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A c k n o wl e d g m e nt   

First , I w o ul d li k e t o t h a n k m y s u p er vis or, Dr. M ar e k K o v ář, f or his g ui d a n c e, s u p p ort, 

a n d i nsi g htf ul f e e d b a c k t hr o u g h o ut m y P h D st u di es . I a m als o d e e pl y gr at ef ul  t o all t h e 

c oll a b or at ors w h o c o ntri b ut e d t o t h e p u bli c ati o ns t h at f or m p art of m y diss ert ati o n. I e xt e n d m y 

a p pr e ci ati o n t o t h e m e m b ers of t h e L a b or at or y of T u m or Im m u n ol o g y , w h o f ost er e d a fri e n dl y 

a n d cr e ati v e e n vir o n m e nt i n t h e gr o u p. L astl y, I w o ul d li k e t o t h a n k m y f a mil y f or t h eir 

u n w a v eri n g s u p p ort.  

T his w or k w as s u p p ort e d  b y  f u n di n g fr o m t h e C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n  (Gr a nt s 1 3 -

1 2 8 8 5 S, 1 8 -1 2 9 7 3 S,  2 0 -1 3 0 2 9 S,  2 2 -2 0 5 4 8 S ) a n d t h e N ati o n al I nstit ut e f or C a n c er R es e ar c h 

( Pr o gr a m m e E X C E L E S, I D Pr oj e ct N o. L X 2 2 N P O 5 1 0 2) - fu n d e d b y t h e E ur o p e a n U ni o n –  

N e xt G e n er ati o n E U.  
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A bst r a ct   

I nt erl e u ki n-2 (I L -2) is r e c o g ni z e d as a cr u ci al c yt o ki n e f or t h e pr olif er ati o n, s ur vi v al , 

a n d e x pr essi o n of eff e ct or f u n cti o ns i n a cti v at e d T a n d  N K c ell s . H o w e v er, I L-2 is i n v ol v e d n ot 

o nl y i n  pr o m oti n g  eff e ct or T a n d N K c ell f u n cti o ns b ut als o i n m ai nt ai ni n g i m m u n e 

h o m e ost asis , as it is a n ess e nti al c yt o ki n e f or t h e s ur vi v al, pr olif er ati o n , a n d s u p pr essi v e a cti vit y 

of T r e g ul at or y ( Tr e g) c ell s. T his d u al f u n cti o n alit y m a k es I L -2 a p ot e nti al i m m u n ot h er a p e uti c 

dr u g f or b ot h c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as e tr e at m e nt, e x pl oiti n g  t h e diff er e nti al e x pr essi o n 

of I L -2 r e c e pt or (I L -2 R) s u b u nits b et w e e n Tr e g a n d eff e ct or c ell s. H o w e v er, t h e t h er a p e uti c us e 

of I L -2 is li mit e d b y it s s h ort h alf -lif e a n d si g nifi c a nt d os e-d e p e n d e nt a d v ers e eff e cts. T o 

a d dr ess t h es e c h all e n g es, r e c e nt i n n o v ati o ns s u c h a s I L -2/ a nti -I L-2 m o n o cl o n al a nti b o d y ( m A b) 

i m m u n o c o m pl e x es (I L-2 c o), I L -2 m ut ei ns wit h a m o difi e d affi nit y f or s o m e I L -2 R s u b u nit(s), 

a n d p ol y m er -m o difi e d I L -2 h a v e b e e n d e v el o p e d. T h es e a d v a n c e m e nts ai m t o r efi n e t h e 

t h er a p e uti c pr ofil e of I L-2, e n h a n ci n g its s el e cti vit y, effi c a c y, a n d s af et y.  

