patogencza (ibrozelor, deoarece numirul lor
creste in reactiile infllamatorii cronice. Mastocitcle umanc stimuleazi proliferarea
[ibroblastclor dupd contactul cell-to-cell. Cocultivarca timp de 18 ore a mastocitelor
umanc linia HMC-1, dublcazi prolifcrarca [ibroblastclor normale din picle, proces
sustinut si dc IL-4. Acest clect insd, poate fi abrogat prin cocultivarea mastocitelor cu
[ibroblaste si un anticorp anti-IL-4 (27). IL-4 induce homotipic agregarea mastocitelor
umang, prin activarca moleculclor de adeziune LFA-1/ICAM-1 si, de asemenea, a celor
din sangele cordonului ombilical in prezenta SCF (Factorul Celulei Stem) si a IL-6.

IL-4 creste expresia LFA-1 (Lymphocyte Function Association Antigen-1) si
ICAM-], dar nu a VLA (Very Late Antigen) sau VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molccules). Anticorpi monoclonali ncutralizcazi specific LFA-1, iar ICAM-1 inhib&
agregarca mastocitclor homotipice indusi de IL-4, de unde concluzia ci agregarea este
principalmente mcdiatd de interactiunca LFA-1/ICAM-1 contribuind astfel la migrarea
accestor celule in {esuturile inflamate si la interaciiunea cu celelalte celule inflamatorii,
prin reglarca moleculelor de adeziune (28).
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IL-4 mRNA derivat din mastocitc cste indus in mdduva osoasd prin MHC clasa 1I,
dependent de semnalizarca unei cdi patologice. Mastocitele mediate de MHC cl.I
dependent de T, duc la transcricrea 1L-4 si la eliberarea proteinei.

Dozele de ovalbumina 323-339 determind productia de IL-2 de cédtre un hibridom
T specific si cresc transcrierea IL-4 in mastocite. Productia independentd de IgE a IL-4 de
citre mastocite este rezultatul unei interacliuni cu limfocitele T CD4, interactiune critici
pentru apari{ia raspunsului Th2 (29).

IL-4 are un rol important si in funclia diverselor celule imunocompetente si in
fiziopatologia diferitelor afectiuni ale sistemului nervos central. Astfel, astrocitele
exprimd mRNA IL-4R, dar nu secretd IL-4, care, se siie, inhibd productia de NO si
expresia INOS indusi de stimularea cu LPS. In schimb, secretd pujin TNF-alpha si
exprima slab ICAM-1. Citokina induce sccrelia de NGF de citre astrocite gi sinergizeaz
cu LPS si TNF-alpha. Astfcl, sc sugercaza ca IL-4 arc un rol important in sistemul nervos
central, fiind atdt un factor neurotrofic cat si unul imunosupresiv (30).

Interventia IL-4 in productia de IL-3 sc confirmd in urma adausului de anticorpi
anti-IL-4, la limfocitele T stimulatc CD3/CD28. Anticorpii neutralizanti anti-IL-4 induc o
drastic reducere a sintezei de IL-3 in cclulele T activate, in timp ce secretia de GM-C8F
este independentd do neutralizarca IL-4 cndogena.

Productia de IL-3 de cétre cclulele Th este semnificativ inhibatd de IFN-alpha, dar
este stimulati de CD3/CD28. Adausul dc IL-4 exogen duce la cresterea semnificatival
(cu 23%) a nivelului IL-3 in supcrnatant, in timp cc altz citokine precum IFN-gamma §i
IL-10, nu influcnicazd claborarca de IL3. Sintcza dc citokine influentati de 1L.-4
este specificd tipului celular, relevand un efect stimulator difercngiat, asupra productiei
de IL-3 (31).

IL-4 si limfocitcle B

IL-4 participd si la productia de IgE avind rol dc pivot in dezvoltarea limfocitelor
B care secrctd IgE, atat la soarcci cét si la om. Activeazid clasele de IgGl si IgE in
celulele B murine, la rdndul lor activate dc LPS. Estc implicatd i in inducerea
réspunsului IgE in vivo. Cum s-a mentionat, cclulele Th2 secretd IL-4 §i IL-5 (32).
Pentru ‘a induce proliferarca limfocilelor murine B inactive si formarea de izotipuri din
IgM si IgD in IgGl si IgE sunt suficienti ligandul CD40 si IL-4. Celulele B exprimi
IgG1 dupa 3 diviziuni, si IgE, dupd cinci. Probabilitatca schimbarii izotipurilor la fiecare
diviziune este independentd de timpul poststimulare si de doza de ligand.. Concentratia de
IL-4 regleazd numarul diviziunilor care preced izotipul schimbat. Pierderea IgM si IgD
de la suprafata celulelor este, dc asemcnca, legatd de diviziunea celulard si pare a fi
reglata diferit. Proliferarca limfocitclor B cste tipic asincroni fafa de proportia celulelor
in diviziuni conseculive, fiind marcatd dc concentratia ligandului si a IL-4.

Asincronia ciclului de diviziune rezultatd din variatia dependenti de dozi si timp,
duce la intrarea in primul ciclu de diviziune. Expansiunea limfocitelor B, dependents de
T este legatd dc schimbarea functici cea ce poate explica, in parte, de ce IgE este
produs ca raspuns la stimularea prelungita (33).
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iL-4 si CD40 stimu.eazi transcrierea lui CD23 murin Fc cepsilon RII(CD23)
in limfocitele B, care sunt necesare pentru expresia genei germinale epsilon si
pentru productia de IgE. CD23 este implicat in reglarea IgE, iar IL-4 si CD40 regleazi
CD23 si genele epsilon. Se stie cd CD23 are rol reglator prin feed-back negativ
asupra raspunsului IgE.

Stimularea expresiei CD23 de citre 1L-4 inifiazii procese fiziologice ce regleazi
productia de IgE si, de asemenea, prin participarea unor proteine nucleare activate de
IL-4 numite NF-IL-4, IL-4 STAT sau STAT-6. Céteva elemento discrete ale genei CD23
din care unele au omologii cu locurile de cuplare ale factorilor de transcriere NF-IL-4 si
NF-kB, sunt necesare pentru inducerea IL-4 (34).

CD40 are rol de mediator critic in colaborarea limfocitelor T/B. Elaborarea IgE
este clar dependentd de semnalele costimulatorii ale interactiunii CD40/CD40 ligand sau
ale mitogenilor celulelor B. Activitatea independetd a IL-4 la soarecii injectafi cu CD40,
este sustinutd de faptul c3 anticorpii anti-CD40 au permis inducerea IgE circulante, in
conditiile in care goarecii sunt injectati si cu IL-4 (35).

CD23 este un antigen ce activeazi limfocitele B, implicdndu-se in proliferarea
acestora si in productia de IgE. CD23 (a) este o izoformd care so exprimé constitutiv in
limfocitele B, iar CD23 (b) este indus specific de IL-4 sau de un stimul selectiv
mitogenic. CD23 cstc produsul unei gene rapid activatdi de IL-4 in osiulele B
umane inactive.

Factorul nuclear NF-IL-4/CD23 carc cupleazi elementul responsiv IL4RE al
promotorului CD23 (b) aparlindnd celulelor B din tonsilele umane purificate, apare la
5 minutc dupd tratamentul cu IL-4 (36).

Soarecii supusi la alergeni chimici exprimd mRNA IL-4. Aga cum s-a obssrvat,
diferitele clasc de alergeni chimici provoacd la soareci rdspuns imun distinct esprimat
prin aparifia sccrefici sclective de citokine limfocitare in nodulii limfatiei, Expunerea
cronicd la alergeni chimici a ciilor respiratorii ale soarccilor, conduce la productia inaits
de IL-4 dc citre cclulele nodulilor limfatici, citokini necesard pentru dezvoltarea
raspunsului prin anticorpi IgE.

Expunerea soarccilor la alcrgeni de contact induce nivele joase de IL-4. Joaresil
expusi la concentralii de anhidridd trimeliticd (TMA) care este un alergen al cliilor
respiratorii, sau la DNCB (2,4-dinitrochlorbenzen), alergen de contact, conduce la o
suficientd productie de IL.-4, productic reglatd cel putin la nivel transcriptional (37).

Actiunca conalbuminei asupra tractului respirator de la soarece declangeazl
rispunsul alergic via limfocitele Th2 si expresia IgE seric-specificl infiltratd in mucoasa
cdilor aeriene. Limfocitcle Th2 stimulate de conalbumini si transferate, arati nivele tnalte
ale IL-4 si IL-5 in fluidul bronhiolar si concomitent, o eozinofilie mucosala crescutd (38).

Tratarea in vitro timp de 7 zile a PBMC pacientilor alergici la polen cu extract
de polen, urmatd de restimularea acestora 24 de ore cu PHA si PMA pentru ampli-
ficarca productici dc citokine, determind o secrefie crescutd de IL-4 si IL-5. S-a
conclus cd, cresterca temporard in IgE sericd, poate fi o consecin{d a productiei
crescute de IL-4 datoratd expunerii la alergeni (39). Rinitele induse de alergeni sunt
asociate cu cresterca localdi a mRNA IL-4, cu lantul greu al IgE (Cepsilon) s5i a
promotorului acestuia RNA(Ipsilon). Promotarea cu glicocorticoizi topicali inhibi
cresterea in aceste transcripte.

30

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



in timpul sezonului cu polen, biopsiile de pe comctul inl"cn'ol' al alergicilor, aratd
o semnificativd expresie a RNA+ Cepsilon si Ipsilon, in celule. In ambele grupe de
subiccli tratati si netratati cu steroizi topicali, numirul celulelor CD20+ este neschimbat.
Clasa de IgE apare local in mucoasa nazald a celor cu rinite alergice sezoniere, rdspuns
care poate fi schimbat prin strategia contra producerii de IgE locala (40).

IL-4 si IL-5 produse de Th2 si ThO dar nu de Thl, sunt citokine cu rol important
in productia de IgE si eozinofile. Reactiile citokinelor au fost constatate in acelasi timp,
in boli parazitare si alergice. In diferite alte stdri pa‘ologice se constati ci cele doud
citokine nu apar sincron (41).

Interleukina-4 are un rol important in infectiile helmintice, determindnd nivele
serice ridicate de IgE si IgG4. Nivclele ridicate de IgE, generate de IL-4 in limfocitele B
imature, mediaz# reac{ia de hipcrsensibilitate imediatd prin cuplarea limfokinei la
suprafata bazofilelor si mastocitelor. La soareci, IL-4 exogen induce cresterea similard a
IgE si IgG1 (comparabil cu IgG4 uman), atat in vivo ct si in vitro (42). Reactia alergicl
indus de viermii parazi{i, se caractcrizeazd prin induciia de celule Th2, care secretd
citokinele IL-4, IL-5 si IL-13 cc determind, la randul lor, inductia de IgE si eozinofile.

Limfocitele T au un rol in cxpulzarca nematodclor gastrointestinale. Astfel,
soarecii 1L-4(-/-) au capacitaica dc a cxpulza nematodul Nippostrongylus brasiliensis,
desi s-a crezut cd IL-4 ar avca accst rol. Dacd IL-4 nu arc un rol in medierca eliminirii
nematodului, s-a propus cxisten{a altui mccanism. S-a constatat ci la soarecii IL-13 (-/-)
parazita{i si trata{i cu IL-13 exogend, numirul viermilor cra redus. La aceste animale se
declanscazé o hiperplazic a celulelor goblet, care in mod normal coincide cu eliminarea
viermilor.' Deci, 1L-13 mediat de cclulcle Th2 este legat de productia de mucus intestinal
care astfel are capacitatca de a climina viermii,avand ast{el un rol unic in eliminarea
parazitilor (43).

Semnalizareca STAT-6 nu cste reclamatd pentru amplificarca productiei IgGl
de citre IL-4, si inhibd mastocitoza mucoasci indusi de 1L-4. IL-13, IL-4R-alpha gi
STAT-6 carc sunt reclamate pentru expulzarca nematodului Nippostrongylus brasiliensis,
parazit gastrointestinal la soareci. Paradoxul aparent al cxpulzirii parazitului la goarecii
cu deficit de IL-4 sc cxplicd prin faptul cd aclioncazd IL-4R-alpha si STAT-6. Un
antagonist specific pentru IL-13, alt activator al STAT-6 via IL-4R-alpha, previne
expulzarea viermului. De aici idcea cd, cxpulzarca viermului reclami semnalizare via
IL-4R-alpha §i STAT-6. scmnalizarca indusi de IL-13 fiind mai importanti decét cea
indusi de 1L-4 (44).

IL-4 produs in vivo de filarii (infectia cu larve si adulii) cste esentiald pentru
inductia supresici proliferarii, dar nu reprezinta [actorul supresiv direct al parazitului.
Stadiul microfilarial al parazitului induce produciia de IFN-gamma si nu genereazi o
forma de supresie similara cu cca indusi de 11.-4 (45,46).

Receptorul 1L-4 (IL-4R)

Actiunea 1L-4 pe celulele tintd este mediatd de IL-4R care, cel putin in celulele
limfoide, este format dintr-un lan{ alpha si unul beta. Lan{ul gamma raspunde de inalta
afinitate a receptorului pentru IL-2 si IL-7. Linia de celule leucemice monocitare THP-1
s1 mono-mac-6 nu exprimd RNA lan{ gamma, dar IL-2R lant gamma este prezent in
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mononuclcarcle primare umanc. In timp ce mRNA IL-2R-alpha cste inalt reglat (dc 3
ori), acest efcct pozitiv nu este prezent si la nivelul proteinci de la suprafaja celulei. in
contrasl cu expresia lantului gamma constitutiv , expresia lan{ului IL-4R-gamma nu s-a
dctectat cu anticorp specific. Totusi, RT-PCR aratd prezenta mRNA IL-4 lan{ gamma in
linia celulard mono-mac-6 sugerdndu-se astfel cd reactivitatea scazutd a celulelor la IL-4
se corcleazi cu expresia scizuti a lantului gamma (47).

Componenta IL-4R de pe mononucleare, include lan{ul alpha de 140kD si lanful
IL-2R-gamma c, care, in mod normal diminueazi pentru semnalizarea delta R. Nivelele
mRNA pentru lanful gamma ca si abilitatea IL-4 de a regla productia TNF-alpha indusd
de TNF sunt foarte scizute in mononuclearele cultivate timp de 7 zile.

IL-4 regleazi slab productia de IL-1-beta in aceste mononucleare care nu exprimi
proteina gamma c de 64kD activi func{ional, ceea ce se coreleazi cu activitatea scizutd a
STAT-6 indusé de citre IL-4. Anticorpii anti- gamma c §i mutantele IL-4 nu pot cupla
lantul gamma c, ceea ce aratd ci IL-4 poate supresa productia de IL-1 beta, dar nu de
TNF-alpha in mononucleareale stimulate cu LPS in prezenta lanfului gamma ¢ slab sau
deloc functional.

fn celulele U937 care exprimi lanjul gamma c §i activate cu LPS/PMA, productia
de TNF-alpha si IL-1-beta este scizutd. Se conclude ci diferitele rispunsuri functionale
ale IL-4 in mononuclcarcle si macrofagelc umane sunt reglate de diferite configuratii
ale IL-4R (4). '

IL-4R-alpha contine o sccvenid (488 PLVIAGNPAYRSFSD) numitd motif I4R
(Insulin IL-4R). Mutatia Tyr 497 centrale in Phe, blocheazi tirozinfosforilarea IRS-1 gi
ca raspuns la IL-4 diminucaza prolifcrarea. Motiful I4R prezintd locuri de cuplare pentru
citcva proteine ce contin domeniul cuplarii proteintirozinei (PT-B), cum sunt IRS-1 si
Shc si potential, domeniul 2 Src omolog cu STAT-6.

Schimbarea reziduurilor conservate amonte si aval de Tyr central cu Ala din
hIL-4R-alpha in scopul analizei functiei. I4R in reglarea semnalizirii 1L-4, are abilitatea
de a scmnaliza tirozinfosforilarca IRS-2 si STAT-6, inducénd activitatea de cuplare la
DNA si activitateca CD23, ca rispuns la IL-4. Mutatii in reziduul aval de Tyr 497
preccum sunt Arg 498 sau Phe 500, cu Ala, nu au clect pe nici unul din aceste réspunsuri
sugerdnd ¢d motiful [4R nu ar (i important pentru interactiunca domeniului 2 omolog ¢u
Src functional. Totusi, mutagencza lui Pro 488 cu Ala (488 A), scade oarecum
tirozinfosforilarca lui IRS-2 si o suprimai pe a lui STAT-6, scade aclivitatea de cuplare la
DNA si inductia CD23 ca raspuns la IL-4. Deci, motiful I4R are un rol important in
reglarca IRS si prin accsta reglcaza activitatca STAT-6 (49).

IL-4 si IFN-alpha activeazd independent STAT-1 si STAT-6, ambele cuplind la
IRF-1 (fragment promotorial al gencei de 1,3pb). Afinitatea STAT-1 pentru IRF-1 este
mai inaltd decat a lui STAT-6. Cand nivelele de STAT-1 sunt scizute, STAT-6 poate
competifiona cu accasta, pentru ocuparca SEB (Elemente de cuplare STAT pe promotorut
genci IRF-1), astfel cd in acest mod poate supresa transcrierea genei IRF-1 stimulati de
IFN-gamma. Supresia poate {i atenuatd. dar accasta pe misurd ce cantitatea de STAT-1
fatd de STAT-6 creste in celulele tratate cu cantitdyi mari de IFN-gamma care inlocuiesc
STAT-6 (50).

Lantul gamma din complexul receptorului de inaltd afinitate pentru IL-2, intrd §i
in complexul receptorutui pentru I1.-4 si este prezent in celulele trofoblastului, ca si in
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cclulcle liniei de coriocarcinom. Nici unul din receptorii acestei linii celularc nu detin
lan(urile alpha si beta IL-2R, dar delin lanturile alpha ale IL-4R si IL-7R. Lanturile
gamma si mRNA IL-4R si IL-7R sunt detectabile in trofoblastele placentare umane care
hibridizeazi in situ. Se consideri c3 IL-4 si IL-7 sunt implicate in functiile trofoblastelor
(51). Lantul gamma c este un component critic al receptorilor pentru IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9 si IL-15. Macrofagele de soareci deficitare in acest lant, nu aratd diferente in
numirul absolut, comparativ cu animalele care au macrofage cu gamma c +. Se apreciazii
ci semnalizarea prin lanful gamma c nu este esentiald pentru diferentierea macrofegelor
de soarece. La acestia, rispunsurile IL-4 gi IL-13 ar putea fi complet inhibate cu
antagonigti IL-4. Se sugereazd cd toate rispunsurile observate la IL-13 trec prin
receptorul tip II, pe care il fac receptor primar complex de semnalizare pentru IL-13 in
macrofagele de soarece (52).

 Subunitatea IL-2R-gamma este un component comun al receptorilor pentru IL-4,
IL-7, IL-9 si IL-15. Linia de mastocite MC/9 exprimid constitutiv lanful gamma ¢ i
prolifereazd sub actiunea 1L-4 si IL-13, dar numai rispunsul la IL-4 este blocat de
anticorpi monoclonali anti-gamma c.

Dupa transfectarca cclulelor plasmocitomului B9 gamma ¢ negativ cu lungime
deplind (m-gamma) sau a cDNA gamma c [drd coadd ciloplasmaticd (m- gamma t), ce
reaclioneazd la IL-4 si IL-13, rdspunsul proliferativ la IL-4 a fost afectat numai de
expresia de suprafatd a moleculclor gamma c.

Inabilitatca cxpresici m- gamma sau m-gamma 1 de a afecta proliferarea indusé de
IL-13 in celulcle plasmocitomului BY, aratd cd lantul gama c nu contribuie la formarea
IL-13R si nu functioncazd ca o subunitatc disputatd a JL-4R si IL-13R. Se sugereazi
astfel cd, existd doi receptori 1L-4 distinc(i, din carc unul este independent de lanful
gamma c (53).

IL-4 si 1L-13 acliveazd pe cale comund tirozinkinazcle Jak-2 si STAT-6 in
celulele epiteliului vascular in culturd, dar nu implicd lan{ul gamma c. Aceste doud
citokine actioncazd [iccarc pc cclulele cpiteliale umane pentru a induce expresia
moleculelor de adcziunc celulard pe celulele hematopoictice. Raspunsul IL-4 poate fi
mediat {ic pe calca dc scmnalizare ce implicd subunitatca gamina e- comund receptoriloor
IL-2; 1L-4, IL-7, IL-9 si IL-15, fic pe calea independentd de lantul gamma c, ce poate fi
alternativ activatd dc IL-13. Ca s1 IL-4, IL-13 activeazd o proteintirozinkinazi care
fosforileazd proteina cc cupleazi IL-4R. Ficcare din ccle doud citokine, induce
fosforilarea tirozinkinazei Jak-2 si poate cupla factorul de transcriere STAT-6 la o
secventd nucleotid consens. Sc conclude ¢ in celulele cpilcliale, IL-4 implicd calea
IL-13, care este independenta de gamma c si foloscste semnalizarea Jak-2-STAT-6 (54).

Cum supraviefuiesc limfocitele T CD4+ de rezervd, a cdror viatd in vivo are un
»,» half-life” de o sdptdmaina, iar in vitro de 24 dc ore ? Supravictuirea lor in vitro este
promotatd de citokincle 1L-4 si IL-7. carc pot asigura viata limfocitelor T CD4+ prin
mentinerea nivelelor proteinclor ce promoteaza supravictuirca, cum sunt Bel-2 si Bel-XI,
st care scad rapid in urma izolarii limfocitclor T de rczervd din organism, mentinute in
culturd de cétre 1L.-4.

IL-4R semnalizeazd prin Jak-1 si Jak-3/STAT-6, dar surprinzitor, in cazul
salvarii de apoptoza a limfocitelor T via IL-4, accasta sc face intr-o manier3 independenti
de STAT-6. Ar fi aceasta o cale noud pentru facilitarca variabilitatii limfocitelor T (55).
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Studitle cu soarecii deficienti in STAT-6, au ardlal ¢d accastd proteimni este necesarid
pentra proliferarca normald a limfocitelor ca raspuns la IL-4. Limfocitcle deficiente in
STAT-6, carc trec dupa stimularca cu J1.-4 din faza Gl in faza S, sunt mai pulin
numeroase decét la animalcle de control.

in limfocitele deficiente in STAT-6. p27kip-1 se exprima la nivele semnificativ
mai inalte dupa stimularca cu 11 -4, ccca ce conduce la scaderea activérii kinazei asociatd
cu =dk-2 . Nivele inalte dc p27kip-1 sc constata si dupd stimularea cu IL-12 a lim{ocitelor
deficicnte in IL-4. Sc conclude astfel cd, proteinele STAT pot controla rdspunsul
proliferativ al limfocitelor T indus de citokine, prin inhibarea expresici inhibitorilor
ciclului celular, astfel incit complexele ciclind-cdk promoteazi trecerea din faza Gl in
faza S a ciclului cclular (56).

