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Kluczowg rolg w odpowiedzi immunologicznej organizmu odgrywaja limfo-
cyty pomocnicze (Th), ktére wraz z ,,profesjonalnymi” komérkami prezentuja-
cymi antygen APC (Antigen Presenting Cells) identyfikuja epitopy, na ktére jest
skierowana odpowiedZ immunologiczna organizmu. Limfocyty Th wystepuja w
dwoch rézniacych sig funkcjami subpopulacjach: Thl i Th2. Komérki Thl po-
$rednicza w wielu funkcjach zwigzanych z cytotoksycznoscig i miejscowymi
odczynami zapalnymi. Uwalniany przez nie interferon y (IFNy) hamuje prolife-
racj¢ i czynno$¢ limfocytow Th2, a tym samym wzmacnia odpowiedz komor-
kowa. Natomiast limfocyty Th2 bgdace stymulatorami wzrostu i proliferacji
limfocytow B wzmagaja odpowiedZ humoralng. Wytwarzana przez komorki Th2
interleukina 4 (IL-4) i interleukina 10 (IL-10) hamuja produkcje cytokin przez
limfocyty Th1 i wspomagang przez te komoérki odpowiedz komérkowa (7, 14).

W procesie indukcji i regulacji odpowiedzi immunologicznej zasadnicza rolg
odgrywaja cytokiny pelnigce rolg pozytywnych lub negatywnych czynnikow
wzrostu komérek, takich jak: IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-11, GM-CSF oraz cyto-
kiny o dzialaniu prozapalnym (IL-1a/B, TNFa/B, IL-6, IL-8, IL-12, IFNa/y) i
przeciwzapalnym (IL-4, IL-10, IL-13, TGFp). Cytokiny sa syntetyzowane przez
rozne typy komorek ukladu immunologicznego, komérki nablonkowe i fibrobla-
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sty aktywowane przez wirusy, bakterie, grzyby, pasozyty, czynniki zapalne
i traumatyzujace. Przez regulacjg wzrostu i dojrzewania komorek, a takze ich
aktywacje, proliferacje i réznicowanie cytokiny wywieraja zasadniczy wplyw na
wielko$é, charakter i czas trwania odpowiedzi immunologicznej. Sg one tez
glébwnym mechanizmem regulujacym miejscowa odpowiedz zapalna, a przez
oddzialywanie na o§ podwzgérze-przysadka—nadnercze (HPA hypothalamo-
pituitary-adrenal axis) moduluja ogélnoustrojowa odpowiedz ostrej fazy. Pod-
stawowym wskaznikiem stanu pobudzenia komoérek uczestniczacych w odpo-
wiedzi immunologicznej jest zmiana ekspresji i powinowactwa receptoréw po-
wierzchniowych oraz poziom cytokin zaangazowanych w procesach immunore-
gulacji. Dziatanie cytokin zalezy gléwnie od stopnia ekspresji odpowiednich
receptor6w blonowych na komérkach ich dzialania docelowego (target cells), a
takze od obecno$ci we krwi rozpuszczalnych receptorow blokujacych interakcje
cytokin z receptorami komérek docelowych (3, 9, 27).