I n t hi s t h esis, I pr es e nt s e v er al ori gi n al st u di es i n w hi c h w e e x pl or e d b ot h c urr e nt a n d 

n e w a p pr o a c h es t o m o dif y I L -2. T hr o u g h m ol e c ul ar e n gi n e eri n g a n d pr ot ei n c h e mi str y, w e 

d e v el o p e d v ari o us n o v el I L -2 f or m ul ati o ns: a pr ot ei n c hi m er a c all e d i m m u n o c yt o ki n e (I C) 

w h er e I L -2 is c o v al e ntl y li n k e d t o t h e li g ht c h ai n of t h e S 4 B 6 m A b vi a a fl e xi bl e ( Gl y 4 S er) 3  

s p a c er (s cI L -2/ S 4 B 6), a n I L -2 -p ol y( N -( 2-h y dr o x y pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e) ( H P M A) c o nj u g at e, 

a n d a n e n gi n e er e d I L -2 -J E S 6 f usi o n pr ot ei n c all e d J Y 3 I C. T h es e I L -2 v ari a nts w er e ass ess e d 

i n vit r o a n d i n vi v o f or t h eir bi ol o gi c al a cti vit y a n d t h er a p e uti c effi c a c y i n m o d el s of 

a ut oi m m u n e dis e as e  a n d  v a c ci n ati o n .  

T h e s cI L -2/ S 4 B 6 d e m o nstr at e d i n cr e as e d sti m ul at or y a cti vit y f or a cti v at e d C D 8 +  T c ell s 

c o m p ar e d t o tr a diti o n al I L -2 c o i n vi v o, wit h o ut t h e st oi c hi o m etri c li mit ati o ns or t h e p ot e nti al 

diss o ci ati o n i nt o fr e e I L-2 a n d a nti -I L-2 m A b as s o ci at e d wit h t h e us e of I L -2 c o. T h e I L -2 -

p ol y( H P M A) c o nj u g at e d e m o nstr at e d  a dr a m ati c all y i m pr o v e d p h ar m a c o ki n eti c pr ofil e 

c o m p ar e d t o  fr e e I L-2 a n d e n h a n c e d a cti vit y i n e x p a n di n g r e c e ntl y a cti v at e d a n d m e m or y C D 8 +  

T, N K, N K T, a n d Tr e g c ell s. T his c o nj u g at e als o eff e cti v el y p ot e nti at e d  t h e T c ell r es p o ns e 

f oll o wi n g p e pti d e -b as e d v a c ci n ati o n. T h e J Y 3 I C s el e cti v el y sti m ul at e d Tr e g e x p a nsi o n a n d 

off er e d s u p eri or dis e as e c o ntr ol i n a m o us e c oliti s m o d el, ill ustr ati n g it s p ot e nti al o v er 

n o n c o v al e ntl y ass o ci at e d I L -2 c o. M e c h a nisti c i nsi g hts r e v e al e d diff er e nti al I L -2 R s u b u nit 

i nt er a cti o ns wit h I L-2 b o u n d t o eit h er S 4 B 6 or J E S 6 -1 A 1 2  a nti -I L-2 m A bs, i nfl u e n ci n g t h e 

b al a n c e b et w e e n pr e d o mi n a nt sti m ul ati o n of C D 1 2 2 hi g h  eff e ct or T a n d N K c ell s  or C D 2 5 hi g h  

Tr e g c ell s. H o w e v er, s af et y c o n c er ns w er e hi g hli g ht e d b y a n i n cr e as e d s e nsiti vit y t o L P S -

i n d u c e d s h o c k m e di at e d b y C D 2 5-bi as e d I L -2 c o, e m p h asi zi n g t h e n e e d f or c ar ef ul e v al u ati o n 

of m o difi e d I L -2 t h er a pi e s.  