IL-4 si HIV

Replicarca preferentiald a HIV in celulele Thl sau Th2, altercazi delicata balan{d
a reactici imunitare. La 3-14 zile postinfeciic, HIV se replicd la nivele similare in citeva
clone de limflocite Th, proces misurat prin clibcrarca p24 HIV si prin numarul total de
copii de gag RNA/RNA cclular total. Céand valorile s-au normalizat pentru celulele
viabile din citc 3 clonc din ficcare tip, in limfocitcle Thl se constatd de doud ori mai
mult RNA-HIV decit in celulele Th2. Dc asemenca, cateva tulpini HIV-1 monocitotrope
primarc sc replicd la nivele similare celor din celulele Thl si Th2. Este astfel subliniatd
importanta accstor doud subscturi de cclule Th in patogeneza HIV-SIDA, cu diferen{ierea
clonelor dupa abilitatca de a suporta replicarca HIV.

Clonele de limfocite T IFN-gamma+, IL-4 si IL-5 ncgative si de celule Th2
IFN-gamma ncgative, 1L-4 si IL-5+ dc la ci{iva donon sé@nitosi, exprimi nivele similare
dc CD4 si cativa colactori ai receptorilor chemokinclor necesari penetririi virusului in
celule. Dupa activare. cele doud clone relevd nivele similare de reverstranscriere §i de
intrare a virusului in celule (57).

Analiza citofotometricd a 1L-4 din sangele pacicengilor cu SIDA carc sunt practic
lipsiti de cclule CD4+, dcmonstreaza cd accastd citokind este sceretatd de celulele CD3-,
CD4-, CD8-. CD56-, CDI19- si CD14-, cclule carc au si rol de helper pentru sinteza Ig.
Dec ascmenca, cle pot fi o sursd importantd de IL-4 in cadrul unci varictiti de reactii
imunologice (58).

Ceclulcle dendritice pot proveni din mononuclearcle CD14 ale sangclui perifenc
cultivate cu GM-CSF si IL-4. Infcctate cu HIV-1 M-tropic, mononuclcarcle si celulele
dendritice mature aratd o blocare a revers-transcricrii, formandu-sec numat transcripte
timpurii carc pot fi amplificatec cu primerii pentru rcgiunca R/US. La 6 si 11 zile de
culturd cu GM-CSF si IL-4, cclulele dendritice maturc fac reverstranscriptaza completa
si. cdnd sunt folositi primerii LTR/gag, aratd un putcrnic scmnal.

Mononuclearcle din singe si celulele dendritice mature nu-s permisive pentru
replicarca HIV-1, in timp ce celulele dendritice imature pot {1 infectate productiv, dar
numai cu HIV-1 tropic. Virusul replicat in cclulele dendritice imature poate infecta
himflocitele T activate. Pentru a se produce replicarca virald in coculturd de celule T si CD
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dsle necesard exprimarca receptorilor pentru citokine functionale. Sc apreciaza ca. staditle
evolulici celulelor dendritice pot influenta interactiunca acestora cu HIV-1 céruia i
perniite replicarea (59). .

La femeile infectate cu HIV-1, biopsiile intracpiteliale din colul uterin aratd cd
limfocitele T din tractusul genital contin virusul, iar profilul mRNA de citokine tip Th2
care sunt imunoinhibilori pentru mucoasa colului cste dominant. Aceasta subliniazi
potentialul citotoxic afectal limfocitelor T CD8+ care contribuie la susceptibilitatea
femcilor HIV-1+ de a face infeclii recurente si neoplazii ale tractusului genital (60).

Celulele sarcomului Kaposi [rzcvent la cei cu SIDA, exprimi nivele inalte de
IL-4R in comparatic cu cclulcle normale ale piclii, astfel cd acest receptor reprezintd o
{intd atraclivd pentru (crapia anlicanccroasd. Sc aprcciazd cd o crestere cantitativd a
reccptorului se corelcazi si cu activarca ICAM-1 dependente de IL-4 (61).

fn timpul infectici cu HIV-1, 1L-4 si [L-13 reslaurcazd in vitro productia de IL-12
de ciitre mononuclearcle pacientilor infecta{i. Produclia de citokine proinflamatorii (IL-4,
IL-10, IL-13, TGF-beta si PGE2) poate i reglatd d: citiva factori de deactivare a
macrofagclor, ca si de reducerea praductici acestor cilokine. La cei infectali este afectatd
si productia medulard de PMBC, pretratarca acestora cu I1L-4 si 1L-13 permitind
amplificarca productici de IL-12. Restaurarca productici de 1L-12 de cétre citokinele tip
Th2 este oarccum surprinzitoare, dat fiind rolul antagonist mutual al 1L-12 si IL-4 in
activarca rcaclici cclulelor Thl sau Th2 ca rdspuns imun (62). Dupd imunizdrile inifiale,
raspunsul la antigenii HIV-1 este dominat de 1FN-gamma, IL-4 apdrand numai dupd
numeroase runde dc imunizarec [iind corclat temporar cu produciia de anticorpi
concomilent cu productia de 1L-4. De ascinenca, cantitatca de IFN-alpha din supernatant
declini, tar IL-10 cste nedetectabil (63).

S-a analizat in macrolage, clectul citokinelor IL-4 si 1L-13 asupra replicarii HIV,
in contextul maturdrii monocitelor infe-tate. In acest scop s-a folosit tulpina HIV-1 BaL
si tulpini clinice pentru stabilirea intr-un interval de 7 zile, a mecanismelor molcculare ale
acestui cfect, pe misura materializirii lor in macrofage. Cele doud citokine regleazi
cxpresia mRNA HIV si a genomului celular, 1L-4 amplificind transcricrca de 2-3 ori si
stimulind translocatia factorului de cuplare nuclear kB, inaintca amplificinii expresiei
RNA -H1V, dar fird clecte semnificative asupra reverstranscrierii. IL-4 amplificd CDI11b,
inhibd expresia CD26 si intdrzic pierderea lut CDI3, iar IL-13 arc efecte similare pe
CDI11b s1 CDI13, dar nu pe CD26.

IL-4 st IL-13 inhibd semnificativ replicarca HIV la nivelul transcrierii in
macrofagele provenite din mononucleare, in conditiile adausului pre-sau post infectie.
Asupra diferentierii mononuclearclor, cele doud citokine au efecte usor divergente,
influentate probabil, de translocarea factorilor nucleari kB, ceca ce este important pentru
replicarca HIV (64). _

Vpr HIV-1 influcn{caza replicarca virala si transcricrea in celula gazd3, modulind
astlel apoptoza limfocitelor T. In absenta activirii mediatd TCR, Vpr induce apoptoza, iar
in prezenta ei, intrerupe inductia acestcia. Reglarea apoptozei este legata de supresia
indusd de Vpr a activititii NF-kB via inductici Kappa BJ, carc cste un inhibitor al NF-kB.
Vpr suprescazd citokinele IL-2, IL-10, 1L-12, TNF-alpha si IL-4, toatc dependente de
NF-kB. Se poate astfel aprecia cd, uncle aspecte ale patogenici virale sunt consecinta
alterdrii de cdtre Vpr a functiilor celulare (65).
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11.-4 §i cancer ul

Considerand proprictatil: citokinei 1104 in ansamblul relatiilor imunitarc
complexe, cu abilitatca de a promota dezvoltarca limfocitelor T citotoxice (CTL) care
stopcazd sau icjecteazd celulele tumorale, s-au nifiat experimente in vederca prepardrii
unor vaccinuri utilizabile in lcrapia cancerului. Se stic cé citokinele au un rol important in
sistemul imunitar, pentru distrugerea celulelor tumorale. Astfel, interleukina-4 umand
recombinatd (rhlL-4) in viltro are efecte antiproliferative directe asupra celulelor
canceroasc pulmonare umane CC! 185, actiune ce poate fi stopatd cu anticorpi
neutralizanti anti-rhIL-4. Multe din functiile directe ale 1L-4 sunt tumorocidale direct dar
mai ales indirect.

IL-4 activeazd limfocitele B inactive si amplifica productia de IgE a acestora. in
plus, creste expresia IgE R (CD23) de slaba afinitate. Este si factor de crestere pentru
limfocitele T si activator al celulelor citotoxice. IL-4R se exprimi si pe alte tipuri celulare
cum sunt celulele endoteliale  si cele din tumorile de colon §i pldman, receptori ce
coexisti cu EGF-R in adenocarcinomul si carcinomul pulmonar cu celule scvamoase.
rhIL-4 arc clccte antiproliferative dirccte pe unele linii cclulare de carcinom pulmonar
atat in vitro cét si in vivo, cfccte corclate cu expresia IL-4R (66).

Cancerul pulmonar este liderul decesclor in SUA cu 157 cazuri anual din care
80% sunt carcinoame ale cclulelor mari (non small cell lung carcinoma-NSCLC). 1ar
rata supravictuirii c¢ste de numai 5%. In momentul precizérii diagnosticului, 70% din
pacicnti au mectastaze inclusiv cci cu tumori rezeclabile care, cu mare probabilitate,
pot evolua incurabil.

Imunolerapia sc sprijind pe ipoteza ci celulele tumorale poartd antigeni asociati
tumorii carce rispund imunologic specific, ceca ce ar permite claborarca unor vaccinuri,
anticanceroase. In modelele murine, aceste vaccinuri sc obfin din antigenii asociati
tumorii cu expuncerca la citokine. Astfel, s-a optat pentru IL-4 carc exercitd efecte
pleiomor(e pe celulele sistemulut imunitar si cndoteliul nescens si poale miri in
limfocitele BB antigenit de suprafatd ai CMH cl. 1. Dc asemcenca, poatc stimula cresterea
limfocitelor Th si a celor citotoxice, infiltra tvmorile cu limfocite si induce activarea
NK prin LAK.

11.-4 stimulcazi citotoxicitatea specificd a macrofagelor avand efect inhibitor
dircet asupra celulelor NSCLC izolate. Un vaccin antitumoral obtinut din I1.-4 determini
regresia unui cancer metastazant. Introducerca genei 1L-4 in celule derivate din {esut
tumoral uman oferi un mijloc de generare a unei cdi de dezagregare a tumorilor prin
adaus de celule stromale in care s-au transdus vectori cu gena 1L-4.

Celulele seerctoare de 1L-4 stimuleaza de 7.5 ori proliferarca limfocitelor autologe
din sdngele periferic, comparativ cu controlul (67). S-a urmirit efectul IL-4 asupra
expansiunii fenotipului antitumoral TIL (Tumor Infiltring Lymphocytes) provenit din
carcinomul renal uman RCC (Rcenal Cell Carcinoma). Desi s-a dovedit ci IL-2 este
csential pentru diferenticrea si prolilerarca a la long a CTL, s-a stabilit ca si 1L-4 este un
potent modulator al functiilor limfocitelor T, dcoarcce promolcazad atdt dezvoltarca TCL
in reactia limfocitelor mixtate alogenic cat si crestera timocitelor independent de IL-2.
Adausul de IL-4 induce cresterea celulelor TIL si cu accasta, activitate anlitumorali
autologda mai clicientd. In functic de dozi, IL-4 induce cresterca semnificalivd a
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proliferarii si cxpansiunii limfocitelor. Combinarca dozclor mici de IL-2 st 11.-4
promolcazi semnificativ cresterca numarului limfocitclor, in comparatic cu actliunca
singulard a IL-2 si estc benelicd la pacientii cu RCC, deoarece creste numarul celulclor
TIL activate (68). Se pare cd momentul sintezei I1.-4 ar coincide cu citotoxicitatea
celulelor T CD8+.

S-a constatat ¢ LAK si TIL sunt suse importantc pentru terapia adaptivd, dar
discrepanta dintre proliferare si citotoxicitale, in funcliec de concentrajia de IL-4,
sugereazi existenta diversclor cdi de generare a celulelor LAK. IL-4 afecteazi
diferentierea celulelor indcoscbi B si T si creste si men{ine TIL fard a altera actiunea
contra celulelor tumorale autologe.. Interleukina creste activitatea citotoxicd a celulelor
LAK si TIL de la om, contra celulelor autologe din melanom si alte tumori (69).

In terapia asociati cu IL-4 cxistd pericolul intoxicirii cardiace. Stimulind
productia de IgE, IL-4 amplifica proliferarea mastocitelor si creste adeziunea limfocitelor
la celulele endoteliale. Toxicitatca din faza clinicd I induce edem periferic §i periorbital,
ca §i toxicitate cardiaca (70).

fn ciuda absentci aproapc complcte a cozinofilclor, care de altfel nu au activitate
tumorocidald si infiltrcaza tumorile, ccle care exprimd IL-4 sunt cel pufin la fel de
eficiente in rejectarca accstora la soarcci IL-5(-/-), ca si la cei de tip sdlbatic. Totugi,
neutrofilele sunt prczentc in cantitili nediminuate si deplefia lor partiald restricteazi
cresterea tumorilor fiind astfcl responsabile de supresia acestora, cel putin partial.
Cresterea tumorilor carc sccretd 1L-5 nu cste afcctatd la soarccii tip sdlbatic sau la cei
IL-5(-/-), chiar in cazul in carc induc cozinofilia in ambele tulpini (71).

11-4 s IL-13 pot regla in culturd, cxpresia vnor prolcine , ca si aclivitatea
enzimaticd a celulclor carcinomului renal si epiteliului tubular. Citokinele claborate de
limfocitele T ar putca afecta cctopeptidazele de suprafad implicate in procesul adeziunii
celulelor tumorale. Inhibarca aminopeptidazelor si dipeptidil- peptidei 1V/CD26 ar putea
reprezenta o noud ipotczad dc supresarc a discmindrii cancerului (72).

Leucemia cronicd a limfocitclor T (LLC-T) este definitd ca leucemic posttimici a
celulelor T. Fenotipul dublu +(DP) CD4+ CDS8+ cste rar si aparc in timocite si in
limfocitele T periferice. Uncle linii DP exprimd mRNA IL-4 si produc nivele inalte de
IL-4, sugerand ca deriva din limflocitele T CD4+ periferice (73).

Cultivarea PBMC dec la pacienti cu miclom, tratati cu IL-4 si TNF alpha duce la
aparitia unor plasmocitc clonale, sugerand prezenta precursorilor circulan{i in singele
periferic. In aproape toate cazurile, sc constatd diferenticrea partiala a limfocitclor B,
prin detectarea lanturilor usoarc kappa si lambda. Sc sugereazd ci IL-4 si
TNF-alpha determind accastd difcrenticre a cclulelor B policlonale normale reziduale,
mai curind decit precursorii circulanti ai celulelor melanomului din sdngele pacientilor
cu melanom (74).

Comparativ cu insulina sau IL-4, in cclulcle tumorilor mamare primare IRS-1 (nu
IRS-2) existd o moleculd de semnalizarc predominantd activatd de IGF-1, asociatd cu
activarea mai sus{inutd a ciilor dc scmnalizare, cceca ce conduce la amplificarea cresterii
celulelor. Pe celulele liniei de carcinom mamar T47-D, IGF-I stimuleazd mai putin
tirozinfosforilarea IRS-1, deécat o fac insulina sau 1L-4 (75).

Celulele maligne din tesuturile tumorale produc citokine/factori de crestere care
influenteaz¥ cresterea tumorilor, imunogenicitatca acestora si raspunsul imun al gazdei.

37

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Limfocitele T ncoplazice CD4+ si CD8+ PTLL (Peripheral T-ccll Lymphoma) purificate
din nodulii limfatici sccretd cantititi mari de 1L-4 comparativ cu ccle nemaligne. 1L-4
estc cea mai potentd citokind care induce proliferarca in vitro si cresterea celulelor T
maligne. Dcoarece cste o citokind activatd local, cu un larg spectru de proprictdti
imunologice, reglarea productiei ¢i de citre IFN-gamma si IL-2 in limfocitele T maligne,
poate constilui un important parametru pentru imunoterapia specificd anticanceroasa.
Celulecle T maligne produc I1L-4, citokind tip Th2 ce actioneazi ca factor de crestere si
poate juca un rol critic in mecanismele bolii PTCL (76).
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INTERLEUKINA-7 (1L-7)

Interleukina- 7, o limfoproteind-1 (LP-1) a fost descoperiti in 1988 in linia
celulari stromali din miduva osoasi ce soareci, IXN/A6, transformati de SV-40. Aceastd
linie a fost studiatd in scopul analizei genei 1L-7, stabilindu-se ci, clona 1046 codifici
aceasti cilokind de 25kD. Celulele neadezive pro-B 220- si B 220+ separate din culturi
prelungite| de maduvi osoasd dc soarece, prolifercazi sub influenta IL-7. IL-7 induce
proliferarea celulelor precursoarc B si le mentine in culturd (1).

La om, gena IL-7 cstc formatd din 6 cxoni dispersaii intr-un locus de peste 33kb
lungime. Exonul 5 carc codificd 18 aminoacizi eslc abscnt insd, din gena IL-7 de soarece.
La nivclul périii codificante a genci IL-7 existd o omologie de 81% intre cDNA uman si
murin, de 73% in regiunca 5 nccodifican}d si dc 63% in regiunca 3’ necodificanti.
Compararta sccveniclor aminoacid dintre 'L-7 uman si murin relevi omologii de 60%.

IL-7 uman rccombinat (rhlL-7) are activitate prolifcrativi in maduva osoasi
umanad §i murind, in timp ce IL-7 murin recombinat (rmlIL-7) rclevd aceastd activitate
numai la murine.

cDNA IL-7 uman s-a izolat din linia cclulari dc hcpatom SK-HEP-1. in celulele
COS, cDNA uman dircctioncazd sintcza unui faclor cu capacitatca de a determina
cresterca celulclor pre-B. Clona umand IL-7 contine o regiunc codificantd de 534 pb, care
produce un polipeptid dc 177 aminoacizi ce include un peptid de scmnalizare de 25
aminoacizi. Reziduurile 70, 91 si 116 sunt locuri potentiale de N- glicozilare.

mlIL-7 are 14,9 kD grcutatc molcculard, iar dupd glicozilare atinge 25 kD. Este
format cin 124 reziduuri aminoacizi precedate de un peptid semnal de 25 aminoacizi.
Locurile potentiale de glicozilare sunt la nivelul aminoacizilor 69 si 90. Reziduurile 2, 33,
46, 91, 108 s1 120 sunt reziduuri de cisteind nccesare exprimdrii activitdtii biologice a
IL-7 murin. Transcriptele mRNA IL7 murin preparate din splind, timus, rinichi si ficat
sunt de 2,9; 2,6; 1,7 si respectiv 1,5 kD fiind exprimate la variate nivele in functie de
tesutul analizat dar, dc asemenca, pot depinde si dc procesarea diferentiata.

Interleukina -7 si limfocitele T
IL-7 poate fi importantd in activarca primard a cclulelor CD4+ umane naive
separate din sangele cordonului ombilical, celule care exprima IL-7R si rispund marcat la

IL-7 in timpul stimularii primare. 1L-7 induce dezvoltarea populatiilor de limfocite T care
produc cantititi mari de IL-4. Dc asemenea, cresterea IL-7 mireste productia de
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IFN-gamma si dc 1L-10 indusd de IL-2. Productia de I1.-4 indusd de IL—? nu csle
inhibatd dc anticorpi ncutralizan{i anti-IL-4R, dc undec aprecicrea cd HL.-7 actioneazd
dircct pentru induccrea dezvoltdrii  subsetului de limfocite Th2 si nu ulterior reglarii
productiei de 1L-4.

11.-7 potentcazi CD28 in costimularea proliferarii celulelor CD4+ naive si ulterior
in productia de IL-4. Costimularea CD28-IL-7 acliveazd primar CD4+, inducénd
exprimarca initiald a productiei de 1L-4 care, la rindul lui actioneazd pentru extinderea
celulclor care produc citokine tip Th2 (2).

Experimente pe soareci cu gena 1L-7 deletatd, oferd posibilitatea stabilirii rolului
citokinei IL-7. Astfel, soareci lipsiti de gena IL-7 au un numdr total redus de limfocite T,
dar raportul CD4/CD8 se pistrcazi in favoarea limfocitelor T alpha/beta, fa{i de
limfocitcle T gamma/delta. 1L-7 poate de asemenea, induce expresia receptorilor de
citokine si poate fi implicat n diferenticrea limfocitelor T alpha/beta sau delta/gamma
Sc pare cid, cstc un factor de crestere si diferentiere pentru celulele T delta/gamma. Se
conclude ci, 1L-7 nu cste numai un factor de fintretinere ci si unul de crestere a
limfocitelor T delta/gamma (3).

Exprimarea receptorului citoplasmatic CD23 de joasd afinitate pentru Ig E este
semnificativ cresculd prin costimularca cu PMA, Ca’'si IL-7 (1000U/ml). In prezenta
IL-7, ta 48 orc sc observd o acumulare a CD23 intracclular, ceca ce reprezintd un profil
diferit al expresici de supralatd a accstuia, cxpresic de varf la 72 de ore de culturd.
Eliberarca crescutd si productia bifazicd de CD23 pot duce la degradarea acceleratd a
receplorului datoritd acumularii excesive a agestuia.

Restimularea limfocitelor T CD4+ cu PMA si Ca’ in absenta lui I1L-7 schimbi
profilul productici de CD23 cu aparitia unui varl secund la 144 ore de culturd. Inductia
productici de CD23 de citre IL-7 este independenta de 1L-2, 1L-4, IL-9 si IL-15. Efectul
IL-7 nu poate (i anulat de nict unul din anticorpii anti-citokine mentionate. Aditia IL-7 la
subsctul specific CD4+ CD23+, poate amplifica adezivitatea celulelor T la monostratul de
celute parenchimale.

Moleculele de adeziune LFA-1 si VILA-4 raspund de cresterea adezivitatii
limfocitetor T activate CD<+ CD23 # cultivate in prezenta 1L-7.

Adesivitatea subseturtlor limfocitare CD44- CD23+  este anulatd cu anticorpi
anti-ILFA-1. VLA-4-aipha sau ICAM-1. Adausul in culturd de anticorpi monoclonali
anti- 1L-7 sau anti-1L-7R blocheasd adezivitatea la monostrat a celulelor CD4+ CD23+,
indusd de 11L-7. Se subhinmazd asticl ¢a, 11.-7 ar avea un rol si in reglarea nivelului de
exprimare a moleculelor de adeziune cu importantd in cooperarca celulara.

Limlocitele T din sangele periferic(PBM) preactivate cu PMA si Ca’' si activate
de IL-7 prezintd o expresice crescutd a CD23.

