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RESUMEN

La Interleucina-15 (IL-15) es una citocina inmunoestimuladora con expresion desregulada en
diversas enfermedades autoinmunes. Nuestro proyecto desarrolla 2 estrategias para inhibir la
sobre-expresion de la IL-15. La primera consiste en una vacuna terapéutica anti-IL-15 basada en
la inmunizacidn activa con la IL-15 humana modificada estructuralmente (IL-15hm) para generar
anticuerpos neutralizantes contra la proteina autologa. La segunda comprende el desarrollo de un
péptido antagonista que se une a la subunidad a del receptor (IL-15Ra). Los objetivos especificos
de este trabajo abarcan la caracterizacion de la respuesta de anticuerpos anti-IL-15 en monos
Macaca fascicularis inmunizados con la vacuna anti-IL-15 y la optimizacién del efecto
inhibitorio de un péptido antagonista de la IL-15 denominado CIGB55. Los titulos de anticuerpos
anti-1L-15 se determinaron en el suero de los monos inmunizados mediante un sistema ELISA.
Su capacidad neutralizante se midi6 en el ensayo de proliferacion en la linea CTLL-2. Mediante
la estrategia de barrido de alanina se estudid la contribucién de cada aminoécido al efecto
antagonista del CIGBB55. La inmunizacién con la IL-15hm genera una respuesta regulada de
anticuerpos anti-1L-15, obteniéndose la mayor capacidad neutralizante en el grupo que empleo
Alumina como adyuvante. Los anticuerpos anti-IL-15hm inhiben la actividad biologica de la IL-
15 de simio y no afectan la proliferacion de las células CTLL-2 inducida por la IL-2.

Adicionalmente se demostré que la vacunacion no afecta el comportamiento animal, estado
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clinico, bioguimica sanguinea ni el nimero de poblaciones celulares dependientes de IL-15. Se
encontrd que la Phe y la Cys son residuos importantes en la union a la IL-15Ra. Ademas se
investigaron otras mutaciones simples y se identifico un péptido mas activo que el CIGB55 en la
inhibicion de la actividad bioldgica de la IL-15. Estas estrategias podrian ser utiles en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes relacionadas con la sobreexpresion de la IL-15.
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péptido, receptor alfa, antagonista.

INTRODUCCION

La Interleucina-15 (IL-15) es una citocina proinflamatoria que se ha propuesto como un blanco
terapéutico en diversas enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (AR), psoriasis,
esclerosis multiple y enfermedades inflamatorias intestinales.!” ® Entre las estrategias aprobadas
para la inhibicion de la sefializacion de las citocinas encontramos la neutralizacion de la citocina
o0 el bloqueo del receptor. El proyecto de investigacion desarrolla dos estrategias para inhibir la
IL-15. La primera consiste en la inmunizacion activa con la IL-15 humana modificada (IL-15hm)
estructuralmente para generar anticuerpos neutralizantes * y la segunda comprende el desarrollo
de un péptido antagonista con capacidad de union a la subunidad alfa del receptor de la IL-15
(IL-15Ra).°

OBJETIVO

General: Desarrollar antagonistas de la IL-15 para su uso en enfermedades relacionadas con la

sobre-expresion de esta citocina.

Especificos: Caracterizar la respuesta de anticuerpos anti-IL-15 en monos inmunizados con la IL-
15 modificada adyuvada en Alimina, Montanide y Freund y optimizar el efecto inhibitorio de un
péptido antagonista de la IL-15, mediante barrido de alanina.




Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2017; 36 (Suplemento).

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un esquema de inmunizacion en monos Macacus fascicularis con 200 pg de la I1L-15
modificada en adyuvante alumina (1,8 mg/mL), Montanide (50:50 v/v) y adyuvante incompleto
de Freund (50:50 v/v). Se realizaron 3 inmunizaciones espaciadas por un mes entre la primera y
la segunda y dos meses entre la segunda y la tercera. Se tomd muestra de sangre antes de
comenzar el esquema y 15 dias después de cada inmunizacion. Los titulos de anticuerpos se
evaluaron mediante un sistema ELISA vy el efecto neutralizante de los sueros se determiné en el
ensayo de proliferacion en CTLL-2.* Este Ultimo ensayo nos permitié evaluar el efecto de los
sueros sobre la actividad de la IL-15 de simio y sobre la proliferacion inducida por la IL-2.
Mediante la estrategia de barrido de alanina se estudio la contribucion de cada aminoacido al
efecto antagonista del péptido CIGBB55. La capacidad de unién a la IL-15Ra se evalud por
ELISA mientras que el efecto inhibitorio se determind en el ensayo en CTLL-2. Para evaluar el
efecto del péptido sobre la secrecion de TNF-a en células sinoviales de pacientes con AR, se
incubaron 2x10° células/pozo con 50 pg/mL de péptido 0 60 ng/mL de IL-15, o una combinacion
de ambos. Después de 48 h, la concentracion de TNF-a en el sobrenadante de cultivo se

determind mediante un sistema ELISA comercial (R&D).
RESULTADOS

La inmunizacién con la IL-15hm genera una respuesta regulada de anticuerpos anti-IL-15,
obteniéndose la mayor capacidad neutralizante en el grupo que emple6 alimina como adyuvante.
Los anticuerpos anti-IL-15hm inhiben la actividad bioldgica de la IL-15 de simio y no afectan la
proliferacion de las células CTLL-2 inducida por la IL-2. Adicionalmente se demostré que la
vacunacion no afecta el comportamiento animal, estado clinico, bioquimica sanguinea ni el
numero de poblaciones celulares dependientes de IL-15. Se encontro que la Phe y la Cys son
residuos importantes en la union a la IL-15Ra. Ademas se investigaron otras mutaciones simples
y se identifico un péptido més activo que el CIGB55 (ICso 130 M) con una ICso de 24 uM. Este
péptido mostré el mayor % de inhibicion sobre la secrecion de TNF-a por células sinoviales de

pacientes con AR.



Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2017; 36 (Suplemento).

CONCLUSIONES

En este trabajo se demuestra que la inmunizacion con la IL-15hm genera una respuesta de
anticuerpos anti-1L-15 neutralizante en monos Macacus fascicularis. Los anticuerpos generados
por la inmunizacion reconocen y neutralizan la IL-15 aut6loga y la de simio. La vacunacion
resulté segura en estos animales, sin afectar el nimero de poblaciones celulares dependientes de
IL-15: NK CD56" y T CD8". Se identificé un péptido mas activo que la molécula original
CIGB55 en la inhibicion de la actividad bioldgica de la IL-15.

RECOMENDACIONES

Evaluar la efectividad de ambas estrategias en un modelo animal de AR u otra enfermedad

autoinmune donde la IL-15 se ha propuesto como un blanco terapéutico.
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