T h e e n gi n e er e d I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs d e v el o p e d d uri n g t hi s r es e ar c h off er 

si g nifi c a nt a d v a nt a g es o v er u n m o difi e d I L -2 i n t er ms of effi c a c y a n d s af et y, p a vi n g t h e w a y f or 

m or e eff e cti v e i m m u n ot h er a p e uti c str at e gi es. T his w or k c o ntri b ut es n o v el i nsi g hts i nt o t h e 

d esi g n of c yt o ki n e -b as e d t h er a pi es a n d u n d ers c or es t h e i m p ort a n c e of c ar ef ull y s el e ct e d 

r e c e pt or-t ar g eti n g str at e gi es i n m o d ul ati n g i m m u n e r es p o ns es f or t h er a p e uti c b e n efit. T h e 

fi n di n gs fr o m t hi s t h esis h a v e i m p ort a nt i m pli c ati o ns f or t h e tr e at m e nt of c a n c er a n d 

a ut oi m m u n e dis e as es, p ot e nti all y e xt e n di n g t o ot h er t h er a p e uti c ar e as w h er e t h e m o d ul ati o n of 

t h e i m m u n e s yst e m a n d it s r es p o ns es ar e criti c al i s s u es. 
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A bst r a kt   

I nt erl e u ki n-2 (I L -2) j e klí č o v ý c yt o ki n pr o pr olif er a ci, př e žití a e x pr esi ef e kt or o v ý c h 

f u n k cí a kti v o v a n ý c h T a N K b u n ě k. Z ár o v e ň j e n e z b yt n ý pr o u dr ž e ní i m u nit ní h o m e ost á z e, 

pr ot o ž e j e es e n ci ál ní pr o př e žití, pr olif er a ci a s u pr e s or o v o u a kti vit u T r e g ul a č n í c h ( Tr e g) b u n ě k. 

T yt o vl ast n osti či ní z I L -2 v ý z n a m n é i m u n ot er a p e uti k u m pr o l é č b u r a k o vi n y a a ut oi m u nit ní c h 

c h or o b, j eli k o ž r o z díl n á e x pr es e p o dj e d n ot e k I L -2 r e c e pt or u (I L -2 R) m e zi ef e kt or o v ý mi a Tr e g 

b u ň k a mi u m o ž ň uj e cíl e ní bi ol o gi c k é a kti vit y I L -2. T er a p e uti c k é v y u žití I L -2  j e vš a k o m e z e n o 

j e h o kr át k ým  p ol o č as e m  v cir k ul a ci a z á v a ž n ý mi  v e dl ejší mi  ú či n k y , kt er é s e v ys k yt ují při 

p o u žití v ys o k ý c h d á v e k  p otř e b n ý c h  k d os a ž e ní ú či n n osti.  I n o v ati v ní z p ůs o b y, j a k zl e pšit 

t er a p e uti c k ý pr ofil I L-2 a z v ýšit j e h o s el e kti vit u, ú či n n ost a b e z p e č n ost, z a hr n ují 

i m u n o k o m pl e x y I L-2/ a nti -I L-2 m o n o kl o n ál ní c h pr otil át e k ( m A b) (I L -2 c o), I L -2 m ut ei n y s 

m o difi k o v a n o u afi nit o u k n ě kt er ý m p o dj e d n ot k á m I L -2 R a  p ol y m er e m m o difi k o v a n ý I L -2.  

V t ét o dis ert a č ní pr á ci př e dst a v uji n ě k oli k p ů v o d ní c h st u dií, v e kt er ý c h js m e z k o u m ali 

s o u č as n é i n o v é příst u p y v  m o difi k a ci I L -2. P o m o cí m ol e k ul ár ní h o i n ž e n ýrst ví a pr ot ei n o v é 

c h e mi e js m e v y vi n uli t yt o n o v é f or m y I L -2: pr ot ei n o v o u c hi m ér u - i m u n o c yt o ki n (I C), k d e j e 

I L-2 k o v al e nt n ě v á z á n n a l e h k ý ř et ě z e c S 4 B 6 m A b pr ostř e d ni ct ví m fl e xi bil ní ( Gl y 4 S er) 3  s p oj k y  