Investigarca exprimarit ui CD23 pe celulele PBT umane, activate de PHA de la
donorii saniatost demonstreazd ¢ accasta se exprimd numai pe CD4+ activale. Citometria
in flux releva ¢d CD4+ neactivate nu exprima CD23 detectabil. Adausul de IL-7
(1000U:ml ) 1a celulele CD4+ activate determina o crestere marcatd  (29%) a expresiei
CD23. Sc sugercaza ¢d independent de 1.-2, 1L-7 arc un efect reglator specific asupra
exprimdrii CD23. independent de 1L-2. Are abilitatea de a regla la 48 si respectiv 73 ore
de culturd. expresia DR-HLA si CD23 pe limfocitele T CD4+ activate. Celulele activate
cu PHA cultivate in prezenta lui IL-7 produc citokine de tipul Th2 (4,5,6).
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Celulcle T-CD4+CD45Ra+ din sangele cordonului ombilical uman exprimi C'Dw
127 (IL-7R) la nivele inalte, comparativ cu TCD44-CD45Ra+ adulte si produc atit 1L-2
cil si o mici cantitate de IFN-gamma cénd sunt stimulate cu PHA.

IL-7 induce productia de IL-2 in ambcle tipuri de limfocitc Thelper (Thl si Th2)
in culturile de limfocite T CD4+CD45Ra+ din singcle cordonului ombilical far3d
stimularea TCR. '

Printr-un mecanism de activare independent de antigen, IL-2 induce mentinerea
unei clone de celule T native cu potential de diferentiere in celule Th1 sau Th2 (7).

La soarecii deficienti in IL-7, expansiunea cclulclor limfoide este redusd, proces
ce nu se produce la nivelul miduvei osoase, splinei si timusului. Putinele timocite
prezente exprimid markeri CD4 si/sau CD8 asociati cu maturarea celulelor T. De
asemenea, in miduva osoasi s-a detectat un numar limitat de celule B, populatii reduse
sau distincte de celule T si B s-au gasit si in splina soarccilor deficienti in IL-7.S-a
demonstrat deci ,c3 expansiunca celulelor limfoide in organism este reglati si de
expunerea lor la IL-7 (8).

I1.-7 joacd un rol important in cresterea si diferenticrca limfocitelor T. Asa cum
s-a aritat anterior, IL-7 inducc cxpansiunca prelerentiali de timocite alpha
betat+ CD4-CD8-TCR sclectate de MHC clasa I, carc cxprimd reperioire V beta, sunt
producitoare potentiale de 1L-7 si distrug tintcle dependente de accasta (9).

IL-7 induce cresterca timocitelor de la soarccii la carc lipscste subpopulatia
CD44-, CD25-, cresterca accasta cste complet inhibatd prin adausul de IFN alpha sau
beta. De asemenca, in culturile de timus fetal, adausul de 1L-7 creste intens expansiunea
populatiei de timocite CD4-, CD8- CD44+, CD25+, iar IFN-alpha sau beta o inhiba.
Se conclude c3, interfcronii tip 1 inhiba prolilcrarca timocitelor normale indusi de IL-7,
dar nu blocheaza proccsul normal de difcrenticre (10).

Soarccii deficienti in 1L-7 aratd un dcfect timpuriu in limflopoiczd. Moartea
celulelor T este insotitd de pierderca puternicd a proteinet Bel-2 si de cresterea proportiei
relative de celule in stadiul GO/G1 al ciclului celular.

Culturile dc timocite imaturc tratatc cu IlI-7 dctermind suprarcglarca proteinei
Bcl-2 si supravietuirca cclulclor. Inainte de rcaranjarca rcceptorului antigen TCR
transductia semnalului indus de IL-7 este legatd de un mecanism anti-apoptozad si de
ciclul celular (11).

In culturile de timus fetal de sobolan, 1L-7 schimba calea difcrentierii timocitelor
TCR alpha/beta: intai prolifercaza cclulele CD8+ imature si ulterior celulele CD4+CD8+.

Migrarea timocitclor in afara lobulilor timici cste acceleratd si numarul zilnic de
emigran{i phi, beta, alpha - TCR maturi, creste in prezenta 1L-7. Dupa administrarea
IL-7, populatia de celule TCR alpha, beta, phi nu sc divide, sugerindu-se asifel ci
IL-7 induce diferentierca timocitclor. Preferential, au [(ost generate timocite
CD4-CD8+ mature.

Aditia IL-7 nu modificd maturarca TCR gamma/delta in timpul primelor zile de
culturd, dar numdrul lor creste brusc la 6 zile de culturd. Distribujia timocitelor cu
segmentele TCR-V alpha si TCR- V beta aparc modificata in lobulii timici.

Se conclude astfel c&, celulcle TCR-dclta-gamma apar tarziu in ontogenie, iar
IL-7 joacd un rol cheie peniru maturarca timocitclor TCR-alpha, beta si pentru
expansiunca celulelor TCR gamma/delta (12) astfel cd, IL-7 este un factor activ al
cresterii celulelor T.
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Faclorul celulclor stem  sinergizeazi cu IL-7 in stimularca prolifcrarii
progenitorilor T. IL-7 actioncaza ca un costimulator cu concavalina-A pentru a induce
prolifcrarea celulelor T murine purificate. » .

IL-7 este costimulator cu forbol miristat acetat (PMA) in procesul de p.oliferare a
limfocitelor T din sangele periferic.Creste citotoxicitatea celulelor TCD8+ umane,
diferentiind CTL. La soareci acfioneazi pe celulele TCD8+ pentru a induce CTL, dar
depcndént de IL-2 si IL-6. Este necesar pentru proliferarea timocitelor murine indusa de
IL-1. Induce LAK (Lymphokine Activated Killer) din celulele CD8+ izolate din
tesuturile limfoide periferice murine. Creste expresia moleculelor ICAM-1 pe melanocite
normale si pe cele maligne.

Interleukina-7 si limfocitele B

’

IL-7 este un factor de crestere al limfocitelor B, produs de celulele stromale ale
miduvei osoasc, si de cclulele din [oliculii limfoizi primari si centrii germinali.

Cclulele stromalc ale maduvei osoasce de soarece condifioncazi mediul de culturd
limfoida de lunga durati, cu principalul factor de crestere al celulelor pre-pro-B. IL7 este
una din citokincle ferm asociatd cu dezvoltarca timpurie a celulelor B. In sistemul de
culturd dat, cresterca celulclor pre-pro-B sc datorcazd complexului de asociere IL-7 cu
cofactorul derivat din celulele stromale medulare (13).

in culturi de tip pro-B, IL-7 pare sa fic aproape in intregime heterodimer, pe cind
in culturile pre-B cste un monomer. Molccula cofactor de aproximativ 30kD, care
migreaza poate si mentini viabilitatea, dar nu proliferarca celulelor pre-pro-B, dar nu s-a
identilicat incd celula de origine a acesteia (14).

IL-7 singur nu alccteazd productia de 1gG4 si IgE ce poate induce secretia de IL-4
din PBMC. iar productia de 1gG3 este usor stimulatd. Ascmenea lui IL-7, IL-9 prin lantul
comun gamma polenjeazd si stimuleazi in special productia de citre PBMC a 1gG4 si
IgE. 11.-4 si 11.-15 sunt total incficiente.

Potentarca productici de 1gG4 st 1¢gE nccesitd prezenta limfocitelor T, care
determind cresterea expresiel a doud molecule solubile CD23 si IL-9 ce favorizeazd
sinteza 1gE si 1gG4, CD23 si 11-9. Inhibarca cu anticorpi a acestor molecule inhib3 partial
sinicza IgE indusa de 1L-7 (15). '

In ovarcctomia practicati la soarcci, datoritd deficicnici in estrogeni se produce o
pierderc marcata a rezistentei. datoritd stimuldrii ostcoclastelor. In aceste conditii,
limfopoicza B cste stimulatd, producindu-se in mdduva osoasd o marcatd acumulare de
cclule pre-B B220). ;

Femelele de soarcce de 8 siptimani, cu {unclii ovarienc intacte, tratate cu IL-7
releva stimularca limfopoiczel in maduva osoasd, insotitd de o marcatd pierdere de
substantd osoasd prin stimularca resorbtici osoase osteoclastica.

La femelele st masculii de soareci cidrora le lipseste I1L-7R sc aratd din contri o
crestere puternicdt a trabeculelor osoase ale femurului. Se demonstreazd astfel cd,
perturbarca limfopoiczer B in miduva osoasd cste strins legati de modificarea masei
osoasc. Sc presupunce ¢ amplificarca limlopoiezel B s-ar datora deficientei estrogenilor
implicati v mecanismul stimulirii resorblict osoase (16).
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Limf{opoicza B sc modifica cu virsta, constatandu-sc o scidere scverd a numidrului
celulelor pre-B la soarccii batrani. Celulcle pro-B proaspat izolate dcclind cu varsta
capacilatca dc a prolifcra pe celulele stromale.

Pierdcrile functionalc ale acestor celule in miduva osoasd sau in culturd nu pot fi
justificate prin modificari structurale ale acestora. Diminuarea proliferani sc datorcazi
modificarilor survenite de a putca reactiona la citokincle derivate din stromd. Prolifcrarea
indusa de IL-7 este sever afectati la vérsta de 2 ani, indiferent dc concentratia 1L-7 sau
de durata timpului de cultura.

Tot mai frecvent dupd stimularea cu IL-7, celulele batrine riman in [aza
GO0/G1. Ele nu rispund nici la factorul celular stem (SCF), nici la factorul IGF-1. Se
precizeazi ci IL-7R rdméne integru prin pistrarea ncalteratd a lanfului alpha si a lanfului
comun gamma. Totusi, se presupune ci activitaiea IL-7 este afectatd, probabil, tot prin
disfunctia complexului receptor de scmnalizare IL-7. Deci, cclulele siromale purificate de
la soareci bitrani sunt deficicnle in abilitatea de a sustine proliferarea liniilor lim’oide-B
specifice IL-7.

Productia dc IL-7 este acecasi la animalclc tinere si bétrane. Totusi, se presupune
cd celulelg stromale regleazd limfopoicza B prin limitarca cantiti(ii de IL-7 necesard
pentru precursori, in cazul animalelor bitrane (17,18).

Initial, IL-7 a (ost descris ca un factor c¢ controlcaza supravicluirca progenitorilor
B. Soarecii fara gena IL-7, sau f{drd lantul gamma al rcceptorului ca clement de
semnalizare, aratd dcfccte profunde in diferenticrca limfocitclor. Soarccii transgenici ce
superexprima gena IL-7 aratd, dc asemenca, marcatc modificari in cvolutia limfocitelor,
iar in unkle cazuri pot dezvolta tumor. limfoide. Supcrexprimarca I1L-7 la soarecii
transgenici aratd ¢d gena IL-7 cste controlata de promotorul MHC clasa Ila
al acestora (19).

In vivo la soarcci, IL-7 creste numdrul ncutrofilelor imature. Pe baza studiilor
liniilor celularc dc soarcci, nu sc poate aprecia daci neutroflilele umane sunt (inte pentru
IL-7. Neutrofilele umane exprima insd constitutiv lantul gamma ¢, care csie component
atat al IL-7R cat si al 11.-2R, IL-4R. IL-9R s1 IL-15R. Expresia lantului gamma ¢ sinzur,
in neutrofilele umanc este suficientd pentru a modula raspunsul neutrofilelor (20).

Receptorul 11.-7 (1L.-7R)

Citokinele IL-2, IL-4, 11.-7, 1.-9, IL-13 s IL-15 sunt rcunitc in familia
citokinelor IL-2, datoritd lanfului gamma prezent in receptorul fiecireia din acestea, fiind
astlel lantul comun gamma c, subunitate care conferd acestor citokine vnelc proprietiti
functionale apropiate. Mutatiile in gena lantului gamma ¢, determind la om un sindrom
sever de imunodeficientd combinati ccca ce demonstrezd cd acest  lant cste csential
pentru dezyoltarea functionald si normald a sistemului imunitar.

Celulele hematopoictice umane detin doud  transcripte gamma c, care diferd in
regiunca de codificare carboxil termirald. Asa cum s-a ardtat in caczul citokinei IL-2,
primul transcript raportat este numit gamma c-lung. iar cel de-al doilea, care arc o deletic
de 72 nucleotide la capatul 3 este numit gamma c-scurt. Accastd modilicare conduce la
picrderca a 24 aminoacizi, incluzind reziduul tirozind conservat, carc este utilizat de mai
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multi membrii ai familiei reeeptorului citokinelor. Gena gamma ¢ cste unicd. Picrderca
situsulut cu STI2 in transcriptul gamma c-scurt sugercazd cd, aldt transcriptul gamma
c-lung, cit si ccl gamma c-scurt, lcagd diferit in proccsul de semnalizare IL-2, IL-4,
IL-7, 11.-9, 1L-13 s 11-15(21).

Lantul gamma c este critic pentru dezvoltarea limfocitelor cu IL-7/IL-7R.
Dezvollarea celulelor T intratimice esle controlatd de lantul gamma c al acestui receptor
comun. I.a soarecii deflicienti in IL-7R-alpha si tratali cu anticorpi anti-gamma c, fiecare
din cele 4 stadii distincte fenotipic ale timocitelor CD4- CD8- n-au condus la dezvoltarea
limfocitelor T; se sugercazd necesilatea prezentei lantului gamma c pentru cresterea si
diferentierea acestor celule.

Soarecii deficienti in lantul gamma ¢ manifestd un model fenotipic distinct al
dezvoltarii celulelor pro-T. S-a conclus cd datoritd [aptului cd, mai multe citokine
folosesc acest lan{, acestca pot actiiona pe calea lui modificatd inifiind dezvoltarea
limfocilelor T (22).

Asocierea lantului gamma ¢ cu reccptorul uman IL-7 este modulatd de activarea
cclulelor T. IL-7 reactioncazi atat pc limfocitele T inactive, dorminde, cat si pe cele
activate. IL-7R functional dctinc doud subunitiyi. Complexul IL-7R-gamma c este
detectat numai in limfocitele T activate (23). IL-7 induce rearanjarea completd a
locusulut TCR-gamma.

Cclulele miduvei osoase cultivate cu 1L-7 sc pot diferenfia in vivo 1in toate
subpopulatiile  (cenotipice de limfocite T, {drda o prelcrinid aparentd citre originea
delta/gamma. Se sugcereaza cd rearanjarca genei TCR-gamma in celulele pre-T adulte este
reglatd de 1.-7. dar locusul TCR-beta necesitd semnale aditionale sau alternative pentru
inducerca rearanjirit complete (24).

La soarccii deficienti in 1L-7R-alpha, genele TCR-gamma sunt rearanjate, dar nu
transcrise. 11L.-7 este o citokind lactor de crestere pentru limfocitele T si B in etapa de
dezvoltare foarte timpuric a acestora. 1L-7R este un heterodimer al unui lany alpha care
cupleazd specific 11.-7 si lantul gamma c.

I1.-7 ar avea rol siin diferentierea limlocitelor T delta/gamma, lapt sustinut de
datele recente privind soavectt delicienti in lantul alpha al IL-7R-/- sau IL-7-/-, cdrora le
lipsese complet imfocttele T gammasdelta, dar nu alpha beta. Se aratd c¢d genele TCR
V-gamma < st 5 st V-ganuma 6 sunt rearanjale, tar transcriptele lor sterile sunt exprimate
in timocitele 11-7R alpha -~ TCR gamma si V-gamma 5, dar nu sunl transcrise in
timocitele soarceilor 1L-7R alpha -/-.

Genele RAG-T 51 RAG-2 recombinate, sunt transcriplional active in timocitele
IL-7R-alpha -- adulte. Factorul de transeriere indus de 11L-7, -STAT-S, nu estc acliv in
cclulele soarccilor 1L-7R-alpha - - din timusul fetal in comparatic cu soarecii I1.-7R-alpha
/4 IL-T/1L-TR au rol specilic in semnalizare, posibil mediat de STAT-5 pentru
rearanjarca complexului TCR gamma in timpul dezvoltani celulelor T gamma/delta si in
rearanjarca genclor V-gamma 4 si V-gamma 6 versus V-gamima 5 (25). Inainte de a se
exprima, genele TCR sunt rearanjate prin recombinaza VDJ-specilicd, proces initiat
timpuriu in timocitele CDA4 254

Soarccii IL-7R(- -y au marcate deficiente in celule BB si T-beta, alpha si le lipsesc
total. limfocitele T gamma-delta. Dezvoltirea timocitelor este stopatd intr-un stadiu
foarte timpuriu (DN CD44- CD23-). precedand blocarea rearanjdrii genelor VDI
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Examinarea statutului rearanjarii genelor TCR in timocitele soarccilor IL-7R(-/-) si a
prezenfei celulelor T alpha/beta, a relevat ¢d locusul TCR-beta cste aproape normal
in rearanjarca VDJ.

Rearanjarca locusului TCR-gamma a fost scver redusa sau chiar abscntd in cazul
tuturor genelor V-gamma analizate (V-gamma 3, V-gamma 4, V-gamma 1,1, V-gamma
1,2 $i V-gamma 2. Defectul in rearanjarca lanfului gamma din timocitele IL-7R (-/-) si la
soarccii. TCR delta(-/-)  nu estc determinat  de absenta limfocitelor T mature
delta/gamma.

IL-7R, IL-7 si limfopoictina stromald timici servesc drept semnal pentru
rcaranjarea specificd a locusului TCR-gamma ( 26 ). Semnalizareca IL-7 joacd un rol
major in facilitarea dezvoltarii TCR-gamma/delta si in inducerea rearanjamentelor VJ
(asamblare variabild) la locusul TCR-gamma. Cclulele purtitoare de TCR-gamma/delta
lipsesc din timusul, splina si tegumentul soarccilor adulli deficien(i in lantul gamma c,
dar la fetlusi timocitele mici exprimd nivele scizute de TCR gamma/delta. Nu
s-au observal defccte totale in rcaranjarile TCR-delta sau TCR-gamma la soarccii
gamma c dc orice varsti.

Introduccrea productivd de transgene rcaranjalc TCR V- gamma 1 sau TCR
V-gamma 1/V-delta 6 la soarccii purtdlori de mutatii in lanjul gamma c, nu reface
dezvoltarca TCR-gamma/delta la nivele normale, sugerand astfel ideia ci, pentru accasta
se produc semnale aditionale dependente de lanful gamma ¢, altcle decit cele reclamate
pentru procesul recombinirit.

Nivelele Bel-2 din timocitele transgenice ale soarccilor gamma c- sunt dramatic
redusc comparativ cu ale soarccilor transgenici gamma c+. Receptorii dependenti de
lantul gamima ¢ sunt necesari pentru mentinerca celulelor TCR-gamma/dclta si contribuie
la completarca rearanjarilor TCR gamma primar (27). $i in cazul IL-7R la cuplarca
IL-7, lantul gamma c c¢ste critic pentru (unctionare. Pentru transductia scmnalului
JL-7R este nceesard o porfiunce limitatd a domeniului citoplasmatic al lanfului gamma.
In timp cc lantul gamma al IL-7R scrveste la transductia scmnalului, lantul alpha
determind cvenimentele semnalizirii specifice, direct asociate cu moleculecle de
semnalizare citoplasmatice.

Sc presupunce cd la om, patogencza moleculard a SCID-X (imunodeficien(d
combinatd scverd) este datoratd principalmente defectelor in complexul 1L-7/IL- 7R,
defecte mediate de lan{ul gamma c. La soarcci, defectele genclor IL-7 si 1L-7R-alpha
induc alterdri imunologice similare cu SCID-X uman (28). IL-7 nu transduce scmnale
prin defectul molecular al lantului gamma ¢, dovedindu-se astfel indispensabil pentru
dezvoltarca imfocitclor T.

Blocarca cu anticorpul monocional M2l anti-lanful alpha al IL-7R uman,
determind limitarca malturarii din stadiul de precursori CD34+ in cel de progenitori
CD4+ CD3- CDI+, si ulterior, in timocite CD4+ CD8+. Sc conclude astfel ci, IL-7 arc
un rol critic in timpul dezvoltarii timocitelor umane, fiind un factor dc crestere si
dezvoltarc timpuric a limfocitelor T(29 ).

Modul de constituire a placilor Peyer a fost folosit pentru a demonstra rotul
IL-7R-alpha si momentul in carc ¢l devine necesar. Aparitia spoturilor de VCAM-1 in
intestin, reprezintd stadiul initial in formarca plicilor Pcyer; ulterior are loc acumularca
de cclule purtdtoarc de IL-7R-alpha CD4 si cventual, intrarea limfocitelor mature care
cxprimd CD3 sau B220, procese prezenie in perioada prenatala.
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Sc punc intrcharca, carc din aceste cvenimente sunt defective la soarecii cu
SCID. La cmbrioni si nou-nisculi de soarcci, IL-7R-alpha(-/-) nu s-au detectat spoturi
dec VCAM-1, sugerandu-sc cid semnalul IL-7R-alpha cste implicat in faza timpuric a
formarii placilor Peyer. Acceasi defectiune sc constald si la soarccil lipsiti de Jak-3(-/-), si
astlcl, in procesul de formare a plicilor, ctapele imediat urmitoare lipsesc (30). Soarccii
cu deficienid in lanful alpha al IL-7R (-/-), lan{ care suportd deletii, detin populalii de
limfocite si timocite oprite in dezvoltare.

Exprimarca genclor ce activeaza recombinazele RAG-1 si RAG-2 este puternic
redusi in TCR IL-7R-alpha(-/-) si in timocitele dublu negative ale acestor soareci
transgenici. Deci, lantul 1L-7R-alpha controleazd expresia RAG si initierea rearanjrii
VDJ a TCR-bela, in cclulele dublu negative (31).

IL-7R-alpha este esential pentru dezvoltarea celulelor T gamma/delta, dar nu
pentru dezvoltarea celulelor NK. Soarccii lipsiti de subunitatea gamma c din receptorul
pentru IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 si IL-15 au defecte marcate 1in linia limfoidd.. Complexul
IL-7/IL-7R, reprezintd, asa cum s-a meniional, o structurd criticd pentru dezvoltarea
limfocitclor T si B. Soarccii cu dcficicnic in IL-7-alpha nu dezvoltd limfocite T
gamma/dclta, dar NK sunt normale (32).