CHARAKTERYSTYKA IL-12

Interleukina-12, okres$lana czynnikiem stymulujacym komoérki NK (NKSF
Natural Killer Cell Stimulatory Factor), czynnikiem stymulujacym limfocyty T
(TSFT Cell Stimulatory Factor) lub czynnikiem dojrzewania limfocytéw cyto-
toksycznych (CLMF Cytotoxic Lymphocyte Maturation Factor) jest cytoking
prozapalng o masie okoto 70 kDa. Czasteczka IL-12 jest heterodimerem zbudo-
wanym z laficucha lekkiego o masie 35 kDa (biatko p35) i fancucha cigzkiego o
masie 40 kDa (biatko p40) potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym. Lancuch
lekki IL-12 posiada budowg helisy i sktada si¢ z 197 aminokwasow. Sekwencja
aminokwas6w biatka p35 wykazuje znaczng homologig z interleuking 6 (IL-6) i
czynnikiem stymulujagcym tworzenie kolonii granulocytéw 1 makrofagéw
(G-CSF) (18, 20, 23). Natomiast biatko p40, zaliczane do rodziny receptoréw
hemopoetycznych, jest zbudowane z 306 reszt aminokwaséw i swoja budowa
strukturalng przypomina zewnatrzkomorkowa domeng tancucha a receptora IL-6
(IL-6R) i receptora dla czynnika CNTF-R (Ciliary Neurotrophic Factor). Biatko
p40, obok postaci heterodimerycznych z biatkiem p35, tworzy rowniez formy
homodimeryczne, ktore poprzez dzialanie antagonistyczne w stosunku do hete-
rodimeru hamuja funkcje biologiczne IL-12 (6, 16). Sekwencja aminokwasow
biatka p40 szczura wykazuje 92% homologi¢ z analogicznym biatkiem myszy i
65% homologi¢ z p40 czlowieka. Natomiast sekwencja aminokwaséw biatka
p35 i p40 myszy i cztowieka wykazuje wysoka homologig w stosunku do analo-
gicznych biatek $wini, ktéra wynosi odpowiednio 77% i 85%. Zblizona budowg
strukturalng do IL-12 czlowieka i myszy posiada réwniez IL-12 bydta (3, 8).
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Wystepujaca w osoczu IL-12 jest produkowana giéwnie przez komoérki APC,
takie jak makrofagi i komoérki dendrytyczne. Zdolno$¢ do jej syntezy posiadaja
tez aktywowane keratynocyty, granulocyty i komérki tuczne. Wysoki poziom
mRNA dla IL-12 wystgpuje w ziamisto$ciach makrofagoéw, kreskowych we-
zlach chlonnych, ke¢pkach Payera, §ledzionie i grasicy. IL-12 czlowieka jest ko-
dowana przez geny zlokalizowane na chromosomie 3p12-3q13.2 dla biatka p35
oraz na chromosomie 5q31-q33 dla biatka p40. Natomiast u myszy biatko p35
jest kodowane przez gen zlokalizowany na chromosomie 3, natomiast gen dla
p40 znajduje si¢ na chromosomie 11. Mechanizmy regulujace ekspresje genow
kodujacych podjednostki IL-12 s3 od siebie niezalezne (6, 8, 18, 20). Zwiekszo-
ng ekspresj¢ genéw dla IL-12 wywoluje IFNy wytwarzany przez limfocyty Thi,
natomiast hamuje IL-4 i II-10 wydzielane przez limfocyty Th2 oraz czynnik
TGF-B uwalniany przez aktywowane limfocyty T, B i makrofagi. Synteze i wy-
dzielanie IL-12 stymulujg drobnoustroje namnazajace si¢ wewnatrzkomérkowo
oraz endotoksyny bakteryjne, gléwnie LPS. Supresyjny wplyw na synteze IL-12
wywieraja wirusy o tropizmie do tkanki limfoidalnej oraz glikokortykoidy.
Oproécz dzialania inhibicyjnego moduluja one takze ekspresj¢ receptoréw dla
IL-12 na komérkach docelowego jej dziatania (10, 11, 12, 14, 24).

MECHANIZM DZIALANIA IL-12

IL-12 wywiera dzialanie na komérki posiadajace swoisty receptor blonowy
IL-12R, zbudowany z dwéch podjednostek glikoproteinowych: IL-12RB1 o
masie 100 kDa oraz IL-12RB2 o masie 130 kDa. Efekt dzialania IL-12 zalezy od
rodzaju komorek docelowych i od wspoétdziatania z innymi cytokinami, zwlasz-
cza IL-2. Heterodimeryczna posta¢ IL-12 wigze sig¢ zaréwno z podjednostka B1,
jak i B2 receptora IL-12R, natomiast homodimery p40 tylko z podjednostkg B2.
W wyniku zwigzania IL-12 przez receptor IL-12R powstaje sygnal aktywujacy,
ktéry jest przekazywany do wnetrza komoérki. Warunkiem niezbednym do
transmisji sygnalu jest zwigzanie si¢ dwoch podjednostek IL-12 z receptorem
IL-12R. W trakcie przekazywania sygnalu podjednostka IL-12RB2 receptora
wiaze sig¢ z kinaza tyrozynowa JAK2, natomiast IL-12RB1 z kinaza Tyk?2.