IL-7 si calea de semnalizare Jak-STAT

Familia tirozinkinazelor (TK) Jak-3 cstc implicatd in semnalizarea emisi de
receptorii care utilizeazd lan{ul gamma c al citokinelor IL-2, 1L-4, IL-7, IL-9 si IL-15. La
adult, Jak-3 sc cxprimd in numcroase tipuri tisularc hematopoietice, dar si
nchematopoictice cum sunt placenta, plamanii, [(icatul, rinichii, splina, creierul si
intestinul subtire. Jak-3 sc cxprimd, dc ascmenca, si intr-o varictatc de fenotipuri
lcucemice derivate din linit cclulare micloide si/sau limfoide ca si in miduva osoasi
normald bogata in celule stem st progenitort CD34+,

Prin splicing-ul Jak-3 cu exonul II al hormonului Leydig insulin-like (LEY i-1)
s-a obtinut o varictate dc ,,splice™ a Jak-3, numitd I-Jz":-3 si care este prezentd in mod
normal in aproapc toate {csuturilc hematopoictice si/sau nechematopoictice carc cxprimi
accastd TK. Jak-3 sc cartecazi pc cromosomul 19 (19p12-13,1), regiune in care sc carteazi
si gena pentru hormonul Leydig insulin-like (33).

IL-7, ca principald citokind pentru dczvoltarca celulelor T, sc¢ exprimi prin
intercalarca kinazelor Jak-1 si Jak-3 in transductia scmnalelor de activare a timocitelor.
Ea stimulcazid timocitele umanc prin fosforilarca rapidd a tirozinei proteinelor IRS-1 si
IRS-2 (Insulin Receptor Substrat). Cele doud kinaze Jak sunt asociate in timocite cu cele
doua IRS, dcsi in urma activirii de cétre 1L-7 kinaza Jak-3 se asociazi prefereniial cu
IRS-1. Proteinele IRS de 160kD si 185kD asociale cu subunitatca reglatoare p85
losfatidilinozitol 3 (Pl 3) kinaza, sunt dependente de IL-7. IL-7 induce cresterea
accentuald a fosforildrii in activitatea asociatd cu [RS-2 si nu cu IRS-1. Se sugereazi ci
semnalizarca 1L-7R cste diferitd la nivelul proteinclor IRS-1 si IRS-2, posibil prin doud
cai ale reglarii via Jak-1 si Jak-3 (34). Soareci si subiccli umani cu deficiente in Jak-3
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relevd o reglare impropric in maturarca limflocitelor T st B, kinaza avind astfcl un rol
critic. Soarecii cu limfocitc T deficicnte in Jak-3 detin un timus redvs ca dimensiuni,
celule T CD8 periferice foarte putine, slabd sccrelic de citokine in urma stimuldrii cu
mitogeni $i o severd reducere a proliferarii.

Expresia Jak-3 in timus, restaureazd dezvoltarea pozitivd a CD8+, gamma/delta si
NK. In limfocitele T periferice proteina Jak-3 conduce la fenotipul Jak-3( -/-), absenta ei
nementindnd functiile acestor celule (35).

Izoformele STAT-5A si STAT-5B din limfoblastele T din sdngele periferic au
abilitatea de a se lega la Secventa de Activare a interieronului Gamma (GAS), complex
care se translocd rapid in celulele tratate cu IL-7 si IL-2. Aceste doud citokine sunt
similare privind abilitatea de a induce fosforilarca tirozinei STAT-5A si STAT-5B si de a
le lega la un element GAS imobilizat. Ele pot, dc ascmenea, induce substanhale cantitdi
a celor doud izoforme STAT heterodimecrizate.

Pe de altd parte, se conslald asocierea cscntiald a STAT-3 cu fiecare izoformd
STAT $, sugerindu-se ci citokincle IL-2 si IL-7 induc asamblarea acestor heterodimeri,
intr-o manierd similard conform cireia raspunsurile celulare ulterioare pot fi conduse prin
inductia s¢turilor de gene similarc (36).

IL-7 si epiteliul intestinal

Limfocitele intestinale umane, in ¢pecial cele intracpiteliale, prolifereazi slab sub
actiunea Eitogenilor s1 a stimulilor cdii CD23. Totusi, atdt limfocitele intracpiteliale cat
si ale laminei propria prolifercazi mai intens sub aciiunca IL-7 decdt a IL-9 sau IL-12,
care amplificd si stimularca pc calca CD23. Réspunsul proliferativ al limfocitelor
intestinale la IL-7 nu nccesitd preactivarca si poate amplifica cresterca in vivo (37).

Cdlea de semnalizarc IL-7/IL-7R joac3 un rol important in sistemul imunitar al
muceaselor. Astfel, celulele cpiteliale ale colonului s-au infectat cu Salmonella
typhitnurium sau cu Z.coli cntcropatogen, invazia bactcriand actiondnd limfocitele
T CD8+ prin expresia IL-7. Inhibitia invazici bactericnc s-a fdcut cu citochalasin D,
un inhibitor specific al polimerizirii actinci, carc conduce la reducerea expresiei IL-7R.
De aici concluzia c3, invazia bacteriand determind cclulele epiteliului intestinal s
elaboreze IL-7.

Legitura dintre limfocitele mucoasci intestinale si epiteliu este mediati de IL-7 s
IL-7R, sistem ce poate fi implicat in modularca inflamaliei mucoasei in infectia
bacteriand (38). Pierderca genei specifice IL-7 determind o totald deficien{d in inifierea
limfocitelor T delta/gamma cu implicita absen{d a mesajclor specifice genelor V7-gamma
#i V4-gamma din epiteliul tractusului gastrointestinal. Cu toate acestea, mRNA ambelor
gene este detectat in subsetul limfocitelor intracpiteliale intestinale gamma/delia ale
soarecilor 1L-7(-/-). Diferenicle dintre soarecii 1L-7(-/-) si IL-7R (-/-) sugereazi ci, desi
IL-7 controleazd dominant dezvoltarca si/sau extinderea limlocitelor gamma/delta din
epiteliul intestinal, alti liganzi pot juca un rol similar.

Limfocitele alpha/beta se dezvolti mai lent la soarecii ce detin IL-7R. Compararca
soarecilor 1L-7(-/-) si IL-7R(-/-) sustine ipoteza cd aceste doud proteine leagd molecule
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cc pot influenia limfocitele T delta/gamma din cpiteliul intestinal (39). S-a demonstrat ca
cclulele epiteliului intestinal produc IL-7 carc scrvestc ca un factor reglator pentru
proliferarca limfocitelor mucoasei intestinale, pentru care detin receplori .

Soarccii transgenici carc exprimd cDNA mIL-7 condus prin promotorul SR-alpha
dezvolti colite cronice ale mucoasei colonului, ei relevand cresterea expresiei IL-7R in
limfocitele acesteia, sugerandu-se cd inflamatia cronicd a mucoasei poate fi mediald prin
dereglarea IL-7 dcterminati de celulele epiteliale ale colonului. Acest model poate servi
la elucidarea patogenezei bolii intestinale inflamatorii umane (40).

Interleukina-7 si virusurile

fn anumite etape ale activititii sistemului imunitar, IL-7 intervine determinant, in
unele cazuri deficienta ci depisind-o pe a IL-2. La soarecii infectati cu virusul herpes
simplex-1 (HSV-1), rhIL-7 modifici activitatea CTL in vivo. Injectarea a 200 IU de IL-7
si limfocite T imune la HSV-1 reduce de 20 ori cantitatea de virus, comparativ cu terapia
numai cu celule T imune la HSV-1. Combinatia limfocite T+IL-2 determind o reducere a
cantititii de virus, dc 7 ori fald dc tcrapia numai cu celule T imunizate. IL-7 modificd
efectele anti-HSV-1 ale limfocitclor T prin induccrea cresterii celulelor CD8+ CTL, ceea
ce sc conslatd s1 in cazul interleukinei-2 (41).

Un vector din virusul Vaccinia recombinat cu mIL-7, introdus la soarecii infectati
elaborcaza IL-7 carc inducc cresterca dramaticd a cclulelor splenice, sporind activitatea
proliferativa a limfocitelor T si capacitatca acestora de a scereta IL-2 si IL-6, dar nu IFN-
gamma, TNF-alpha sau IL-4. IL-7 poatc modula, dc asecmcnea, procesele imunologice
prin amplificarca raspunsului cclulelor citotoxice antivirale splenice NK si LAK(celule
killer activate de limfokine), reactii semnificativ mirite in comparatie cu ale animalelor
infcctate exclusiv cu virus.  Creslerca activitd{it imunitare antivirale mediata de de IL-7
este dependentd de IL-2 produsd de cclula gazda (42).

La subicctii infectati cu HIV-1, 1L-7 si CD23 sincrgizeazd in inducerea activarii
limfocitclor T carc prolifercazd in sistemele stimulate de mitogeni si antigeni, generand
CTL spccifice anti-virus. IL-7 st CD23 pot actiona dircct pe cclulele CD8+ cirora le
creste citotoxicitatea independent de IL-2 si de interleukina-12. Stimuland limfocitele
T CD8+ cxclusiv cu IL-7, sc¢ constatd cd accasta nu inducc nivele detectabile de
IFN-gamma, dar combinatd cu CD23 amplificd productia acestuia. Se conclude astfel c3,
IL-7 si CD23 pot excrcita cfecte reglatoare majore pentru dezvoltarca CTL umane
inducand atat proliferarca cit si diferenticrea celulara.

Aditia IL-7 si CD23 solubil la celulele CD4+ ale pacientilor infectati cu HIV-1
duce la cresterea cclulclor TCR-alpha, dar addugatc scparal nu delermind cresterea
expresici limfocitclor TCR alpha/beta. In concluzie, combinatia I1L-7+CD23 solubil
induce proliferarca limfocitelor T CD4+ aclivale, la subicctii infectati cu HIV-1 (43,44).

Vaccinarea cu rgpl60 sau rgp120 reverseaza restrictia in vitro cu recunoasterea in
proportic de 81% a genei env. PBMC dc la subiccti infectati cu HIV-1 si vaccinayi, de la
recipienti placcbo si de la voluntan seroncgativi, s-au cultivat cu IL-7 sau IL-12 laolaltd
cu toxoidul tetanos(TT) sau cu gpl60. S-a constatat ¢d IL-7 creste semnificativ rdspunsul
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proliferativ al TT si gpl60, in timp ce IL-12 alccteazd numai proliferarca indusa de
gpl60. De asemenea, IL-12 arc efect semnificativ asupra raspunsului specific rgp160, la
subiectii seronegativi.

In aparitia imunitatii celulare restrictatd la env, IL-7 si IL-12 relevd activitate
diferentiati; efectul IL-7 este predominant la cei expusi primar antigenului. Modificarile
in raspunsul proliferativ in vitro, restrictat la env prin vaccinare sau citokine, sugereazd ci
strategiile care utilizeazi IL-7 sau IL-12 ca adjuvani{i, pot sustine selectiv reactivarea
celulelor la virus (45).

IL-7 si cancerul

Tumorile colorectale secretd in vitro IL-7, detectat prin ELISA. Detectarea
expresiei mRNA IL-7 in aceste tumori, in mucoasa normald adiacentd tumorii, §i pe de
alti parte, abilitatea tesutului canceros de a sccrcta IL-7 ridicd intrebdri despre
interactiunile acestui tip de celule canceroase (46). .

Liniile de celule tumorale din canccrele: mamar, pancreatic sau pulmonar, ca si
citeva linii celulare de cancere hematopoictice sunt ncgative atat pentru mRNA IL-7 cat
si pentru proteina IL-7.

In terapia imunologici a meclanomului malign s-a folosit transfcclia genei care
codifici hIL-7, obtinandu-se produccrea a 850pg/ml dc 1L-7 biologic activ per 10° celule
in 24 ore. Expresia HLA cl. I si 1, a ICAM-1 si a antigenului asociat melanomului,
rdmine nealteratd. Transfectia cu IL-7 nu arc clect semnificativ asupra proliferdrii
celulelor melanomului, celulele transfectate din cultura de tumord primard fiind inalt
sensibile la efectorii imunologici, comparativ cu cclulele netransfectate. Acest aspect este
valabil atdt pentru cclulelc alogenice cal si autologe ale melanomului. Reiese astfel c4,
transferul genei care codifici hIL-7 in ceclulclc melanomului primar uman diferd de
transductia retrovirald. Celulcle transfectate IL-7 ar putca avea valoare in protocolul de
vaccinare a pacientilor cu melanom (47).

Limfocitele T periferice au fost stimulatc cu mitogen si IL-2 si subcultivate 7 zile
cu IL-7 si/sau CD23 solubil ; accastd combinalic sincrgicdi amplificd proliferarea
limfocitelor T CD4+ si CD8+. Limfocitele T CD8+ sunt mai sensibile si rdspund mai
sustinut decdt limfocitele T CD4+. IL-7 amplificad sincrgic activitatea CTL a celulelor T
CD8+ in limfocitele T activate de mitogen si antigen si pentru cd le induce nivele
detectabile de IFN-gamma se apreciazd cd activilalca dc stimularc sinergicd a IL-7 si
CD23 solubil, poate fi semnificativd in dezvoltarea CTL umane oferind o cale pentru
eficientizarea imunoterapiei (48).
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INTERLEUKINA-9 (IL-9)

IL-9 a fost identificati initial, ca factor de crestere a limlocitelor T si activator al
mastocitelor. Van Suick (1989) a clonat-o la soarcci si a numit-o P40, iar in acelasi an,
Yang a izolat IL-9 umani prin stabilirca abilitdtii ei de a stimula linia megacarioblastici.
IL-9 murind si umana defin fiecare, cite 144 reziduuri de aminoacizi incluzind un peptid
semnal de 18 aminoacizi.

IL-9 umani obtinuta din linia CSMJ2 de cclule T transformatc de HTLV-I este de
20-30kD si induce crestcrea linici MO7 dc megacariocite lcucemice. 1L-9 maturd are
30-40kD datoriti adifici carbohidratilor. Sccveniele de 431 nucleotide codifici
proteina de 144 aminoacizi cu greutalca molcculard dc 16kD. Astfel, discrepanta in
greutatea moleculard a IL-9 maturd, rczultd din N-glico -itarca reziduurilor de asparagini
32, 45, 60 51 96.

c¢DNA IL-9 murin este format din 432 nuclcotide carc codificd protcina de 144
reziduuri de aminoacizi. Clivajul peptidului semnal hidrofob dc 18 aminoacizi, conducc
la secventa maturd IL-9 murind de 126 rcziduuri aminoacizi cu greutatca moleculard
14kD. Glicozilarca reziduurilor asparaginci din pozitiile 32, 60, 83, si 96, modifici
molecula citokinei.

Gena IL-9 umanai cste localizald pc cromosomul 5 intr-o regiunc delctatd in cazul
anemiei refractare §i este asociatd-cu genele 1L-3, IL-4, IL-5, IL-13 si GM-CSF. Se
presupune cd aceste gene sc¢ cxprimid coordonat (1). Gena IL-9 murind este localizatd pe
cromosomul 13 si spre deoscbire de dispozifia genclor umane mentionate, fa murine sunt
localizate pe cromosomul 11.

In regiunea 5° necodificanti a genci 1L-9 murini si umani, potential existi locuri
de reglare a transcrieni la care se cupleazi AP1, AP2, AP3, APS, IRF-1 si NF-kB. Celc
citeva ripituri in mRNA din regiunea 3’ necodificantd a genei 1L-9 umana ar contribui la
reglarea posttranscript{ionald a nivelelor IL-9 (2).

Cooperarea diferitilor factort de transcrierc estc csenfiald pentru exprimarea in
limfocitele T a genei IL-9. S-a demonstrat ¢3 , cel putin par{ial, in celulele lcucemice
C5MIJ2 transformate de HTLV-I, expresia genei IL-9 est~ controlatd in activitatea
transcriptionald. Se precizeazi cd, in regiunea 5’ reglatoarc u genei IL-9, situsul pentru
cuplarea lui AP-1 se etaleazi de la -146 la -140, loc implicat in ¢xpresia genei. Situsul
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NF-kB de la -59 la -50 si sccvenfa adiacentd de 20pb din amonte, joacd un rol critic in
activitatca promotor a IL-9. Mutatiile in aceste locusuri abolcsc activitatca promotor a
cDNA IL-9 (3).

IL-9 murini si umani au omologii de 56% la nivelul aminoacizilor si de
67% la nivelul nucleotidclor. Se apreciazi prezen{a unui inalt grad dec conscrvarc a
structurilor tertiare prin secventele constitutive ce contin 10 reziduuri de cisteind dispuse
in pozitii identice.

Receptorul IL-9 (IL-9R)

Complexul IL-9R consta dintr-un ligand specific, lanful alpha, si un lan{ IL-2R
gamma. Lanful hIL-9Ralpha detine in domeniul citoplasmatic, doud regiuni importante
pentru cresterea celulelor mediatd de IL-9. Regiunea proximald membranard Box-1
consti din secvente consesns si este necesard pentru proliferarea celulari indusi de IL-9
si pentru fosforilarea la tirozind a kinazelor Janus (Jak). Delelia acestei regiuni abroga
proliferarca celulelor si astfel, transductia semnalului. Substitutia lui Pro-x-Pro in Box-1
cu Ala-x-Ala anuleazi abolirea proliferdrii, dar scade fosforilarea la tirozind mediatd de
IL-9, a kinazei Jak. Regiunca aval de Box-1 cste, de asemenea, importantd deoarece
detine un motif dc cuplarc Stat3. Dclctia acestei regiuni afecteazd semnificativ cregterea
celulelor indusi de IL-9 (4).

S-a demonstrat ¢i gena IL-9R ecstec localizatd in regiunca brafului lung
pseudoautosomald a cromosomilor Xq si Yq in vecinitatea telomerului si ci cele 4
pscudogenc IL-9R sunt localizate pc 9q34, 10pl5, 16p13 si 18pll1,3 care rezultd
in urma translocatici pc parcursul cvolutici (5,6). Gena IL-9R este formatd din
11 exoni si 10 introni extinsi pc 17kb. Regiunea 5° rclevd multiple locuri de initiere a
transcrierii, ca si potentiale locuri de cuplare pentru APl, 2, 3, Spl si NF-kB, dar este
lipsitd de box TATA.

Omologii IL-9R sunt localizati pc cromosomii 9, 10, 16 si 18 si sunt similari in
proporiic de 90% cu gena IL-9R, dar nici unul nu codificd un receptor functional i nu
detine secvenie omoloage cu regiunca 5’ sau cu exonul | al genei. Lanful IL-2R gamma
din receptorul complex functional IL-9, reprezintd a treia subunitate a IL-2R gamma c,
comund pentru IL-2, IL-4, IL-7 si IL-15, iar disfunctia acestuia determind aparitia
SCID-X care afecteazd dezvoltarea timpurie a limfocitclor T. Anticorpul monoclonal
TUGm2 anti-gamma c, inhibd intens proliferarea celulelor indusid de interleukina-9.
Lantul gamma c este inclus in complexul receptor functional pentru IL-9 si este esential
pentru transductia semnalului dependent de IL-9 (7).

S-a construit cu gena neomicin-fosfotransferazei (Neo) un vector retroviral
pLhIL-9RSN care contine cDNA ce codifici hIL-9R. Gena IL-9R s-a transdus intr-o
populatie sortatd de celule CD3+ si CD33+ din sangele cordonului ombilical uman care
estc bogat in celule progenitoare critroide (BFU-E) si s-a constatat ci aceste celule
formeazd sensibil colonii la stimularea cu doze sciazute de 1L-9 si Epo. Prin urmare, gena
hIL-9 functionald, poate fi eficicnt transdusd in progenitori hematopoietici din sangele
cordonului ombilical, cu formarea de colonii critroide dependente de citokine, folosind
vectori retrovirali (8).
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Introducerea in culturi de celule hematopoictice inalt purificate din séngclc
cordonului ombilical uman, a vectorilor retrovirali ce con{in gencle hEpoR si hIL-9R,
duce la aparitia unui numir crescut de progenitori eritroizi, care, de asemenea, raspund la
citokine; astfel, proliferarea progenitorilor liniilor critroide este amplificatd prin
transductia acestor dou gene (9).

Semnalizarea 1L-9 prin Jak-Stat

IL-9 poate stimula proliferarea liniei leucemice MO7E de megacariocite umane,
poate induce fosforilarea la tirozini si activeazd membrii familiei tirozinkinazelor Jakl,
Jak3 si Tyk2. Activarea apare intr-un minut, atinge maximul in 5-10 minute si persista
cel putin 45 minute. Transductia semnalului activeazd protcinele de 88kD si Stat91 care
sunt rapid fosforilate la tratarea cu IL-9. Intcrleukina poate fi parfial mediatz prin
cascada de semnalizare Jak-Stat (10,11).

Pentru elucidarea la nivel molecular a prolifcririi induse de I1.-9 a diferitelor linii
celulare hématopoietice, s-a lestat linia MOFe dependentd de factort umani. IL-9 duce la
o rapidi si tranzitorie crestere a genelor raspunsului primar jun-B si c-myc. Ea amplificd
expresia genei c-myc care estc complet inhibatd la nivelul initicrii transcrierii, de herbicin
A si genistein (12).

IL-9 induce fosforilarca la tirozini a IRS-1 (Insulin Receptor Substrat) via
tirozinkinazei Jak. Spre dcoscbirc de majoritatea citokinclor hematopoictice, dar similar
cu JL-4, IL-9 induce fos(orilarca la tirozina a protcinci de 170kD, carc cstc legatd de IRS-
1. Induce, de asemcnea, fosforilarca la tirozina a Stat3 si din accst punct de vedere difera
de IL-4 care are ca tintd fosforilarca la tirozind a Stat6 (13).

fn urma fosforilarii tirozinci 116 din hIL-9R, 2 kinazei Jakl din cclulele pro-B
Ba/F3 si din celulele limfomului BW5147, sunt activate proteincle Stat3 si Stat5 cu
potential antiapoptotic si rdspuns prolifcrativ (14).

5

IL-9 si unele tipuri celulare

IL-9 este implicatd in rdspunsul mastocitclor cdrora le induce prolifcrarea si
diferentierea, dar si in imunitatea ce protcjeazd gazda in infectia intestinald cu Nematode.
Astfel, infectarea soarecilor cu nematodul intestinal Trichinella spiralis este asociati cu o
marcatd mastocitozd, eozinofilie si nivel scric crescut de IgE. Mastocitele din mucoasa
intestinald sunt implicate in expulzarca parazitului din gazdi, prezenta infectiei
determinand hiperproductia de IL-9, citokind de tip Th2 si in consecin{d, o intensi
mastocitozd cu nivel seric inalt de proteazi-1. Dupi infectare apar titruri Tnalte de IgGl
specifice parazitului si un raspuns crescut al mastocitelor, asociat cu rapida expulzare a
parazitului din intestin (15).

Mastocitele, macrofagele si granulocitele sunt componente ale sistemului de
apirare al gazdei contra viermilor parazifi Schistostoma mansoni cercariae. in timpul
fazei acute a reactiei granulomatoase, numairul mastocitelor si GM-CSF formatoare de
colonii creste semnificativ in maduva osoasd. Numarul crescut de mastocite este insotit de
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concentratii crescute de 1L-9 in mediul conditionat de celule splenice, _iar numdrul crescut
de granulocite si macrofage se corcleaza cu nivelul inalt al 1L-3. In ficatul si splina
soarccilor infectati, s-a constatat expresia amplificatd a transcriptelor IL-9 si 1L-3 (16).

‘ Mastocitele sunt efectori ai raspunsului inflamator, cliberdnd mediatori
biologici poteniiali, atit cele apirute de novo cit si cele din rezervele preformate.
Pretratarea mastocitelor 10P2 cu 25ng/ml IL-9 potenteazd semnificativ (cu 51,1%)
celulele pentru a elibera mediatori. Tratarea celulelor timp de 72 ore cu 1-100ng/ml SCF
duce la amplificarea semnificativd a proliferdrii acestora, care insd nu apare la aceeasi
dozi de IL-9 (17).

IL-9 singur nu initiazd formarea coloniilor celulare, dar sus{ine proliferarea gi
supraviefuirea stadiilor timpurii de BFU-E (progenitori eritroizi timpurii). In plus, unele
linii de limfocite T stabilizate, cupleaz3 1L-9, iar clonele CTL specific tumorale rispund
la actiunea acestei citokine.

Descrisi initial ca factor de crestere a limfocitelor T, rolul interleukinei-9 este
incA neclar si aceasta deoarece celulele T normale proaspit izolate, nu rdspund la actiunea
acestei citokine, carc in schimb, induce proliferarea in vitro a limfocitelor T din
limfoamele murine, iar hipcrexprimatd in vivo, duce la aparitia limfoamelor timice. Se
sugercazi cd, pe cale autocrind sc pot inilia uncle maligniti{i umane precum boala
Hodgkin. Alte tintc biologice potentiale pentru IL-9 sunt si limfocitele B (18,19).

Protcctia contra apoptozei timocitclor murinc BW5147, s-a obtinut cu IL-4 si mai
putin cu IL-6, iar IL-2, 1L-7 si 1L-10 sunt incficicnic. in prezenta dexametazonei, IL-4
si IL-9 mentin proliferarca acestor cclule . Analiza a 8 linii de limfom timic relevi
protectic semmilicativd  indusd de I1L-9, in 7 din cclc 8 linii celulare. IL-2 este un
inductor mai puternic al proliferarii cclulare, in timp ce 1L-9 estc mai eficient in protectia
celulclor contra apoptozei (20).

Analiza productici de citokine de cétre subscturile de limfocite T aratd ci IL-4,
IL-9 si IL-10 sunt sccretate numai de limfocitele T CD45 Ro+, iar secretia de IL-9 este
asiguratd dc o cascadd dc citokine care raspund de cxpresia IL-9. IL-2 este important
pentru producerca de IL-4. 1ar combinatia 1L-2+1L-4 cstc importantd pentru producerea
dec IL-10. Combinatia IL-4+11.-10 ¢ste necesara productici de 1L-9 (21). ‘

IL-9, citokind tip Th2, induce cresterca independentd de antigeni a unor clone Th
de soarccc. In prezenta ci sunt preferential exprimate 3 gene: gena pentru granzym A si
granzym B, doud protcaze exprimate in limfocitele T activate (IL-9 induce gena granzym
B st in mastocite), si gena ¢cDNA care codificd IgER-alpha de inaltd afinitate. Anumite
clone de limfocite exprimd mRNA IgER si pot cupla cu inaltd afinitate IgE. De aici
concluzia cd, IL-9 poate induce un [enotip mastocit-like in cloncle de limfocite T (22).

1L.-9 si cancerul

hIL-9 stimulcazi proliferarca celulelor hematopoictice eritroide primitive si
progenitoare pluripotente. ca si cresterca liniilor micloide selectate, dependente de CSF.
Arc abilitatca de a forma colonii din liniile cclulare HL60, K562 si KGl, ca si din
populatiile de celule leucemice AML proaspete. Stimuleaza 36,8% din CFU-L (Colony
Forming Unit-Leukemic) induse dec PHA-LCM (Phytohemaglutinina-Lymphocytic
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Conditioned Mcdium) si sc dovedeste cel mai eficient CSF in comparatic cu SCF, IL-3 si
(iM-CSF. In majoritatea cazurilor, IL-9 singurd in concentratii optime, testatd pe probe
de celule AML, conduce la cresterca semnificativd a numirului de celule leuccmice in
faza S. Combinati cu SCF duce la scidcrea numiarului celulelor aflate in faza Go si
induce cresterea celor aflate in fazele G1 si S.

IL-9 are abilitatca de a induce, in conditiile prezentei sau absentei scrului,
formarea coloniilor de celule leucemice 1in 3 linii mieloide. Acest efect estc complet
abrogat de anticorpii monoclonali anti-IL-9. In liniile celulare studiate si in probele de
AML nu s-a detectat expresia mRNA IL-9, de unde concluzia ci aceasta poate juca un
rol in dezvoltarea leucemiei mieloide acute, prin stimularea proliferdrii celulelor
leucemice, probabil, prin actiune paracrind. 1L-9+SCF duc la cresterea celulelor aflate in
fazele G1 si S, dar sunt ineficiente pe inducfia sau prevenirea apoptozei celulelor
leucemice (23, 24).

Testarea expresici mRNA IL-9 si raspunsul proliferativ indus de citokind in
5 linii de limfocite T infectate cu HTLV-I si in cclulele leucemice primare din séngele
a 8 pacienti cu ATL ( Adult T-cell Leukemia) a demonstrat cd 4 din cele 5 linii
exprimd mRNA IL-9 nccorclat cu cxpresia tax. rIL-9 amplilicd cresterea numai la una
din cele 5 linii de limfocite T infectate cu HTLV-I si la una din liniile leucemice.
De aici concluzia implicirii rcdusc a IL-9 in prolifcrarea celulelor ATL in cele doud
cazuri menlionate (25).

Activarea cis-trans a genei IL-9R in linia cclulard limfaticdi umania MT-2
transformatd cu HTLV-I, linic carc detinc multiple copii ale provirusului integrat,
inclusiv genoamele defective, aratd cd, prin LTR, provirusul sc intcgreaza intr-un intron
al genei IL-9R amonte de primul exon codificant al acesteia, situatic in care LTR integrat
are rol promotorial. Analiza mRNA himeric HTLV-1 IL-9R presupunc posibilitatea
multiplicarii intcractiunilor 1L-9/IL-9R si HTLV-L. in acest mod sc face activarea
cis-trans a genci IL-9R in cclulcle limfatice umane transformacte de HTLV-I (26).

hIL-9R ar putca [i o tintd pentru imunotcrapia sclectiva: receptorul se exprimi pe
o varietate dc celule maligne printre carc cele din hmfomul Hodgkin, din limfoamele
nehodgkiniene, dar si pe celule din AML. rhIL-9-ETA, o toxind himerici ob{inut3 prin
fuziunea hIL-9+cndotoxina A din Pscudomonas acruginosa (ETA) manifestd un marcat
potential antitumoral pentru liniilec: L-540Cy, KM-H2 si L1236 de limfom Hodgkin,
Daudi de limfom Burkitt, K562 de eritroleucemic si P815-hIL-9R de mastocitom. Efectul
citotoxic este diferit, cl putand inhiba pana la 50% uncle din aceste linii tumorale, ceea ce
sugereazd cventuala lor folosire in terapia acestor malignitdti carc exprim3 hIL-9R. Acest
cfect poate fi abrogat cu anticorpi policlonali anti-h1L-9R, rhIL-9-ETA (27).

La un pacient cu ancmie relractard sidcroblasticd s-a detectat translocatia
cromosomiald t (5;16) ( q31:p11,2), dar poatc fi implicata si ruperea genei la acest nivel.
In malignititile mieloide se intalneste, de asemenca, ruperca genei Sq sau deletia ei (28).
in anemia Diamond-Blackfan (DBA) are loc aplazia hematiilor, probabil mosteniti, desi
in majoritatea cazurilor aceasta apare spontan. S¢ presupune c3 boala s-ar datora unor
factori de crestere eritroizi precum Epo, EPO-R, SCF sau IL-3, care adiugati culturilor,
induc o crestere semnificativa a progenitorilor medulari obtinuti de la pacient. Analiza via
segregarii genei IL-9 la 22 familii cu DBA, folosind un microsatelit polimorf localizat in
intronul 4, arati implicarea genei IL-9 in aceastd afectiunc (29).
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Astmul este o perturbare complexa inflamatoric mostenita a cdilor respiratorii asociatd cu
scmne clinice dc atopic si hiperactivitate bronsica. Pe cromosomul 5 (q31-q33) s-a
localizal 0 gend majora responsabild de astm, gend carc de fapt estc gena pentru IL-9 1
carc astlel reprezintd un factor de risc pentru accastd afectiunc (30). Sc sigercazd ca
siturile de pe acest cromosom sunt legate de aparitia bolii in copildric.

Din clinicile japoneze de boli alergice s-au analizat 306 membrii apar{inind la 68
familii, constatandu-sc legitura dintre astm si genele marker IL-4 si IL-9. Sc subliniaza
faptul ci atopia sau astmul nu sunt legate de gena receptorului de inaltd afinitate pentru
IgE, prezent pe cromosomul 11q13 (31).

Interleukina-9 aplicatd in regiunca hipotalamusului anterior- aria preopticd- in
care aclioncazi citokincle IL-1, IL-2, IL-6 si IL-11 care sunt implicate in inducerea
{ebrei. demonstreazid rolul ei direct in aparitia fazei termogene acute. Totusi, IL-9 poate
folosi un cofactor pentru a determina aparitia unui rdspuns febril (32).

IL-9 contracarcazd activitatca inhibitorie a unor faclori care acfioneaz3d asupra
progenitorilor hematopoictici primitivi de la om. Astfel, TGF-beta3 este un potent
inhibitor al acestora, si adaugal la o culturd de celule CD34+ care contine 1L-9, IL-11 si
SCF ducc la inhibarca cu peste 86% a formarii de colonii. Intr-o cultur celulari in care
actioncaza IL-11, dacd cstc adiugat TGF-beta3, IL-9 scade activitatea supresoare a
accstuia. Interleukina inhibi, de asemenca marcat, cclulele CD34+ timpurii mai curand
decit pe cele mature. In concluzie, IL-9 si 1L-11 contracarcazd activitatea inhibitorie a
TGF-beta3 asupra progenitorilor hematopoietici primitivi (33).

Interleukina -9 in maladii in care arc rol dc factor de crestere autocrin, este de
cvilat in terapie. Blocarca expresici atat a IL-9 cat si a IL-9R cu oligonucleotide antisens
sc parc cd ar stopa cresterea cclulelor Hodgkin si Reed-Sternberg.

Implicarca 1L-9 in dezvoltarca tumorilor liniilor de limfocite T este sugerata si de
taptul ¢a, dupd 6 luni de culturd in prezenia citokinei, aceste linii devin 1L-9 dependente
st transplantate la soarcet dobandesc o activitate crescutd pentru tumorogeneza.
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INTERLEUKINA-15 (1L-15)

Interleukina-15 este o citokind cu aclivitiyt biologice similare cu ale citokinei
IL-2, desi nu are secvente omoloage cu ale acesteia. Similaritdfile functionale ale cclor
doud citokine constau in activarca limfocitelor T si B si stimularea proliferarii acestora.
IL-15 stimuleaza, de ascmenea, monocitcle ca si fibrele musculare diferentiate, cirora le
determind acumularea unor cantitiati importantc de proteine contractile.

Este un chemoatractant pentru limfocitele T umane din séngele periferic. Spre
deosebire de IL-2, IL-15 este cxprimatd abundent intr-o mare varietate de celule precum
fibroblastele, celulele epiteliale si monocitele, in carce mRNA IL-15 este mai abundent
decit Tn lim[ocitele T. De ascmencea, se detectecazi in plamanii, ficatul si rinichii de om.

IL-15 este o glicoproteind de 14-15 kD (SDS-PAGE) identificatd peniru prima
datd in supematantul culturii linici celulare cpitcliale renale de simieni (CVI/EBNA), pe
baza abilititii ei de a stimula prolilcrarca linici cclulare T murine CTLL-2 .

IL-15 uimani a fost clonatd din linia cclulard stromald IMTLH, relevind 97%
identitale cu proteina simiand. Sccventa genomicd a hIL-15 este de 14.968pb lungime si
include 6 exoni ce codifici protcina si 5 introni. cDNA IL-15 uman conline o regiune 5’
necodificantd de 316 pb si una 3’ dc 400 pb. Gena IL-15 csle cartatid in cromosomul 4
(q 25-35) avand o lungime de cel putin 32 kb (1).

Glicoproteina IL-15 este formatd dintr-un precursor polipeptidic de 162
aminoacizi cu o secven{d lider-de 48 aminoacizi, precursor ce va fi clivat pentru a forma
proteina maturd. Desi sccveniele formate din reziduurile aminoacizilor componenti ai
IL-15 si IL-2 nu au similaritd{i, structura sccundard predicatd a IL-15 arati 4 domenii
helix-like, structura caracteristica pentru familia de citokine helicale.

Similaritdtile functionale ale celor doud citokine sunt determinate principalmente,
de folosirea in comun a unei subunitd{i a receptorului, care declanseazi semnalizarea
intracelulard. IL-15 stimuleaza proliferarca cclulelor CTL si a blastelor activate cu PHA
in aceeasi masurd ca IL-2. Ea induce in vitro, gencrarea celulelor efectoare citotoxice.
Poate stimula proliferarca limfocitelor B cocultivate cu anticorpi anti-IgM sau cu ligandul
CDA40. Induce secretia de IgM, IgG si IgA intr-o manierd similara cu IL-2.

IL-15 derivatd din celulele dendritice umane are activitate chemoatractanta si
chemocinéticd pentru celulele T, fiind consideratd si un mitogen al acestora (2).
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Receptorul IL-15 (IL-15R)

Asa cum s-a mentionat, similaritatilc functionale ale citokinclor IL-15 si IL-2 dc a
actiona diferitcle sisteme celulare, sc datorcazd folosirii in comun a unor lanturi
proteinice din receptori. IL-15 interaclioncaza cu un receptor heterotrimeric ce constd din

doui subunititi (B si y) ale IL-2R si dintr-o subunitate ce cupleazi IL-15 cu inaltd
afinitate, IL-15Ralpha. Primele doud subunitdii sunt necesare pentru semnalizarea fie a
1L-2, fie a IL-15, ceca cc determind activitdti comune in vitro (3).

fnainte de a prezenta date despre receptorul IL-15, reamintim structura
receptorului 1L-2, care este format din 3 proteine: lantul alpha (p55), lanful beta (p75 ) si
lantul gamma (p64). Lanturile beta si gamma sunt ale familiei receptorilor hematopoietici
si sunt necesare in internalizarea ligandului si in transduc{ia semnalului. Lanjul alpha al
receplorului IL-2 nu estc implicat in cuplarea IL15; pentru aceasta sunt necesare numai
lanturile beta si gamma IL-2R. Se conclude cd, IL-15 interac{ioneazd cu un receptor
heterotrimeric ce constd din subunitatile beta si gamma ale IL-2R §i dintr-o subunitate
specifici ce cupleazi IL-15 cu inaltd afinitate.

Nu surprinde faptul ca aceste citokine relevd un numir de similaritdti in vitro.
Totusi, cxpresia diferentiatd a lor si a lanturilor alpha din receptorii lor in diferite {esuturi
si lipuri celulare, sugercaza ci IL-2 si IL-15 pot avea, cel putin partial, functii fiziologice
distincte. Astlel, productia de IL-15 de citre macrofage, ca raspuns la stimuli din mediu
si la agenti infectiosi, sugercazd céd interleukina  joacd un rol in rdspunsul imunitar
protector, in rejectia alogrefcelor si in patogenia bolilor imune (3).

In cclulele pigmentare retinicne fctale de la om cxistd transcripte pentru cele 3
componente ale 1L-15Ralpha, IL-2Rbeta si IL-2Rgamma. Celulcle pigmentare produc
IL-15 carc poate juca un rol important in rdspunsul imun si inflamator, prin stimularea
limfocitelor T infiltrate (4).

IL-15 regleaza proliferarca limfocitclor B si a cclulelor NK activate si stimulate
cu chemoatractanti, cfecte inhibate dc anticorpi anti-IL-2Rbeta. Citokina induce
fosforilarca pe tirozina subunititit 1IL-2Rbeta (p75) si a subunitdfii IL-2Rgamma (p64)
(5). Inhibarca cu anticorpi anti-p75 si anti-p64 IL-2R  stopcazi stimularca proliferarii si
activitatea citotoxicd a hmfocitelor din boala prolifcrativa a limfocitelor granulare
(LDGL), in timp cc tralarca cu anticorpi anti-pS5 IL-2R nu arc efect inhibitor asupra
activitatii citokinei IL-15. Deci, limfocitele granulare CD3+ si CD3- sunt stimulate de
IL-15, activitatea acesteia fiind mediatd de lantul IL-2Rgamma (6).

IL-15 inducc proliferarca cclulelor din singele uman, dacid acestea corespund
lanturilor IL-15Ralpha, IL-2Rbecta si IL-2Rgamma. Daci insd, sc blocheazd IL-15R alpha
cu hexametazona, IL-15 actioncazi slab asupra mononuclearelor, iar 1L-2 nu este afectat.
Se conclude cd, in ciuda similaritdtilor structurale si functionale dintre lanturile
1L-2Ralpha si IL-15Ralpha, cel din urma este indispensabil pentru cuplarea 1L-15.

Reglarca expresiei IL-15Ralpha poatc reprezenta o noud {intd pentru interveniia
farmacologica dircctionatd pe limfocitele T (7). Lantul IL-15Ralpha carc cuplcazi 1L-15
cste astfcl parte a receptorului acestuia, prezent pe clona T si similar cu IL-2R alpha, dar
totusi distinct de acesta.

Expresia mRNA al subunitatii 11.-15Ralpha este diferita de mRNA IL-2R alpha.
Expresia formei solubile (s) recombinatd a IL-15Ralpha arald cd accasta este un potent
inhibitor al activatorului biologic IL-15 (7,8).
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Prolifcrarca mastocitelor declansatd de IL-15 s¢ face in abscnia IL-2Ralpha ‘si
beta si nu implica subunitatea gamma (c). Cross-linking-ul mastocitelor cu I11.-15(1"")
relevd o proteind de cuplare de 60-65 kD distinctd de componentele cunoscute ale 11.-15R
de pe limfocitele T. IL-15R al mastocitelor recruteazi Jak2 si Stat5, in loc de Jak 1/3 si
Stat 3/5 carc sunt activate in celulele T. Astfel, IL-15 este un factor dc crestere a
mastocitelor, care utilizeaza un nou receptor si o cale de semnalizare distinctd (9) .

IL-15 are 4 domenii hclix si activitatc biologicd similard cu IL-2 datortd
interac{iunii cu lanturile IL-2Rbeta si gamma. Se poalc astfel afirma cd, IL-2R g1 IL-15R
detin subunititile 1L-2Rbcta/gamma, cseniiale pentra transductia semnalului. Pentru
inalta afinitate a 1L-2, IL-2R rcclami o subunitate o specificd, asa cum si IL-15 murin
solicitd o subunitate o specifici finruditd cu IL-2Ralpha. Comparativ, s-a stabilit ci
IL-15alpha murin, singur, cuplcazd IL-15 de o mic de ori mai mult decit o [ace
IL-2Ralpha cu IL-2.

La om s-au izolal 3 variarte dc IL-15alpha care pot cupla IL.-15 cuv inaltd
afinitatc. Domeniul citoplasmatic al 1L-15alpha, ca si al 1L-2Ralpha cstc dispensabil
pentru semnalizarea milogenica, sugerandu-sc numai rolul primordial al lan{ului alpha, de
a conferi inaltd afinitatc de cuplarc. Totusi, la 0 concentrajic mare, IL-15 ca si IL-2 poate
semnaliza printr-un complex I1L-2Rbeta/ gamma, in abscnta subunititii alpha.

Genele IL-15RA s1 IL-2RA au organizarc similard intron-cxon si sunt intim legate
in genomul uman si murin. Cu toate acestea, distributia IL-15Ralpha cste mult mai larga
decat a IL-2Ralpha sugerindu-se astlel un larg spectru de tinte celulare pentru IL-15
(10). Deci, pentru bioactivitatea interlukinei-15 pe linia de cclule T murine sunt necesare
componeﬂlclc beta si gamma din 1L-2R, dar nu s lanul alpha al acestui receptor, iar
pentru cuplarca sa, nccesitd subunitatea alpha a 1L-15R.

IL-2 si IL-15 au multe activititi biologice asemindtoare, ca o consccintd a
utilizdrii lanjurilor beta si gamma ale 11L-2R. Ficcare citokind cuplcazd insa, la un lant
alpha spccific al receptorifor. Diferentele dintre interactiunca IL-2R si IL-15R contribuie
la diferentele lor functionale (11,12). In concentratii diferite si depinzdnd de timp, IL-15
determind eliberarea sIL-2R alpha din PBMC activate d¢ PHA. Blocarca lantului
IL-2Ralpha cu anticorpi, previne cliberarca  sll.-2Ralpha de cétre 1L-15, dar nu
de citre 1L-2.

IL-7, alid citokind ce utilizeazd lantul gamma al 1L-2R duce, dc ascmenea, la

eliberarra sIL-2Ralpha dcoarcce, in anumite cazuri clinice sc¢ constatd nivelc serice
anormale dc sIL-2Ralpha. IL-15 si 1L-2 sunt astfel considerate potente inductoare de
eliberare a sIL-2Ralpha in vitro (13). IL-15 ca si 1L-2, IL-4 si 1L-7 utilizcazi in comun
subunitéd{ile beta si gamma ale IL-2R pentru transmiterca semnalului (14,15).
Pentru a infelege bazcle moleculare ale redundantei si pleotropiei citokinclor s-au
comparat reactiile proteinclor Stat din limfocitcle sangelui periferic, la actiunca
citokinclor. Astfel, IL-2 activcazd rapid StatS in limfocite, iar Stat3 si Stat5, in
limfocitele preactivate. IL-7 si IL-15 induc accleasi complexe ca IL-4, fapt cxplicabil
prin implicarea [L-4R. Deci, o singura citokina in diferite conditii fiziologice poate
activa diferite combinatii ale protein:lor Stat, astfel incidt sunt considcrate doui
mecanisme prin care citokina poatc activa acecasi proteind Stat (16).