Kinazy te naleza do rodziny kinaz biatkowych JAK (Janus Kinases) uczest-
niczacych w procesie fosforylacji i powstawania form dimerycznych bialek
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), ktére w wyniku
tego procesu nabywaja zdolno$¢ przemieszczania si¢ do jadra komérkowego, w
ktorym wigzac si¢ ze swoista sekwencja DNA moduluja ekspresje odpowiednie-
go genu. Podjednostka receptora IL-12RB1 jest odpowiedzialna za energi¢ wia-
zania receptora, natomiast IL-12RP2 pelni funkcje czynnika przekazujacego
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sygnat do komérki. Na powierzchni limfocytéw Thl wystgpuje stale podjed-
nostka B2 receptora IL-12R, dzigki ktérej komorki te sa szczegdlnie podatne na
dzialanie IL-12. W wyniku ekspresji receptora IL-12RB2 nastgpuje aktywacja
wnaiwnych” limfocytéw Th, ktére pod wpltywem dziatania IFNy réznicujg si¢ w
kierunku limfocytéw Th1. Jest ona hamowana przez IL-4, IL-10 i czynnik wzro-
stowy TGFB, co sprzyja aktywacji limfocytéw Th2, ktére posiadaja na swojej
powierzchni gltéwnie podjednostkg IL-12RB1. Najprawdopodobniej nie posia-
dajq one receptora IL-12RB2 (4, 11, 23).

WLASCIWOSCI BIOLOGICZNE IL-12

IL-12 odgrywa kluczowa rolg w regulacji odpowiedzi immunologicznej za-
réwno w fazie indukcji, jak i fazie efektorowej. W postaci heterodimeru, ktéry
zawiera podjednostki p35 i p40, IL-12 pobudza proces powstawania i dojrzewa-
nia limfocytow Thl, wzmaga ich proliferacj¢ i aktywno$¢ oraz stymuluje wy-
twarzanie przez te komoérki IFNy. Natomiast hamuje ona proces przeksztalcania
si¢ limfocytow CD8" w komérki efektorowe. Homodimer IL-12 p40 hamuje z
kolei funkcje limfocytéw Thl, natomiast pobudza limfocyty CD8" do syntezy
IFNy (9, 12, 27). Uwalniany IFNy zwigksza ekspresjg receptora IL-12Rp2 na
komorkach Thl, dzigki czemu staja si¢ one bardziej podatne na dziatanie 1L-12,
oraz stymuluje proliferacj¢ i aktywno$¢ limfocytoéw CD8". IL-12 pelni tez wazng
role w modulowaniu aktywnosci komérek NK. Stymuluje ich wzrost i powsta-
wanie ziarnisto$ci, zwigksza w nich wytwarzanie granzymoéw i perforyn oraz
aktywuje i wzmaga cytotoksyczno$¢ wobec komorek nowotworowych, komérek
zakazonych wirusem HIV-1 oraz innych patogenéw namnazajacych si¢ we-
wnatrzkomérkowo (22).

IL-12, podobnie jak IL-2, stymuluje komérki NK do wytwarzania integryn
CD11a/CD18 i powoduje ekspresjg czasteczek CD2 i ICAM-1 na ich po-
wierzchni, co potgguje aktywnos$¢ cytotoksyczng komoérek NK w stosunku do
komorek nowotworowych. Zwigksza ona réwniez ekspresj¢ podjednostek pSS i
p75 receptora I1-2 na powierzchni komérek NK. Stymuluje takze ekspresje re-
ceptora typu I i IT dla TNFa. IL-12 facznie z TNFa stymuluje zar6wno spoczyn-
kowe, jak i aktywowane komérki NK do wytwarzania IFNy. Cytokina ta dziala-
jac synergistycznie z IL-4 nasila proliferacj¢ komérek NK o fenotypie CD56%,
natomiast tacznie z IL-7 stymuluje wytwarzanie IFNy i GM-CSF. IL-12 wywie-
ra tez stymulujacy efekt na produkcje 1 uwalnianie TNFa, M-CSF, IL-2, IL-3 i
IL-8, natomiast hamuje ekspresj¢ mRNA dla czynnika TGFBI1, IL-4 i IL-5. Z
kolei hamujac aktywno$¢ limfocytow Th2 IL-12 ogranicza syntez¢ immunoglo-
buliny klasy IgE oraz zalezny od limfocytow Th2 alergiczny proces zapalny.