In concluzie, IL-15 este un membru al familici citokinelor cu 4 domenii helix si
carc in vitro releva activitate bio'ogica IL-2-like. Ea utilizcaza lanturile beta si gamma ale
IL-2R care sunt esentiale pentru transductia semnalului.
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I.antul 1L-15Ralpha murin arati o afinitate de cuplare cu IL-15, cchivalentd cu a
IL-2R heterotrimeric pentru 11.-2. IL-15Ralpha csle o structurd similara cu IL-2R alpha
definind imprcund o noud familic de citokine. Disfributia mRNA IL-15 si IL-15Ralpha
aratd ci 1L-15 arc activitate biologici distincta de 1L-2 (17,18).

I1.-15 si NK (Natural Killer)

Celulele ucigase (NK) provin din cclulele medulare CD3+, CDI6+ si din
limfocitele granulare mari. Celulcle stromale ale miduvei osoase umane cxprimi
transcriptc de 1L-15, iar din supernatantul culturilor acestora se izoleazi citokina.

In vitro CD3, CD356, si NK pot fi obtinute in culturi de progenitori hematopoietici
CD34 in absenta 1L-2, a celulclor stromale i a altor citokine. Aditia ligandului c-kit in
aceste culturi nu induce difcrentierca celulelor citotoxice din cele CD3- CDS56+, dar
amplifica considerabil cxpansiunca lor.

IL.-15 poate fi un ligand fiziologic relevant pentru diferentierea NK in vitro
(19,20). IL-15R arc clecte proliferative asupra subsetului de celule NK umane CD56
clect ce poate fi abrogat de anticorpi anti-IL-2Rbeta (p75), dar nu de anticorpi anti-CD25
(p25). Activarca NK CDS56 de citre rll-15 cste similard cu cea indusd de rIL-2, ceea ce
se demonstreaza prin activitatca cilotoxica NK, dar si prin productia de IFN gamma,
GM-CSF si TNFalpha. Efcctul citotoxic al NK, amplificat de rIL-15, se poate complet
bloca cu anticorpi anti-IL-2Rbeta.

Cclulele NK umane activate nu par sd producd IL-15, dar rIL-15 este un ligand
care activeazd NK umance prin componentul 1L-2R, intr-un model care nu este identic cu
accla impus de rll.-2 (21).

IL-15R induce cfect proliferativ asupra populatiilor de celule NK subsetul CD56
bright, care exprimd constitutiv inaltd afinitale pentru IL-2R prezent pe aceste celule.
Efcctul proliferativ al 1L.-15 poate fi blocal cu anticorpt anti-IL-2Rbcta (p75), dar nu cu
anticorpi anti-11.-2Ralpha (p55) ( 22)).

Cclulele NK care provin din limfocitcle mari granularc exprimd, de asemenea
constitutiv IL-2R. Asa cum s-a mentionat, rhlL-15 foloscste 1L-2R activand NK umane si
poate stnergiza cu rhlL-12 pentru stimularca productici in vitro de citre NK a
IFNgamma.- In mononuclearcle umane, LPS declanscaza o importanta productie de IL-15
in 5 ore. In cateva modcele experimentale s-a demonstrat o productic mare de 1L-15 de
catre mononucleare, in prezenta infectitlor microbicne.

IL-15 endogen acliveaza celulele NK prin intermediul  IL-2R, iar in combinatie
cu IL-12 cndogen regleaza productia de IFNgamma de citre NK, dupd activarea
mononuclearclor cu LPS. S¢ sugercazd un important rol al IL-15 in rdspunsul imunitar
inndscut. dcoarcce citokina este un important ligand la IL-2R NK in vivo (23). La soareci
tratati cu anticorpi anti-1L.-2beta, celulele NK izolate nu mai raspund la I11.-2.

Pentru dezvoltarca st supravictuirea celulelor NK in vivo, este implicata
subunitatea IL-15Ralpha care coopercazi cu IL-2Rbeta/gamma ( ¢ ) pentru transductia
semnalului intracelular la concentratic picomolard de 1L-15. Celulele NK umane inactive
exprimd mRNA 1L-15Ralpha si cu adaus de IL-15 supravictuicsc pana la 8 zile, proces
nesustinut de TNFalpha, 1L-1beta, 1L-10, IL-12 si nici de citokinele care folosesc lantul
camma ¢ pentru semnalizarca citokinelor 1L-4, 11.-7, IL9 si 1L-13,
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Un mecanism prin carc I1.-15 initiaza supravictuirca celulelor NK poate implica
mentinerea expresici proteinei Bel-2 (24). Prin cuplarca la IL-2Rbcta st gamma, IL-15
stimuleaza multiple functii ale NK carc initial au fost atribuite numai interlcukinei-2.
IL-15 induce activitatca NK in timpul rispunsului imun, inaintea activdrii limfocitclor T
si ulterior producerii de 1L-2 (25).

Printre timocilcle postnatale imature existd precursori care din suspensii de
timocite pot forma celule NK fenotipic si functional mature. IL-15 stimuleaza expresia
R-CD94/NK G2A, dar nu si a altor NK (26).

IL-15 si IL-2 aflecteaza diferit diferenticrea progenitorilor bipoten{i T/NK.
Celulele liniei fetale de celule timice (FTOC) in culturd, care detin IL-2Rbeta+TCR sunt
progenitori bipotenti T/NK carora dacd li se administreazd IL-15 in concentraiii mici
conduc la o crestere a acestei subpopulatii de celule. Din contrd, concentratiile mici de
IL-2 nu induc cresterea aceluiasi [enotip celular (27).

Celulele NK sunt caracterizate prin abilitatca dec a media c1totox1cﬂatea spontand
contra celulelor tumorale susceptibile si a cclulelor infectate. IL-15 regleaza activitatea
antitumorald prin intermediul cilotoxicitatii celulelor NK si a productici de IFNgamma de
citre acestca. Sc apreciazi cd 10ng/ml de IL-15 csle concentralia oplimd pentru
citotoxicitateca maximi a NK contra {intclor K562. IL-15 singur sau combinat cu IL-12
poate si respectiv pot amplifica citotoxicitalca antitumorali a cclulelor NK (28).

Pacicntii cu SCIDX-1 (Scvere Combined Immunodelicicncy X-linked) au mutatii
in gena gamma c¢ a rcceptorului citokinelor, ceea ce ducc la absenta limfocitelor T s1 a
celulelor NK. IL-15 ca si IL-2 dctine in receptorul siu subunitatea gamma c .

in difcrenticrea celulelor NK s-au studiat citokinele IL-15, IL-2 si IL-7 pe
celulele singclui cordonului ombilical, constatindu-sc maturarca cclulclor NK prin
proliferarca cclor CD34+ si CD7+; astlel s-a demonstrat cd, st IL-15 poate juca un rol
important in maturarca celulelor NK din progenitori.

Lantul gamma (c) transduce semnale majore implicate in diferenticrea celulelor
NK din progenitori hematopoictici. Interactiunca I1L-15 cu acest lan{ cste implicati intr-o
etapd timpurie, fatd de reactia lui IL-2 si IL-7 cu accastd subunitatc a rcceptorului.
Transferul genci in progenitorii hematopoictici ar putea restaura potentialul diferentierii
celulelor NK la pacientit cu SCIDX-1.

Mutatia 1n lantul gamma (¢), comun receptorilor pentru I1L-2, 1L-4, IL-7 s1 IL-15
este responsabild de deflicienta prezentd la acesti pacienti. Mutatia trunchiazd partea
majora a cozii citoplasmatice a lantului gamma (c), care nu afectcazd cuplarea IL-2 cu
inaltd afinitate, dar scade partial endocitoza 1L-2 si previne modularea lantului beta al
IL-2R, ca si foslorilarca pe tirozind a proteinei Jak3 ca raspuns la IL-2 (29,30).

IL-2, 1L-7, si 1L-15, casi IL-4, stimulcaza rapid fosforilarca la tirozinid a IRS-1
st IRS-2 in celulele NK din singele periferic uman si din liniile limfoide. Cele doui
fosfoproteine majore sunt receptori pentru insulind si IL-4. Ele se asociazd cu Jakl si
Jak3 si cu IRS-1 si IRS-2 din limfocitele T. Aceste kinaze pot fosforila pe tirozina IRS-2
sugerand un posibil mecanism prin care receptorul citokinelor poate induce fosforilarea
pe tirozina lui IRS-1 si IRS-2. Se sustine cd IRS-1 st IRS-2 pot avea roluri importante in
activarea limfocitelor T, nu numai ca raspuns la IL-4, dar si la IL-2, IL-7 si IL-15 (31).
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Sinteza proteinet H.-15 creste ca raspuns la infectia «u 1HHV-6 (Human Herpes
Virus-6). ca si tropismul marcat al virusului pentru cclulele NK st T. Infectia PBMC cu
[H1V-6 duce la reglarca superioard a citotoxicitdti celulelor NK, carc nu poatc fi
abrogatd decit cu anticorpi monoclonali anti-IL-15.

in concluzic. sc considerd ¢ activitatca amplificalid a celuleler NK - ca raspuns la
infcetia virald, reprezintd un mecanism natural de aparare anhivirald, ducind la climinarca
rapida a cclulelor infectate (32). IL-15 cstc un factor de maturarc specific pentru celulele
NK si poate mima micromediul medular in vitro (33).

[1.-15 si diferite tipuri celulare

I1.-15 induce cresterca limfocitclor T si B, asemenca lui 1L-2. Intervine in
difcrentierea in vitro a blastclor T CD4 '+, in celule producitoare de 1L-4 si IFNgamma.
IL-15 si IL-2 au un numir dc proprictiii esentiale in diferenticrea in vitro a cclulelor
carc produc I1L-4, Adausul dec dozc mari de IL-15 in culturi celulare primare, duce la
cresterea substantiali de IFNgamma, 1ar in culturile cu adaus de IL-12 si IL-15
combinate, proliferirile cclulare sunt mai mari decat in cazul in care aceste citokine sunt
administrate scparat (34).

Ca riaspuns la rh1l-15, uncle clone de limfocite T umane produc IL-5. mRNA
IL-5 devenind detectabil 1a 3 ore dupa stimularca cu 1L-15 si atinge maximun la 9 ore.
Sinteza de 1L-S indusi de 1L-15 este inhibatd de herbimicina A, un inhibitor al tirozin
kinazclor implicate in transductia semnalului si care duce la sintcza IL-5, ca st la
prolilcrarca celulelor T indusi de 1L-15 (35).

11.-15 poate recruta i activa limfocitele T in membrana sinoviald, contribuind
astlel la patogencza artritei reumatoide. Intr-un model murin, injectare rIL-15 induce un
infiltrat inflamator local in care predomind celulele T care prolifercazd ca raspuns la
IL-15 (36). 1L-15 ¢ste un factor de crestere pentru imfocitele T gamma/delta murine
indusc de infectia cu Salmonella. Derivat din macrofagele inlectate, IL-15 poate contribui
la activarca timpuric a limfocitelor T gamma/delta in timpul salmonclozelor (37).
Citokina cste claborata de mononucleare st releva activitate similard cu IL-2, stimuland
cresterea celulelor T activate, si costimulind limfocitele B pentru a prolifera si produce
lg. La concentragn optime induce rapid hmfocitcle T cu memorie (CD4S Ro+), CD4+ si
CD8+ si imlocitele naive (38).

IL-15 induce redistribuirca receptorilor de adcziune pentru limfocitele T. Factorii
chemotaxici precum citokinele st chemokinele directioneazi migrarca leucocitelor in
locurile inflamatici. Chemokincle au rol reglator in expresia proprictitilor adezive ale
itegrinelor leucocitare. IL-15 arc proprictili chemotaxice si induce formarea de uropode
pe limfocitele T la care sunt redistribuite molcculele de adeziune intercelulard (ICAM-3).

Induccrea de citre 11.-15 a (ormarii uropodclor cste evidentiatd pe limfoblastele
T care aderd la liganzi precum fibronectina, VCAM-1 si ICAM-1. Uropodul indus de
IL-15 este imbogdtit cu numcrosi receptori de adeziune si fiind bine expus mediului
extern, sc pare ca modulcaza proprictatile de adeziune ale limfocitelor (39). IL-15
factliteazd citotoxicitatca mediatd de limfocitele activate in vivo de IL-2, in limfomul
Burkitt (Daudi) s1 in ncuroblastomul LA-N-5 (40).
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Keratinocitele HaCA'T proaspit izolate, dar si cele cultivate exprimd constitutiv
mRNA 11.-15, iar cclulcle Langerhans proaspat izolate cxprimd transcripte 1L-15.
Productia de IL-15 indusd de UV-B in keratinocite, poatc contribui la o relativd stare
imunosupresiva indusd prin cxpuncrea la soarc (41,42). )

IL-15 se exprima inalt si in muschii schelctici. In concentratic de 10 sau
loong/ml, citokina crestc dc 25 ori acumularca lantului greu al miozinei in miocitele C,
de soarcce. Deci, IL-15 poate stimula miocitele difcrentiate si (ibrele musculare pentru a
acumula cantiti{i crescutc de proteine contractile. Afecteazd astfel paramctri asociati cu
hipertrofia fibrei musculare scheletice sugerand posib. litatea de a fi un agent anabolic
pentru cresterca masei musculare schelctice (43).

Gena IL-15 se exprimi la nivele scizute in culturi de astrocite si microglii fetale
umane, dar cind accstea sunt tratate cu IL-1beta, IFNgamma sau TNFalpha creste nivelul
atit al mRNA cit si al proteinei IL-15. Sc apreciaza ci IL-15 produs de astrocitele si
microgliile fetale umane pot interveni in imunitatca mediati de limfocitele T (44).

Celulcle endoteliale umanc scparate din venele dermice si ombilicale, exprimi de
asemenea, mRNA si protcina 11.-15, proces amplificat dc UV-B si UV-A (45).

fn/ contrast cu IL-2, IL-15 inducc importantc schimbiri in morfologia
granulocitelor necutrofile. Sintcza de novo a RNA si a proteinclor cste crescutd in
neutrofilele activate d¢ IL-15 in timp cc  IL-2 nu arc accst efcct. De asemenea,
IL-15 inlarzic, in funciic de dozd, apoptoza ncutrofilelor mai eficicnt decit IL-2;
astfel, la 5oong/ml, 1L-15 intarzic apoptoza ca si GM-CSF. Neutrofilele detin complexe
specifice de IL-15R (46). Printrc diversclc proteine inalt reglalc se remarcd proteina
citoschelelica actina.

Celulcle cpitehiale intestinale de la sobolan si om raspund la IL-15 si exprimd
mRNA IL-15; citokina stimulcaza proteincle Stat determinidnd prolifcrarea acestor celule,
posibil integrandu-Ile in sistemul imunitar intestinal (47).

IL-15 si cancerul

Celulele lcucemice umane U937 au f{ost transfectate cu constructul 5X jun/AP-1
CAT. Au fost tratatc 24 orc cu diferile doze de IL-15 pentru a i testate prin exprimarea
activititn CAT. S-a constatat ci3, la 0,05 ng /ml, IL-15 determind stimularca maximi a
activitifii CAT. De ascmcnca, masurdnd nivelele mRNA ale genelor c-jun si c-fos in
aceleasi conditii, s-a constatat in 15 minute stimularca cxpresiei  acestora de 3,2 ori si
respectiv doud ori; de aici ideia cd, IL-15 este implicatd in reglarca genelor cu recactic
timpurice(48).

La doza de 0,2ng/ml, IL-15 inducc in progenitorit mononucleari U937, alterarca
rapidd a fosforildrii pc tirozina proteinelor Stat3, Ick si IL-2Rbeta. S-a demonstrat ¢i
receptorii st tirozinkinazele acestor celule, participd la raspunsul timpuriu al semnalizirii
induse de IL-15 (49).

IL-15/IL-T este produs de celul:le leucemice T linia Hut-102 induse de HTLV-I
st reclamd subunitatca 1L-2Rbeta . Sinteza IL-15 de catre celulele Hut-102 este foarte
crescutd (mRNA IL-15 este de 4-10 ort mai mult). Transcriptele IL-15 pot produce un
mesaj de fuziune cu o componentd a HTLV-l de unde ideia ca, IL-T cste identici
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cu 11.-15. Mcsajul predominant din cclulele Hut-102 cstc un mRNA himeric care leagd pe
de o parte, un scgment al regiunii R al LTR-HTLV-I si pc de altd parte. regiunca
nctranslatata 5’ (UTR) a IL-15.

Scgmentul R introdus, climind peste 200 nucleotide ale 1L-15 5' UTR incluzind 8
din 10 AUG ce sunt prezente in mesajul IL-15 normal. Astfel, IL-15 sintctizat de linia
Hut-102 implici o crestere de transcripte 1L-15 (m RNA) si translatie sccundard pentru
productia unui mesaj de fuziune HTLV-I-R lipsit de multi AUG (50,51).

IL-15 determind cresterea celulelor leucemice la pacientii cu B-CCL (B-Cell
Chronic Lymphoprolilerativ). Celulcle B-CCL proaspit izolate sunt stimulate de IL-15,
spre deosebire de limfocitcle B normale carc nu rispund acestei citokine; dacd sunt
tratatc in prealabil cu forbol miristat acetat, limfocitele B devin reactive. Avand
proprictili biologice similarc cu ale IL-2 in diferite sisteme celulare (indeosebi pe
celulcle T si NK) IL-15 foloscste componentele receptorului IL-2.

Celulele leucemice B-CCL de la pacientii cu afectiuni limfoproliferative cronice
poarta IL-2R si cresc ca raspuns la 1L-2. De asemenca, IL-15 determind pe langad
prolifcrarca celulelor B-CCL si proliferarca celulclor HCL. IL-15 stimuleaza proliferarea
celulelor leucemice B mai puternic decit atunci cand actioncazd in combinatie cu I1L-2.

Analiza subunititilor IL-2R (p55,p75,p64) dc pe celulele leucemice prin blocarea
cu anticorpi monoclonali, demonstrcazi ca B-CCL si B-HCL exprimd lanturile beta si
gama ale IL-2R, lanturi carc pot fi folositc de IL-15. Se conclude ci IL-15 prin
receptorul IL-2R intervine in proliferarca ncoplazicd a celulelor leucemiei cronice (52).

IL-15 cste produs de un larg spectru de tipuri celulare, cu nivele inalte de mRNA
IL-15 in linii de cclule cpitchale, mononuclcare, miocite si placentare. Stimuleazi
proliferarca limfocitelor B activate de anticorpi anti-IgM umand sau de forbol ester, dar
nu are cfect pe celulele B inactivate. In combinatic cu CD40, IL-15 este un inductor al
sceretict policlonale de TgM, TgGl si nu de IgG4 sau IgE. Proliferarea sau diferenticrea
limfocitelor B induse de 11.-15 sunt comparabile cu ale IL-2. Din toate citokinele
studiate, numai I1-15 arc capacitatea de a inlocui 1.-2, desi numai partial (53).

IL-15 arc un potential pentru imunoterapia cancerulut pulmonar actionand pe
lintile celulare neoplazice prin activarca celulelor NK si a mononuclearelor din siangele
periferic (MNC). Astlel. la concentratia de 10ng/ml, IL-15 creste semnificativ aclivitatea
cclulelor NK st a MNC contra Imiilor de celule de cancer pulmonar SBC-3/Co si a
cclulelor Daudi. So ng/ml fiind concentratia optima. Un interval de incubatic de 4-6 zile
cste optim pentru cresterca activitdtii ucigase a acestor cclule.

Activate cu HL-15, MNC exercita  de asemenca, o activitate distructiva si asupra
lintilor cclulare de cancer puimonar H-69, N-291 st PC-9. IL-2 nu arc cfect sinergic sau
aditiv cu 1L.-15 in inducerea activititin NK. 1L-4 arc clect supresiv in inducecrca de citre
IL-15 a actvitatn celulelor ucigase. 1FNgamma, IL-1beta, TNFalpha, IL-6 sau IL-10 nu
activeazd ccelulele ucigase via 1L-15 in concentratic optima (54). Mai mult chiar, s-a
constatat cd insdsi celulele tumorale pulmonare SCLC (Small Cell Lung Cancer) au
capacitatea de a clabora IL-15.

Un transcript 1izoform generat prin splicing alternativ in celulele acestui tip de
cancer. arc un ORF mai scurt datoritd stoparii codonilor in cxonul A. Protcina
receptor IL-15 predicald, are un peptid semnal mai scurt, dar compozitia in
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aminoacizii constitutivi este identicd cu a proteinet IL-15 mature. Sc sugercaszd un
potential rol functional al IL-15 in tumorile umane, rol carc este diferit de ar activititin
IL-2-like (55). ' o

I1.-15 este de 3-4 ori mai potentd decét IL-2 generdnd splenocite cu efect citolitic
care lizeaza celulele tinta YAC. In supresia metastazclor pulmonare indusc de
MCA-205, IL-15 atinge jumitate din potentialul interleukinei-2, dar ar avea un indicc
{erapeutic superior acesicia (56).

In vitro, activitatea CTL si LAK (Lymphokine Activated Killer) din PBMC
singeclui periferic este indusad contra tintelor tumorale, de cétre IL-15 de la donori
normali. PBMC izolate de la pacienti cu melanom metastazic, inoculate cu diferite doze
de rhIL-15 au fost testate in functic de timp si-dozi, contra celulelor tumoralc autogene,
liniile sensibile la LAK (FMEX si Daudi) si linia K 562 scnsibild la NK. S-a demonstrat
cd activitatea LAK se manifcstd in PBMC pacicntilor cu melanom in prezenta IL-15,
pentru lizarca cclulelor tumorale autologe in manicra nerestrictiva MHC. Astfel, 1L-15
poate juca un rol important in imunitalca antilumorald cu o posibild folosire in
imunoterapia canccrului (57). Transcripte pentru JL-15 s-au detcctat si in celulele
melanomului. De accea. accasti citokind sc poate modifica in interesul tumorii.

Linit cclulare de cancer uman de diferite histotipuri, cxprimd doud produse
IL-15 amplificate: o bandd de 524pb corespunzand lui mRNA IL-15 si una de 643pb,
corespunzind unui mRNA alternativ spliced si care include un cxon alterantiv de 119 pb.
Totusi, 1L-15 nu cste detectabil in supernatantul celulelor canceroase carc cxprimi una
dinizolormele de mRNAL desi poate i detectat in uncele celule tumorale (58.,59).

Transeripte IL-15 au fost detectate in 9 din 9 tumori (3 sarcoame Ewing, 5
ostcosarcoame si un rabdomiosarcom). Liniile de osteosarcom si rabdomiosarcom au
MRNA IL-15 incepind de la nivele joase pind la nivele inalte si clibercaza IL-15, in timp
ce sarcomul Ewing nu clibercaza citoking. Cea mai inaltd productic de 1L-15 s-a detectat
in liniile de rabdomiosarcom R 30 st RD (60).

IL-15 poate potenta activitatea limfocitelor izolate din sangele periferic si lichidul
peritoncal de la pacienti cu cancer ovarian. Ccelulele tumorale ovariene alogene si
autologe sunt lizate in 18 ore. Sc sugercazd ci principalii autori sunt celulele ucigase
producitoare de limfokine 61).

IL-15 si HIV

Maturarea pre-CTL in clector CTL- virus-specific, depinde de limfocitele
T mediate de 1L-2 via IL-2R. PBL de la maimuta Rhesus infectatd cu SIV (mac) sau de
la pacienti infectati cu HIV, cocultivate cu un peptid cpitop CTL si cu rIL-2 devin CTL.
rll.-15 facilitcaza, de asemenca, activitatca CTL efector conducind cxpansiunea
CTL-virus-specific ce apare in conditiile ncutralizarii cu IL-2. Deci, aceastd maturare
poate apare si independent de 1L-2. Sc sugereaza astlel, ¢i existd un mecanism prin carc
CTL sc pot extinde in vivo in absenta 1L-2 s a limfocitelor T-CD4+ functionale (62).

Tratarea cu IL-15 a PBMC de la subiceti infectati cu HIV duce la o creslere a
citotoxicititii celulelor NK - la nivele similare cu cele ale PBMC de la donori sandlosi.
Electul este independent de citokinele reglatoare si nu este prevenit de anticorpii ce
neutrahizeazd IFN, TNF, IL-2 sau IL-12.
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I1.-15 amphifica abilitatea proliferativd atat la control cat s la subiecin
FHV -seropozitivi, ca riaspuns la mitogem st antigeni. Nu s-a stabilit o corclatic intre
infeetia cu HIV s productia de 11.-15 in vitro, infectia virald ncavand cfect asupra
ahilitatii mononuclearclor de a produce IL-15 ca rispuns la prezenta lui Staphilococcus
aurcus. Este astlel de retinut ca, IL-15 ar avea un potent rol imunorcglator in infeclia
cu HIV (63,64).

I1.-15 poate induce activitatca celulelor LAK la subiecti HIV-scropozitivi si poate
stimula productia de IFNgamma a PBMC. Nivelul p24 HIV este modcrat scizut in
prezenta a 10 ng/ml de 1L-15, fad de 10 ng/ml IL-2, dar este similar la 100 si 500 ng/ml
pentru ficcare citokind in parte (65).

11.-15 produs de mononucleare/macrofage desi arc activitate biologici similard cu
11-2, nu arc omologii semnificative de sccvenie. Stimuleazi limfocitcle B umane pentru a
prolifera si secreta Ig. In timpul infectiei cu HIV se constatd o crestere marcati a
nivelelor ci serice, crestere corelatd cu nivelele serice ale 1gG si partial  1gM. Se
sugercazi ¢d mononuclearcle/macrofage pot i o sursd de inalle nivele serice de IL-15 la
subiccti infectati cu HIV si de aici ideta cd, accastd citokind participd la aparitia
hiperglobulinemiei frecvent asociatd acester infectii (606).

IH-15 produsi dc mononuclecarc/macrofage si de cclule non-T au activitate
biologicd suprapusd cu a 11.-2 si este implicatd in re{cauva cclulard locald pentru activarca
s expresia T CD8&+ intr-un organ inalt afcctat cum cste plamanul. IL-15  induce
proliferarca celulelor T din tractul respirator al pacientilor infectati cu HIV.

Limfocitele T pulmonare sunt CD45RO+/CD&+ cc cxprimd spontan activilatca
markertfor (CD6Y si HILA-DR), fiind cchipate cu subunita(i receptoare IL-2Rbeta si
camma si cu recent identificata proteind IL-15alpha care cupleazd IL-15. Macrofagele
pulmonare cxprimi, de asemencea, nivele inalte de IL-15 iar anticorpi anti-IL-15 inhiba
functia accesorie a macrofagelor alveolare asupra proliferdrit T CD8+ indusi de
mitogeni. Dect. citokinele derivate din macrofagele produse la locurile infiltririi
limtocitelor T, joacd un rol in activarca rispunsului imun mediat de limfocitele T CD8+
HIV-specitice (67).

Asa cum se stie, citokinele pot avea aphcatii clinice in tratarca infectiei cu HIV si
de asemenca, ca vacein adjuvant. 1L-15 s1 IL-12 in doze de pand la 10ng/ml au cflect slab
pe productia de p24 HIV in linia ACH-2 de limfocite T si in linia mononuclearclor U-1
infectate cronic cu HIV.  Din contrd. cclulele infectate dar tratate in prealabil cu
forbol-12-minstat-13-acctal (PMA) determinad o sciaderc a Ag.p24 HIV in celulele U-1,
cu 16% in cazul interleukinei-12 si cu 15% in cazul interleukinei-15. Deci, IL-15 si 1L-12
pot avea clecte diferite in infechia latentd si acutd iar abilitatca lor de a amplifica sau
reduce productia virusuha poate depinde de activarea celulelor. Prin productia de Agp24
HIV . se poate stabili cficienta tratamentului combinat IL-15 + 1L-12; in fuactie de doza,
productia p24 poate creste sau scade (68,69)

IL-15 amplilica proliferarca PBMC obtinute de la pacienti HIV-1 scropozitivi si
creste foarte rar proliferarca limfocitelor. Citokina intervine in corectarca raspunsului
proliferativ afectat al CD4+ dec la subicctii infectati cu HIV-1, dar fard efect
mitogenic (70).
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IL-15. IL-2 si rcceptorii lor, induc activitatca limfocitclor T in sarcoidoza
pulmonara. Macrofagcle din lavajul bronhiolar de la pacicn{i cu sarcoidoz activa, expun
mRNA IL-15 si IL-15 pc membrana si in citoplasmi, spre decosebire de macrofagele dc
la martori, carc nu detin 1L-15. Limfocitele T CD4+ pulmonare dc la pacientii cu sarcoidoza
detin subunititile IL-2Rbeta si gamma prin intermediul cdrora actioneaza IL-15 determinénd
proliferarca limfocitclor T, proliferare comparabild cu cea indusa de IL-2.

Adausul gradat de IL-15 si IL-2 la limfocitele T din lavaj, duce la cresterea
semnificativi a stimuldrii TNFalpha, care regleazi raspunsul proliferativ mediat de IL-15.
Blocarca lanturilor IL-2Rbeta si gamma cu anticorpi monoclonali specifici, aboleste
actlivitatea stimulatoric a 1L-15 (71).

Citokinele cu profil Thl sunt mediatori importan{i ai imuniti{ii protective a
gazdei contra infectici soarccilor cu Toxoplasma gondii. Administrarea de rlL-15 exogen
cu Ag.solubil din lizat de Toxoplasma gondii (TLA) protejeazd complet efectul contra
parazitului letal, in timp cc tratarca numai cu rIL-15 sau TLA nu are efect. Dupd
imunizarea cu TLA/rIL-15 arc loc o semnificativd prolifcrare a splenocitelor ce expun
fenotipul CD8+ si carc raspund la TLA. La soarccii vaccinati creste nivelul IFNgamma.
Celulele ‘T CD8+ au activitate C'I'L amplificatd contra macrofagelor, (inte infectate cu
Toxoplasma gondii (72).
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INTERLEUKINA-13 (IL-13)

Interleukina-13 este o citokind inruditd structural si functional cu interleukina-4.
Similaritatile lor functionale sc explici, ccl pufin in parte, prin componentele comune ale
receplorilor lor prezenti pe membranele celulare, respectiv subunitétile IL-13R alpha si
1L-4R alpha (1).

Cele doud citokine sunt produse de limfocitele T, fiind codificate de genele
corespunziloare prezente la om pe cromosomul 5, iar la soarcce pc cromosomul 11. La
om, genele 1L-13 si IL-4 ocupa regiunca 423-31 a cromosomului §.

Gena IL-13 umani contine un fragment DNA de 4,6kb, iar cca de la soarece, un
fragment DNA dc 4,3 kb. Ambele gene sunt formate din 4 exoni si 3 introni, avind un
inalt grad de identitate a secventelor pe intreaga lor lungime. La om, gena IL-13 cste
localizatd la 12 kb de capitul §° fatd de gena 11.-4, concctindu-se in manicra cap-coada.
fn regiunca care lancheazi capitul §° s-au identilicat locurile de cuplare pentru diferiti
factori dc transcricre. -

Compararca 1L-13 cu IL-4 relevd considerabile similaritdi in organizarea
structurii genelor, prezentind numeroasce locuri potentiale de cuplare pentru factorii de
transcricre comuni cclor doud gene, asa cum sunt siturile AP1, AP2, AP3, PEA3, HRE,
TCF-1, GATA-3 si clementul IFN-responsiv.

Elementele promotoriale care cuplcazd NF-AT sunt candidati activi pentru
medicreca coordonatd a expresiei genclor acestor doud citokine (1, 2, 3, 4)

IL-13 este produs de T CD4+ si de T CD8+. Clonele T CD4+ apartinind
limfocitelor ThO, Th-1 st Th2-like, produc IL-13 in urma activérii cu antigemi specifici
sau dupa activarca policlonald. Expresia mRNA 1L-13, ca si productia proteinei IL-13 de
catre limfocitcle T din sdngele periferic si de catre clonele de limfocite T sunt induse
rapid si relativ indelung, spre deoscebire de productia de IL-4 care, in aceleasi conditii,
este tranzitorie.

Expresia mRNA IL-13 cste indusd prin modaliti{i de activare insuficientc insa,
pentru a inducc si expresia mRNA IL-4. IL-13 prezintd multe activitdti biologice similare
cu ale IL-4 datorita componentei comunc din receptorii lor care au rolul de a transmite
semnale. Totusi, IL-13 nu arc abilitateca de a activa celulele T, asa cum face 1L-4,
dcoarcce aceste celule nu detin componenta specificd receptoruluir IL-13.  Astfel,
diferentele in expresia activarii biologice a limfocitelor T de citre IL-13 si IL-4, pot avea
consccinie asupra rolului relativ al citokinelor in raspunsul imun (5).
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Jung T. et al.(6) subliniaza faptul ¢ IL-13 este o citokind identificatd originar ca
produs al celuiclor activate, claboratd de limfocitele T CD4+ umanc cu memoric, ca si de
cele CD8+, CD45 RO, dar si de cele CD4+ naive si CD8+ CD45 RA.

11-4 carc. asa cum s-a mentionat, dejine multe activita{i biologice aseminitoare cu
alc IL-13, cste claborat exclusiv de limfocitele T CD4 45 RO activate. Spre deoscbire de
JL-4, 1L-13 eslc ascminitor cu IFN-gamma, avind o cineticd prelungitd. Citokina este
produsi de limfocitele T din sdngele periferic, care produc si IL-4 dar nu si IFN-gamma.
Dec ascmenca, estc produsi de limfocitele T naive CD45 RO, care nu pot elabora IL-4. fn
consccinld, 1L-13 poate avea functii 1L-4-like in conditiile in care fie cd IL-4 nu este
produs de limfocitcle T, fie ci productia ci a fost stopati (6).

IL-4R-alpha forma solubild, poate fi implicat in modularea efectelor IL-4 ca si
IL-13 BP (Binding-Protein) din serul si urina soarecilor, cupland IL-13 cu inalt3 afinitate
(de 100-300 ori mai mare decdt IL-13R alpha clonat). IL-13 BP poate astfel inhiba
cuplarca IL-13 la rcceplorul sdu din plasmalcmele celulelor, jucidnd rolul unui modulator
al efectelor IL-13 in vivo (1).

Clonarca si caracterizarca cDNA IL-13R-alpha cit §i a proteinei acestuia aratd
omologii de 70% cu lL-13R-alpha -murin si de 95% in aminoacizii domeniului
citoplasmatic. Activitatca de cuplare a IL-13 este redusi la celulele transfectate numai cu
IL-13R-alpha. Cuplarca cstc mai substan{iald cind sunt prezcnie lanfurile alpha ale
IL-13R si IL-4R, ccca cc presupunc cd ambele componente sunt esentiale
pentru HL-13R (8).

IL-13R arc o structurd difcritd la variate tipuri cclulare si poate participa mai mult
ca o componcentd a IL-4R. Prin cuplirile incrucisate ale citokinclor IL-13 si IL-4 s-a ajuns
la concluzia ¢i IL-13R e¢ste complex si arc o subunitatc comund cu IL-4R. 1L-4 nu
cupleaza totdeauna la celulele la care se cupleazad 1L-13 fiind valabil deci, §i reversul. Se
propunc ca [orma dec 65-70kD a 1L-13, s3 fic componcnta predominantd, comund pentru
IL-13R s1 IL-4R. (9).

IL-13 si IL-4 produc accleasi schimbiri in celulele endoteliale ale venei
ombilicale umane (HUVEC), schimbari distincte de cele induse de alte citokine. Aceste
doua citokine stimulcazd comparabil VCAM-I1 cu acclasi timp al cineticii, dar la doze de
10 ori mai mici decit cele necesare pentru activarea si proliferarea limfocitelor B.

Folosirca anticorpilor monoclonali anti-lant alpha 1L-4R (CD124) demonstreazi
ca cxpresia acestui lany este esentiald pentru raspunsul celulelor HUVEC la actiunea
citokinclor IL-4 si 1L-13, subunitatca alpha {iind o componenti a receptorilor ambelor
citokine (10).

Lantul comun gamma c lipseste din celulele cndoteliale. Se sugereazi astfel ci
citokincle I1L-4 si IL-13 sunt importante in modularea functiilor celulelor endoteliale si
pot actiona printr-un singur receptor complex ce include lantul alpha IL-4R si nu lan{ul
gamma c (10).

Caput D. et al. (11) aratd cd IL-13 sccretat de celulele T are numeroase proprietiti
ascmandtoare cu ale 1L-4, carc s-ar datora componentelor comune din receptori. IL-4R
arc doud componente: o glicoproteind de 140kD si lantul gamma al IL-2R, insi nici una
dintre acestea nu cupleaza 1L-13.

Clonarca dintr-o linie de carcinom renal uman Caki-1 a unui cDNA care codifica
IL-13R (o proteind de 380 aminoacizi) aratd ca acesta are omologii cu IL-15R si cu
receptorul prolactinct.
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Transfcetarca celulelor COS-7 cu DNA JL-13R produce reactia dc cuplare cu
inalta alinitate a 1L-13. dar nu a IL-4. Cotransfectia cu cDNA IL-13 clonat si cu cDNA
1L.-4R duce la formarca de celule care cupleazd cele doud citokine. Celuleie cc contin
lantul alpha al IL-4R si 1L-13R, raspund la cele doud citokine (11,12).

in liniile de carcinom colorectal, IL-4R are 3 subunitati: de 65kD, 75kD si
130kD. Subunitatca de 75kD reprezintd lantul gamma comun cu al IL-2R. Subunitatea de
65kD cuplcaza primar cu 1.-13 marcat cu "L

S-a demonstrat ¢i un lant, altul decdt gamma, cupleazi IL-13 si IL-4 si
fosforileazd postreceptor IRS-1(Insulin Receptor Siibstrat-1); IRS-1 de 170kD sc
tirozinfosforileazd sub acliunea insulinei si a IGF-1- like. Existd linii celulare de
carcinom colorectal a cdror crestere este inhibatd cand IL-13R si IL-4R declanseazi
fosforilarea substratului IRS-1 (13).

1L-13R de pe liniile celulare de carcinom si de pe liniile sanguine umane detine,
in comparatic cu IL-4R, 3 subunititi: de 130kD, 75kD si 65kD. O suspensie de celule
carcinomaloase incubate cu exces de hIL-4 nemarcat, nu permite cuplarea IL-13 marcat
cu "' I. Totusi, hIL-13 nemarcat nu poate {i complet inlocuit cu hIL-4 "I de pe protcina
de 130kD.’Se conclude ci, hIL-4R si hIL-13R, dcsi similare sunt tqtusi distincte (14).

Structura IL-13R si IL-4R ecste variabild, in [unctic dc tipul celular si de starea
functionald a cclulelor. In linitle celulare de carcinom ovarian uman pot exista cateva
tipuri de IL-13R, iar modelcle de semnalizare induse de 1L-13 si IL-4 pot fi diferite in
fiecaere tip de receptor.

Liniile IGROV-1 si PA-1 dc cancer ovarian cxprimd cu inalta afinitate IL-4R si
un numir variat de IL-13R. IL-13 inhibi cuplarca IL-4 in ambele linii, in timp cc IL-4 nu
inhiba cuplarca IL-13 in lima IGROV-1. Ambele citokine induc fosforilarca kinazelor
Jak-1, Jak-2 si Tyk-2 in cclulele PA-1. In cclulele IGROV-1 sub actiunca celor dou
citokine sc exprimd kinaza Jak-2, st sc amplificd fosforilarca kinazei Tyk-2. IRS-1 si
IRS-2 sunt constitutiv fosforilate in ambele linii celulare, dar numai IRS-1 creste ca
raspuns la ac{iunca citokinclor.

in mod ascminitor, STAT-6 sc fosforileazi in toate liniile de cancer testate ca
raspuns la actiunca cclor doui citokine.

Se conclude cé, liniile de cancer ovarian prezintd doud tipuri de IL-13R si, de
ascmenca, cd modclele de semnalizare pot {t usor diferite in functic de ficcare tip de
receptor (15).

In cazul cclulelor de gliom uman, 11.-13R nu interactioncaza cu IL-4, dar IL-4R
interactioncazd cu IL-13. Aceste celule tumorale prezintd un mare numiar de IL-13R si
sunt scnsibile la hIL-13 si la cndotoxina de Pscudomonas (PE)- PE 38QQR-. Liniile
gliale umance sunt foarte sensibile la h1L-13-PE 38QQR-, situatic in care toxina himerica
nu este blocatd de hIL-4.

Sc sugereazd cd hIL-13R sc exprimd predominant pe celulele gliomului si nu
interactioneaza cu IL-4, astfel cd. acesta este diferit de ccl demonstrat pe céteva linii de
adcnocarcinom (16).

In limiocitele B cxistd IL-4R cu doud lanturi: unul alpha ascmandtor cu al IL-13R
si ccldlalt, gamma c IL-2R, asecmanator cu IL-12R, IL-9R si IL-15R. IL-4 induce celulele
carc nu detin lantul gamma c, astfel incit, inducerca transcriptelor liniei germinale
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t-epsiton in cclulele B. poate implica semnale via IL-13R. De asemenca, lantul alpha
H-4R  poate tansduce semnale intracelulare care duc la aparitia transcriptelor genei
C-cpsilon, independent de asocierea lui cu celelalte lanfurn ale receptorului.

S-a demoenstrat ¢d homodimerizarca receptorului (IL-4R alpha) indusa de ligand
determind in celulele B-JAB, activarca kinazci Janus (Jak-1), a STAT-6 si a transcriptclor
tiniei germinale C-epsilon. Se apreciazad ci acest proces este suficient pentru transmiterea
semnalelor intracelulare si, pe de altd parte, depinzénd de Jak-1, se produce orientarca
catre elaborarca de 1g.E (17).

Anticorpii monoclonali anti-IL-4 uman blocheazid cuplareca 1L-4 la receptor,
imphicit functia biologica a acestuia, dar blocheazd 1in acclasi timp si functia lui 1L-13.
Se considerd  astlel ¢, 1L-4 este un component secundar al IL-13R. Dc¢ asemenea, se
sustine ¢d lantul gamma ¢ nu participd la medicrea transmiterii semnalului, de unde
concluzia ¢i, subunitatea de cuplare a receptorilor pentru IL-4 si IL-13 este lantul alpha,
care mediazd transmiterca semnalului (18,19,20,21,22).

cDNA hIL-13R s-a identificat printre liniile de miclom analizate, linia U266 fiind
singura care exprimi transeripte 1L-13R st care produce st 1gE. Gena IL-13R este
localizatd pe cromosomul Xq24 intre gena receptorului lantulut gamma IL-2R (Xql3.1)
st gena 1L-9R (qu.\‘)', [angd gena higand CD40 al cdrui produs este implicat, ca si 1L-13,
in proliterarea st duectionareas hindocitelr B umane, cétre izotipul IgE. Absenia
secventelor nucleotide sugereazd ca in evolutie au existat ¢ii independente pentru genele
acestor receplort (23),

Transmiterea semnalului 11-13 induce o rapidd foslorilare si activare a TK-urilor
famuihier Jak dn eetulele unor hinne de carcimom de colon, Jak-2 este activat intr-un minut,
pentru ca i 10 nonute foslorilarea sa atingd maximum. 1L-13 fosforileazi si kinazele
Jak-10 Tyk-2 51 RS- (170kD). dar nu tosforilcazd Kinaza Jak-3. Ca si IL-13, 1L-4
fostortleasi aceleast kmaze, dar nu activearsd Jak-3 nict in celulele HT-29 ale
carcinomulur de colon sinici in celulele sistemului imunitar. Sc subliniazi faptul ci,
activarca cetulelor cu M- e face via HL-4R, [ard interventia lanului gamma  al
receptorudun,

Crokinele =13 st -4 indue fosforitarea STAT-6, dar nu actioncazid pe
STAT-1.3.50 8¢ sugereasd e in cazul eclulelor carcimomului de colon, 1L-13 utilizeazi
IL-AR s calea de semnalizare Jak-2 care poate juca, in acest tip de cclule, un rol
miportant in funciile TH-J4R st TL-13R (24.25),

Celulele TFI stimulate de 1L-13 determing, ca si IL-4 si IGF-1, activarca
fostorilirin la substratul de 170K1), care este puternic asociat cu subunitatca de 85kD a
fostomozitol-3 (P13) kinaser cu Grb-2. Deci, 11.-13 {osforilcaza tirozina substratului 4PS
oferind o interfutd esentiald intre 1L-13R si moleculele de semnalizare care contin
domeniul SH2.

Fibroblastele murine stimulate cu 1L-13 si 1L-4 care detin IL-4R alpha, dar nu
subunitatea H.-2R0 sunt foslorilate la tirozina IRS/3PS. Amplificarca IRS-1/4PS aparc ca
raspuns la 1L-4. dar nu la IL-13 in himfocitele transfectate cu lantul gamma IL-2R. Prin
urmare, IL-13 nu foloseste subunitatea gamma 1L-2R in receptorul sau complex, dar in
cazul 1L-4 expresia acestera amplificd medierea tirozinfosforildrii IRS-1/PS, fard insi, a fi
absolut necesard acestul proces (26).
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Analiza similarititilor si difcrentelor in transmiterca semnalelor de catre 1L-13 si
114, urmiritd prin aclivitatca kinazelor Janus, dovedeste incd odatd cd, ccle doud
citokine au raspunsuri biologice similare asa cum sunt: initierca claborarit IgE si induc{ia
Ag MHC clasa 1T ca si a CD23 in limfocitelc B umane. Comparénd abilitatea cclor doud
citokine de a activa molcculele de semnalizare in linia celulard TF] (dependentd de mulii
factori), se constatd cd, spre deoscbire de 1L-13, IL-4 induce fosforilarea Jak-1, dar
ambele losforileaza 4PS si Jak-1 (27).