Y ¢
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Jednakze w pewnych przypadkach moze ona pobudza¢ komorki Th2 do syntezy
IL-10, ktéra hamuje wytwarzanie oraz aktywnos¢ biologiczng IL-12. Zjawisko
to jest efektem dzialania mechanizméw negatywnego sprzgzenia zwrotnego,
ktorych celem jest thumienie wiasnej aktywnosci (17).

Wzajemna réwnowaga pomigdzy IL-12 i IL-10 odgrywa decydujaca rolg w
regulacji syntezy i uwalniania IFNy przez komérki Thl, co w zasadniczy spos6b
rzutuje na charakter odpowiedzi immunologicznej w przebiegu wielu choréb
zakaznych (3). Istotne znaczenie IL-12 w ksztaltowaniu prawidlowej rownowagi
pomigdzy limfocytami Thl i Th2 uwidacznia si¢ wyraznie w przebiegu zakazen
wywolanych przez retrowirusy. Drobnoustroje te wywierajac inhibicyjny wplyw
na syntez¢ IL-12 przy rownoczesnej stymulacji produkcji IL-10 hamuja rozwoj
odpornosci typu komoérkowego. Wzmozona produkcja IFNy przez aktywowane
limfocyty Thl odgrywa zasadnicza rolg¢ w rozwoju odpornosci komoérkowej
skierowanej glownie przeciwko wewnatrzkomérkowym patogenom. Colins
i wsp. (3) wykazali, ze dodatek IL-12 do hodowli limfocytéw bydta zakazonych
wirusem syntycialnym BRSV (Bovine Respiratory Syncytial Virus) nie powo-
duje ich zwigkszonej proliferacji, lecz pobudza je do zwigkszonej produkcji
IFNYy. Taki efekt dzialania IL-12 jest rezultatem jej synergistycznego dzialania z
innymi cytokinami, ktérych synteza jest indukowana przez IL-12. Prezentowane
przez tych autoréw wyniki jednoznacznie wskazuja na wazna rolg odpornosci, w
ktorej sa zaangazowane komorki Thl w przebiegu zakazen wywotanych wiru-
sem BRSV bydta.

W indukowaniu i ksztaltowaniu si¢ odpornosci komérkowej w przebiegu
niektoérych choréb zakaznych glowna rolg spelnia przede wszystkim homodimer
IL-12 p40. Dowodem szczegolnej roli biatka p40 w indukcji odpornosci komér-
kowej sg badania wykonane na zmodyfikowanych genetycznie myszach. Myszy
z delecjg genu dla p40 wykazywaly szczegdlng podatno$¢ na do$wiadczalne
zakazenie Cryptococcus neoformans, poniewaz nie dochodzilo u tych zwierzat
do rozwoju przeciwgrzybiczej odporno$ci komoérkowej. Te obserwacje znalazly
potwierdzenie w badaniach wykonanych na myszach pozbawionych genu ko-
dujacego biatko p35, przy zachowanej zdolno$ci syntezy podjednostki p40.
U tych zwierzat po eksperymentalnym zakazeniu Listeria monocytogenes do-
chodzito do samoistnej eliminacji zakazenia (2, 3, 5, 10, 26).