IL-13 actioncazd n continuarea transmiterii semnalelor via STAT-6, dcoarece
soarccii deficienti in STAT-6 nu rdspund prin schimbéri morfologice sau prin cresterea
expresici MHC clasa I si, dc asemenea, nu determind scaderea productiei de oxid nitric
in macrofagele activate (28).

Stimularea cu TNF alpha induce o crestere de 2-3 ori a expresiei 1L-4R alpha si
corecleazd dezechilibrul subunititilor complexului receptorului IL-4/IL-13 din celulele
endotehale. Corecteazd, de asemenea, heterodimerizarea si oricnicazd capacitatea de
semnalizare via 1L-13 si 11.-4 inducand (inalmente, activarca STAT-6 (29).

IL-13 claborat de ThO, Th2-like si T-CD& ca rispuns la actiunca antigenilor,
induce rapid tirozinfosforilarca st activarca ral-1 kinazei in progenitorii linici celulare
U937, si in functic de dozi, tirozinfoslorilcaza in numai 3o sccunde, citeva proteine (de
93, 80, 74, 19,5, 42, 30, 22 i I8kD) . Efcctul 11L.-13 poate {i blocat prin inhibarea cu

“erbstatin.  In concluzie, 1L-13  prin mecanismul siu  dc transductic, implici
tirozinfosforilarca si activarca rapidd a serin/treonin kinazei raf-1 (30).

Efectul 1L-13 asupra diferitelor tipuri celulare

IL-13 si 11.-4 actioncazd (cecare pe celulele endoteliale umane in care induc
expresia ICAM-1 (Molccule de Adeziune InterCelulard) si VCAM-1 (Molccule de
Adcziune a Celulclor Vasculare ). Ambele tipuri de molecule sunt induse de citokine care
recunosc  liganzi inalt exprimati pe leucocite. Ele induc scparat tirozinfosforilarea
TK-azelor Jak-2, care, la randul lor, activeazi factorul de transcricre STAT-6. In celulele
endotcliulut vascular uman, cle folosese o cale comund care nu implicd lantul gamma c.

in mod similar, expuncrea timp de 18 ore a cclulelor mezotcliomului malign
uman, la TNF alpha si IL-13. conduce la sintcza mRNA VCAM-1 si la expresia acestor
molecule pc membrancle a 60-70% din celule. VCAM-1 s-a detectat pe 10-50% din
celulele nestimulate ale liniet de mezoteliom (31,32).

in afectiunile alergice, inductia VCAM-1 dc citre IL-4 arc un impact major
asupra extravazdrn subscturilor de leucocite. Inductia selectivi a acestor molecule de
citre cele doud citokine determina mobilizarca cozinofilelor si limfocitclor T din ciile
aerienc ale pacicntilor alergici (33).

in cazul sinuzitelor cronice hiperplazice nealergice cu polipoza nazald (CHP/NP)
infiltrarca cu cozinofile sc asociazi cu VCAM-1 endoteliale., molecule care mediaza
selectiv tranzitul transendotclial al acestor granulocite.

1l.-1 beta, TNF alpha si IL-3 suprarcgleaza cxpresia VCAM-1 si a chemokinei
RANTES (Regulated Activity Normal T Expressed and Secrcted) care mediazi
chemotaxisul limfocitelor, monocitelor si eozinofilelor in cazul sinuzitelor mentionate si
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poate contribui la acumularca marcata a cozinofilclor. Pe de altd parte, TNF alpha poate
juca un rol critic in reglarca cozinofilclor (34). IL-13 si nu IL-4 prelungeste
supraviciuirca cozinofilclor inducind chemotaxisul acestora. Citokina activeaza specific
cozinofilele umanc carc exprimd CD69 si creste scmnificativ mRNA 1L-12. La peste
3ng/ml, rhIL-13 prelungeste supravictuirea acestor cclule, dar este inhibat de anticorpul
monoclonal anti-IL-13 si dc GM-CSF, ceea ce sugereazi cé ar inducc producerea accstor
factori de citre granulocitele eozinofile si ¢ ar exista un mecanism autocrin responsabil
de supravictuirea acestor celule. Se conclude ci, IL-13 poate juca un rol important in
supraviefuirea §i revigorarea eozinofilelor in bolile alergice.

in astm, in celulele mucoasei brongice se constatd un influx selectiv de eozinofile
si o sus{inuld activitate a mRNA IL-13 (35, 36, 37). Infiltrarea eozinofilelor,
macrofagelor si limfocitelor T in mucoasa bronsicd este, de asemenea, asociatd cu IL-13
si IL-4, dar si cu producerea de VCAM-1 in fazele tarzii ale reactiei tegumentului la
agresarea cu alergeni (38).

IL-13 este un modulator al citorva funciii ale neutrofilelor umane cirora le
produce schimbiri morfologice, transformandu-le in celule tipice activate. rhIL-13 creste
si tirozinfosforilarea citorva proteine, stimulcazi formarea de novo a RNA prin aceasta
inducénd citeva proteine tipice pentru neutrofile.

Proprictitole antiinflamatorii ale IL-13 se asociaza cu ccle ale IL-4, IL-10 si TGF
beta, represimd productia de citokine proinflamatorii §i favorizand elaborarea de IL-1
gamma (39,40). ’

Bazofilcle umanc claborcaza ,dc ascmenca, IL-13 dupd stimularea cu anti-IgE,
spre deoscbire de ncutrofilele si bazofilele izolate de la accecasi donori. Ele pot fi si o
importantd sursd dc citokinc proalergice. IL-13 cste continutd in granulatiile bazofile, dar
s¢ detecteaza si in supernatant.

Nivele inalte de IL-13 sunt detcclabile, indcpendent de IgE, dupd activarea
bazofilelor, ccea ce duce la sceretia prelungitd de citokind. Productia de IL-13 de citre
bazofile este reglatd cxclusiv de IL-3 carc inducc direct expresia citokinei, dar, de
ascmenea, IL-5, GM-CSF, IGF-1 CSa st IL-1 beta pot induce o produciie, de data
aceasta, mai redusd de 1L-13. S.a demonstrat ci, bazoflilcle umane au un important rol
imunorcgulator datorat posibilitd{ii dc a clabora simultan, citokincle IL-13 si IL-4, intr-o
maniera restrictiva (41,42).

Productia de IL-13 poatc fi blocaid cu actinomicina D si ciclofosfamida.

Factorul recombinant de cliberarc a histaminet umane (hHRF) directioneaza
cliberareca histaminei si secretia de 1L-4 dc citre bazofilele subiectilor atopici. Acest
factor afecteazi eliberarea de 1L-4, IL-13 si histamini mediatd de IgE din bazofile, celule
care in mod normal nu elibereaza aceasta imunoglobulina.
fn cultura stimulata 16-20 orc cu anticorpi anti-IgE, secretia de IL-13 este amplificati de
hHRF, ceea ce sugercazid cd accst factor modifica raspunsul bazofilelor privind secretia
dependentd de IgE, prin cuplarea la un receptor specific, amplificind astfel rolul posibil
al acestei proteine in inflamatiile alergice cronice (43).

IL-13 st IL-4 sunt citokine cheic imunoreglaloarc care induc si amplificd
raspunsul imunitar de tip Th2 si care stimuleazd si elaborarea de IgE. Bazofilele
reprezintd o sursd importantd de IL-13 si IL-4, constituind un segment distinct de
celelalte tipuri celulare. Sunt unicele celule care exprimd constitutiv mRNA IL-4 si
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IL-13, sccretidnd aceste doud citokine dupa activarea cu IL-13 si CSa, independentd de
igE. Alte (unctii ale bazofilclor, precum chemotaxisul, exocitoza si elaborarca de
lcucotrienc C4 sunt reglate separat (44).

Generarca de I1-13 .care este o citokind de tip Th2, in mastocitele pulmonare
LMC (Lung Mast Cell) si in celc ale-liniet HMC-1 este indusd de anticorpi anti-IgE,
constatindu-se cresterea rapida si persistentd (16 ore) a mRNA IL-13. La doud ore dupa
aclivare, in supernatant nu se constatd cresterea citokinei, aceasta fiind detectabild la 8
ore. LMC prin multiple semnale de transducfie, conduce la creslerea atit a expresiei
mRNA IL-13 cit si a proteinei IL-13 (45).

in rinitele alergice, mastocitele din mucoasa nazala aratd o crestere a expresiei Fc
epsilon RI, CD40. IL-4 si IL-13 pot induce sinteza IgE in limfocitele B. Se apreciazi ci
mastocitele pot induce reaciii alergice datoritd tocmai expresiei crescute de Fc epsilon RI,
ca gi prin amplificarea productici de IgE in micromediul local (46).

RANTES este un puternic chemoatractant cu proprietiti de activare a
eozinofilelor, bazofilelor si limfocitelor T. Celulele epit:liale ale traheei umane, stimulate
cu IL-1 beta, TNF alpha si IFN gamma detcrmini cresterea proteinei RANTES (mRNA
se exprimd de 20 ori mai mult), crestere care, insd, este inhibatd nesemnificativ de
dexametazond §i de 1L-4, iar IL-10 si IL-13 nu au efect inhibitor (47).

Celulele endoteliale HUVEC stimulate cu IFN gamma, IL-1 beta sau TNF alpha
produc putin RANTES sau dcloc. In. schimb, mixtura TNF alpha+IFN gamma
declanseazd o produciie semnificativdi de RANTES. Sc considerd ci IFN gamma
sensibilizeazda HUVEC pentru a stimula cfectul TNF alpha. Productia dc lanturi alpha
declansatd de cele doui citokinc estc i1sd inhibatd puternic de citokinele tip Th2,
respectiv IL-4 si IL-13 (48).

RANTES si MIP-1 alpha (Macrophage Inflammatory Protcin-1 alpha) facilitcazi
selectiv productia de IgE si IgG4 in celulcle B umane. La randul lor, cele doud citokine
stimulatoare sunt induse dc IL-4.

Anticorpii monoclonali anti-RANTES si anti-MIP-1 alpha, blochcazi productia
de IgE s1 IgG4, dar nu de IgGl, IgG2, 1gG3, IgAl si IgA2. Anticorpii monoclonali anti-
IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 si TNF alpha nu stopcaza productia dc RANTES si MIP-1 alpha
si astfel, nici productia de IgE si 1gG4.

Productia de IgE si IgG4 de citre limfocitcle B reclamid doud semnale de la
limfocitzle T- IL-4 si IL-13, ca si ligandul CD40 (CD40L). Laolaltd cu CD40L si CD86,
IL-4 si.respectiv IL-13, favorizeaza cuplul CD23-CD21, care funciioncazi ca un costimul
selectiv si potent pentru sinteza de IgE si IgG4 umanc (50).

Prezenta genei IL-13 in diverse tipuri de celule tumorale, ridici intrebarea asupra
rolului IL-13 elaborat de celulele B, asupra functiei normale a acestor celule in vivo, cit
gl asupra comportdrii acestei citokine in malignitdtile limfocitelor B in vivo. Prezenta
genei IL-13 este demonstratd in limfoamele de grad inalt cu celule B, in limfoamele
foliculare, in liniile limfoblastoide si in limfomul Burkitt, dar si in unele limfoaine cu
celule T. Dimpotrivi, gena nu s-a detectat in nici una din cele S linii celulare nelimfoide.
Se subliniazd si faptul cd, liniile de celule B nu detin IL-13R, observatie dedusi din
absenta cuplini IL-13 radiomarcat la aceste limfocite (51).

IL-13 elaborat de limfocitele Th2 moduleazi si activitatea macrofagelor intr-o
manierd similard cu cea descrisd pentru IL-4. Macrofagele activate cu IL-13 reduc
productia monokinelor inflamatorii, ca raspuns la IFN alpha sau LPS.
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I1.-13 reduce productia de oxid nitric de catic macrofagele activate, oxidul nitric
fiind implicat in citotoxicitalca si imunosupresia asociate macrolagelor si are cfecte
plciotropice. Sc remarca faptul ¢, in timp cc poten{ialul inflamator al macrofagelor cste
specilic redus, cel al altor seturi de macrofage cste ncafcctat. Citokina cstc un presupus
modulator al rdspunsului imunitar in vivo, cu cfccle ce pot viza atat funclia de supresor
cat si cea de stimulator a macrofagelor (52).

Nicoletti ¢t al. (53) sustin ci IL.-13 este un puternic inhibitor al functiei
macrofagelor privind cxpresia de suprafatd a CD14 si prod-ucl,ia de IL-1 si TNF alpha. La
soarcci, ea reduce dramatic efcctele Ictale ale LPS daci este administratd cu 4 sau 24 ore
inainte, sau concomitent cu LPS agresivd. Aceastd actiunc mediatd de IL-13 se poate
explica si prin nivelul de 8 ori mai redus al TNF si IL-1 beta din singele periferic:
in schimb, nivelul crescut de 1L-6 si IL-10 se constati mult mai tarziu dupd agresiunea
cu LPS (53).

in macrofagele alveolare dc la om, IL-13 reduce cliberarca proteinei si mRNA
MIP-1 alpha indusc de LPS. Pentru PMB si AM (Alveolar Macrophag), efectul inhibitor
al IL-13 asupra protcinci MIP-1 alpha cste maxim in 24 ore. Efecle similare, dar mai
reduse, manilcstd si 1L-4. Dc aici, concluzia ca IL-13, ca si IL-4 si IL-10 are efecte
inhibitorii asupra transcricrii genei MIP-1 alpha din mononucleare inclusiv macrofage,
fiind astfel un important mediator pentru supresia raspunsulut inflamator (54).

Prczenta IL-13 in sinoviumul reumatoid (in 27 din 28 probe dc lichid sinovial) are
efecte antiinflamatorii. rIL-13 reduce scmnificativ productia dc citre macrofagele din
lichidul sinovial, a IL-1-bcta si TNF-alpha. Abilitatca IL-13 exogen de a scddea productia
citokinelor proinflamatorii, sugcercazi posibilitatea terapiet artritelor reumatoide. Citokina
arc clecte reglatoare si in sangele subiectilor cu artrite inflamatorii, putdnd fi folositd
pentru diminuarca activitafii monocitclor/macrofagelor la locul inflamatiei cronice.

Testarca in'culturd a mononuclearclor din lichidul sinovial si a PBMC subiectilor
cu artritd infllamatorie, aratd ca IL-13 inhiba semnificativ produciia de TNF alpha de citre
mononuclcarele din singele periferic, indusd de LPS, dar nu o inhiba pe cea din lichidul
sinovial. Concluzia cste ca, raspunsul la IL-13 al cclulelor din lichidul sinovial si al
mononuclcarclor cultivate nu cste cgal cu al mononuclearclor sanguine, st de asemenea,
ca similaritdtile raspunsulur la I1.-4 s1 IL-13 argumentcaza existenta unui element comun
in receptorii cclor doud citokine, alterarca lanfului comun putdnd duce la reactii
diflerentiate (55,56),

IL-13 inhiba secretia citokinelor din monocitele sangelui periferic al pacientilor
cu ncfropatit IgA, ca si sccretia spontand de citokine de cdtre PBM stimulate de LPS.
Acclasi cfect il are IL-13 si in cazul culturilor de PMB normale, ca si productia de TNF
alpha si IL-8 dc catre aceste celule stimulate de LPS (57). Pe de alta parte, productia de
TNF-alpha dc catre macrofagele stimulate de LPS, poate [i inhibaté de IL-4 si IL-13, date
demonstrate pc liniile dc soarcci RAW2647 s1 J774. Acumularea in macrofage a
mRNA-TNF-alpha sugercazd faptul cd supresia are loc la nivel translational, actiunea
inhibitorie {iind mediata de sccventa bogatd in UA din regiunea 3’ netranslatati a mRNA (58).

In infectii, IL-13 raspunde laolalti cu alte citokine tip Th2 cu functii similare
(IL-4, IL-5, IL-10), prin amplificarca imunitajii umorale si inhibarca imunititii mediate
cclular de cdtre limfocitele tip Thl (IFN gamma, IL-2, IL-12); accasta duce la un efect

protectiv prin indepirtarca primara a patogentlor, prin mecanisme umorale. (
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Progresia infectici cu HIV este asociatdi cu trecerca de la profilul Thl la
profilul Th2. Activarea nccontrolatd a citokinelor proinflamatorii IL-1, TNF-alpha si
IFN-gamma, poate fi un defect fundamental care stimulcazi procesele inflamatorti (59).

In funciie de apdrarea exercitatdi dc macrofagele pulmonare contra unci mari
varietdti de patogeni pulmonari, insisi acesiea se pot infecta cu HIV care astfel lc
afecteazi functiile. IL-13 are capacitatea de a inhiba HIV-1 din macrofagele infectate si
cu HCMYV deoarece, se constald o replicare sporitd a HIV-1, ceea ce nu se constatd cand
celulele sunt infectate numai cu HIV-1. fn macrofagele alveolare tratate cu IL-13,
productia de HIV-1 este pulernic supresatd, chiar in cazul in care celulele au fost
coinfectate cu HCMV. Tratamentul cu IL-13 amplifici marcat, in funcfic de doza,
replicarea HCMV in macrofagele latente (60).

Proteina NEF-HIV-1 are. omologii semnificative cu proteina retrovirald
transmembranard p15E care este Tnalt conservald ; ca induce expresia mRNA IL-10 in
mononuclearele sangelui periferic uman, ca si in liniile promonocitare umane H95 si U937.
NEF nu afecteazi citokinele I1L-2, 1L-4, IL-5, IL-12, p40, IL-13 si IFN gamma, dar forma sa
extracelulari induce IL-10 contribuind ast(cl la imunopatogeneza cu HIV-1 (61).

La subiectii cu limfom cu cclule B sau altc maladii, suprainfectia cu HIV-1 nu
schimbi nivelul productiei citokinclor 1L-6, IL-10 si IL-13 (62).

Terapia cu 1L-13

Tentativele terapcutice expcrimentale ofcrd slabe speranie in combatcrea unor
afectiuni. Totusi, 1L-13 (produs de limfocitcle Th2) inhiba cresterca tumorii transplantate
la soareci atét la locul acesicia cat si in jurul ei. Administrarca in vivo a IL-13 are efecte
inhibitorii asupra cresterii cclulelor mastocitomului imunogenic P1815 si H-2d. Soarecii
injectati cu celule tumoralec P815 sccretd cantitdti mari de IL-13 si rejectcazd tumora
inducdnd imunitate antitumorala sistcmicd specificd. Asecmenea cfccte s-au obiinut si in
cazul tumorii 3LL ncimunogenicd, prin administrarca locald a IL-13, fird ins3, si sc
obtina inductia de duratd a memorici anti-3LL (63).

Cu proteina himericd formata din IL-13 si forma trunchiati a proteinei PE38 QQR
de endotoxind A din Pscudomonas, s-a aclionat asupra cclulelor carcinomului renal
(RCC) care detin IL-13R ce cupleazd cu mare afinitatc protcina himerici. Marea
sensibilitate a celulelor RCC la IL-13 PE38QQR sc¢ corelcazid cu marea densitate a
IL-13R. Liniile IL-13R negative sau ccle carc exprimd un numir mic de receptori
(300 per celuld) cum sunt cele din midduva osoasd umani, nu sunt sensibile lg, proteina
himericid. Chiar dacd IL-13 si IL-4 sunt omoloage, iar IL-13R si IL-4R impart
o subunitate a receptorilor, IL-4 nu intrd in competitie cu citotoxicitatea mediati de
IL-13 pe RCC.

Liniile umane de limfocite T, B si de monocite nu rispund la actiunea
citotoxicului IL-13-PE38QQR, care nsi poate fi [olosit in tratamentul RCC (64).

Celulele canceroase mamare ZR-75-1 expuse la IL-4 sau la IL-13 timp de 10 zile
induc o scidere cu 75% si respectiv 55% a activitdtii mitogenice a 15 beta-estradiolului.
Cele doui citokine actioneazi similar si asupra celulelor liniei tumorale mamare T47D.
Citokinele 1L-4 si IL-13 pot reduce proliferarea celulelor cancerului mamar indus de
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cstrogeni, dar cu rezerva ca in alte conditii, rezultatele nu sunt accleasi, respectiv nu este
inhibata prolifcrarca (65). Testarca preparatelor de rhlL-13 si rhlL-4 asupra liniiior
clonale de cancer mamar, relcvi capacitatea acestora de inhibare a cresterii si proliferarii
a trei din novi clone (66).

Glucocorticoizii sunt intens [olositi in tratarca bolilor mediatc de sistemul
imunitar, iar citokinele au un rol important in combinarea raspunsurilor de aparare. Daca
PBMC incubate cu IL-1, IL-3, IL-5, IL-7, IL-8, IL-12 si GM-CSF nu au efect asupra
afinititii de cuplare a glucocorticoizilor la receptorii lor, IL-13, dimpotrivd, scade
afinitatea de cuplare. In virtutea abilititii i de a induce afinitate diminuati la cuplarea
glucocorticoizilor, IL-13 poate fi recomandati in tratarea bolilor inflamatorii (67).

fn stari alergice, creste productia de IL-13 in limfocitele T, iar in supernatantul
culturilor de limfocite Th2, productia citokinei este indusd de alergeni cum sunt polenul,
praful de casd si Dermatophagoides pteronyssimus. Se conclude astfel c#, limfocitele T
alergen-specifice de la subiecti atopici, secrctd cantitd{i mari de IL-13, comparativ cu
subiectii neatopici, in contextul modelului de citokine tip Th2 (68).

Se poate afirma ca IL-13 detine similaritdti structurale si functionale importante
cu 1L-4. Similaritatile flunciionale se datoreazi, in parte, si componentelor comune
(lantul alpha) ale rcceptorilor lor (IL-4R si IL-13R). Receptorii pot fi asimilafi in
membrancle cclulelor sau pot fi solubili. Cei din urma au un rol important in influenfarea
efectului biologic al citokinclor, frecvent in scnsul de a le reduce efectul. Astfel,
IL-13R din ser si urind cuplecazi 1L-13 de 100-300 ori mai puternic decit IL-13
din membrane (1).

IL-13 si IL-4 au similaritdyi dc aproximativ 30% 1in resturile de aminoacizi, iar
genele au structura exoni-introni, de asemenca similard. Cele doud citokine actioneazi
asupra limfocitelor B cérora le inlluenicaza productia de IgE si I1gG4.
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