ROLA IL-12 W PATOGENEZIE 1 TERAPII CHOROB

W wyniku zaburzen czynnosci komoérek syntetyzujacych IL-12 moze mieé
miejsce zahamowanie lub nadmierna synteza i uwalnianie tej cytokiny. Niekon-
trolowana produkcja IL-12 odgrywa wazng rolg w patomechanizmie niektérych
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chorob. Uwalniane w nadmiernych ilo$ciach TNFa, IL-1 i IL-12 przez makrofa-
gi aktywowane lipopolisacharydami wywieraja bezposredni efekt toksyczny,
posrednio powoduja wzrost stgzenia mediatoréw zapalnych, zwlaszcza czynnika
PAF, prostaglandyny i tlenku azotu w surowicy, ktére sa odpowiedzialne za
przebieg wstrzasu septycznego. Objawy wstrzasu septycznego moga by¢ takze
wywotlane przez bakterie Gram-dodatnie, zwlaszcza z rodzaju Staphylococcus
i Streptococcus. Wytwarzane przez te zarazki enterotoksyny maja wiasciwosci
superantygenu i sa przyczyna niekontrolowanej syntezy przez makrofagi IL-1,
IL-12 i TNFo indukujacych wstrzas septyczny. Zwigkszona produkcja TNFo
i IL-12 w przebiegu zakazen u bydta wywolanych przez Trypanosoma brucei
i Mycobacterium avium pseudotuberculosis jest jedna z gtéwnych przyczyn
postepujacego wyniszczenia organizmu. Giéwna przyczyna chronicznych zapa-
len ptuc i kacheksji u owiec jest zaburzona synteza TNFc i IL-12 w makrofa-
gach plucnych owiec w wyniku synergistycznego dzialania lentiwirusa i bakterii
(Corynebacterium, Pasteurella) (25).

IL-12 pelni rowniez wazna rolg w patogenezie niektérych chordb alergicz-
nych skory. Odpowiedz immunologiczna przy atopowym zapaleniu skéry jest
regulowana przez mediatory uwalniane przez komérki Langerhansa, keratyno-
cyty i limfocyty T. IL-12 indukuje odpowiedZ immunologiczng limfocytéw Thl,
hamujac jednocze$nie wytwarzanie cytokin przez limfocyty Th2, a tym samym
odpowiedz humoralna, ktéra odgrywa zasadnicza rolg w immunopatogenezie tej
choroby. Dlatego u chorych z alergia kontaktowa nastgpuje wzmozona produk-
cja czynnika GM-CSF przez keratynocyty, ktory hamujac syntezg IL-12 wzma-
ga aktywacj¢ komorek Th2 i rozwéj odpowiedzi humoralnej manifestujacej sig
wzrostem poziomu immunoglobuliny IgE w surowicy (7, 21).

Poznanie wilasciwosci biologicznych IL-12 oraz mozliwo$¢ otrzymania du-
zych ilosci rekombinowanej IL-12 (hr-IL-12) pozwolily na wykorzystanie tej
cytokiny w terapii niektérych nowotworéw oraz AIDS. Podstawowym mechani-
zmem dzialania przeciwnowotworowego IL-12 jest hamowanie angiogenezy
nowotworéw, wzmaganie cytotoksycznosci limfocytow T, komoérek NK, LAK
(Lymphokine Activated Killers) i limfocytéw TIL (Tumor Infiltrating Lympho-
cytes), a takze aktywacja makrofagéw i stymulacja limfocytéw Thl do zwigk-
szonej produkcji IFNy (13, 15). U pséw po zastosowaniu rekombinowanej IL-12
czlowieka obserowowano wzmozong proliferacjg, aktywnos$¢ i cytotoksyczno$é
monocytow krwi obwodowej wobec komérek nowotworowych (19). Istnieja
rowniez proby immunogenowej terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem
IL-12, w ktérych do izolowanych komérek nowotworowych wprowadzany jest
gen IL-12. Komorki te po napromienieniu wprowadzane sq do organizmu w celu
pobudzenia odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko niezmienio-
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nym komérkom nowotworowym. IL-12 ze wzgledu na pobudzajacy wplyw na
hemopoeze, powstawanie limfocytow Thl oraz wzmaganie ich aktywnosci pro-
liferacyjnej probowano wykorzysta¢ u ludzi z AIDS. Jednakze terapia AIDS
przy uzyciu IL-12 nie znalazla dotychczas szerokiego zastosowania ze wzglgdu
na wystgpowanie objawoéw niepozadanych, takich jak granulopenia, limfopenia
i trombocytopenia (2).

IL-12 ze wzgledu na posiadane wlasciwosci immunostymulacyjne zaliczana
jest do adjuwantéw pochodzenia biologicznego. Podawana z antygenem zawar-
tym w szczepionce przez bezposrednig aktywacje makrofagéw i limfocytow T
nieswoiscie zwigksza odpowiedz immunologiczna. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku antygenéw szczepionkowych cechujacych sig stabg immunogenno-
$cig oraz w przypadku wystgpowania pierwotnych i wtéornych niedoboréw im-
munologicznych. IL-12 podawana wraz ze szczepionka szczegblnie wybidrczo
stymuluje powstawanie limfocytow cytotoksycznych, dzigki czemu rozwija sig
skuteczna odporno$¢ przeciwko drobnoustrojom namnazajacym si¢ wewnatrz-
komérkowo. Jednakze ze wzgledu na wysokie koszty IL-12 dotychczas nie jest
stosowana w profilaktyce i terapii choréb zwierzat (1, 2, 11, 5).
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STRESZCZENIE

Interleukina-12 (IL-12) jest heterodimerem zbudowanym z dwéch glikoprotein (p35 i p40)
produkowanym przez komérki APC (Antigen Presenting Cells), takie jak makrofagi i komérki
dendrytyczne oraz przez keratynocyty, granulocyty i komoérki tuczne. IL-12 odgrywa kluczowa
rolg w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Receptor blonowy dla IL-12 na komérkach dziala-
nia docelowego (IL-12R) jest zbudowany z dwéch podjednostek IL-12RB1 i IL-12RB2. IL-12
stymuluje komoérki Thl, zwigksza ich proliferacjg, stymuluje wytwarzanie IFNy i hamuje trans-
formacjg komérek CD8* w komérki efektorowe. Ponadto, IL-12 jest silnym stymulatorem aktyw-
nosci cytotoksycznej komérek NK i CD8" i wzmaga ich zalezne od perforyn dzialanie przeciw-
nowotworowe. Stymuluje produkcj¢ i wydzielanie TNFa, GM-CSF, M-CSF, IL-2, IL-3 i IL-8
oraz hamuje syntezg TGFf1, IL-4, IL-5, IL-10. Rownowaga pomigdzy IL-12 i IL-10 odgrywa
zasadniczg rol¢ w syntezie i uwalnianiu IFNy przez komérki Thl i determinuje charakter odpo-
wiedzi immunologicznej w infekcjach. Udzial IL-12 i TNFa w patogenezie szoku septycznego,
chronicznego zapalenia pluc u owiec i zakazenia bydla przez M. avium paratuberculosis jest
dobrze udokumentowany. Rekombinant IL-12 (hr-IL-12) jest wykorzystywany w leczeniu raka
i AIDS w medycynie.

SUMMARY

Interleukin-12 (IL-12) is a heterodimer composed of two linked glicoproteins (p35 i p40) pro-
duced by the APC (Antigen Presenting Cells) such as macrophages and dendritic cells, and by
keratinocytes, granulocytes and mast cells. IL-12 plays a key role in regulation of immune re-
sponse. The membrane receptor for IL-12 on target cells (IL-12R) is composed of two subunits
IL-12RB1 i IL-12RpB2. IL-12 is the stimulator of Thl cells, enchances their proliferation and sti-
mulates production of IFNy, and it restraints transformation of CD8" into effector cells. Moreover,
IL-12 is a potent stimulator of cytotoxic activity of NK and CD8" cells and promotes their perfo-
rin-dependent anticancer activity. It stimulates production and release of TNFa, GM-CSF, M-
CSF, IL-2, IL-3 and IL-8 and restrains synthesis of TGFB1, IL-4, IL-5 and IL-10. The balance
between IL-12 and IL-10 plays a crucial role in synthesis and release of IFNy by Thl and deter-
mines the character of immune response in infections. The role of IL-12 and TNFa in pathogene-
sis of shock, chronic pneumonia in sheep, M. avium paratuberculosis infection in cattle is well
documented. The recombined IL-12 (hr-IL-12) is used for therapy of cancer and AIDS in human
medicine.