(s cI L-2/ S 4 B 6) ; k o nj u g át I L-2 -p ol y( N -( 2-h y dr o x y pr o p yl) m et h a kr yl a mi d) ( H P M A) a 

m o difi k o v a n ý  f ú z ní pr ot ei n I L-2 -J E S 6 , n a z v a n ý J Y 3 I C. T yt o n o v é v ari a nt y I L -2 b yl y 

h o d n o c e n y i n vit r o a i n vi v o pr o j eji c h bi ol o gi c k o u a kti vit u a t er a p e uti c k o u ú či n n ost v m o d el e c h 

a ut oi m u nit ní c h c h or o b  a v a k ci n a c e .  

V e sr o v n á ní s tr a di č ní mi I L -2 c o v y k a z o v al s cI L -2/ S 4 B 6 I C z v ýš e n o u sti m ul a č ní 

a kti vit u pr o a kti v o v a n é C D 8 +  T b u ň k y i n vi v o, a ni ž b y b yl y přít o m n y pr o bl é m y s p oj e n é s 

p o u žití m as o ci o v a n ý c h I L-2 c o, j a k o js o u st e c hi o m etri c k á o m e z e ní ( př e b yt e k I L-2 n e b o a nti -

I L-2 m A b)  n e b o m o ž n á dis o ci a c e n a v ol n ý I L -2 a  a nti -I L-2 m A b. K o nj u g át I L -2 -p ol y( H P M A) 

m ěl o pr oti n e m o difi k o v a n é m u I L -2  v ýr a z n ě v yl e pš e n ý f ar m a k o ki n eti c k ý pr ofil a z v ýš e n o u 

bi ol o gi c k o u a kti vit u pr o č erst v ě a kti v o v a n é i p a m ě ť o v é C D 8 +  T l y mf o c yt y, N K, N K T a Tr e g 

b u ň k y. T e nt o k o nj u g át n a ví c ef e kti v n ě z v yš o v al T b u n ě č n o u o d p o v ě ď  p o v a k ci n a c i p e pti d e m. 

J Y 3 I C s el e kti v n ě sti m ul o v al e x p a n zi Tr e g b u n ě k, c o ž s e pr oj e vil o v yšší t er a p e uti c k o u 

ú či n n ostí, n e ž j a k o u dis p o n o v al y I L -2 c o , v m o d el u m yší k oliti d y.  M e c h a nisti c k é st u di e o d h alil y 

r o z díl n é i nt er a k c e p o dj e d n ot e k I L-2 R s I L -2 n a v á z a n ý m b u ď n a S 4 B 6, n e b o J E S 6 -1 A 1 2  a nti -

I L-2 m A b ; t o o vli v ň uj e r o v n o v á h u m e zi př e vl á d ají cí sti m ul a cí C D 1 2 2 hi g h  ef e kt or o v ý c h T a N K 

b u n ě k n e b o C D 2 5 hi g h  Tr e g b u n ě k. U  C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o  s e n á m p o d ařil o o d h alit, ž e z v yš ují  

citli v ost k  L P S -m e di o v a n é m u š o k u , c o ž z n es n a d ň uj e j eji c h kli ni c k é v y u žití a d ál e zd ůr a z ň uj e 

p otř e b u p e čli v é h o h o d n o c e ní t er a pií v y u ží v ají cí c h m o difi k o v a n ý I L -2.  

I L-2 i m u n ot er a p e uti k a v y vi n ut á b ě h e m t o h ot o v ý z k u m u n a bí z ejí v ý z n a m n é v ý h o d y 

o pr oti n e m o difi k o v a n é m u I L -2 z hl e dis k a ú či n n o sti a b e z p e č n osti, čí m ž s e ot e vír á c est a pr o 

ef e kti v n ější i m u n ot er a p e uti c k é str at e gi e. T at o pr á c e při n áší n o v é p o z n at k y d o n á vr h u 

c yt o ki n o v ý c h t er a pií a z d ůr a z ň uj e v ý z n a m p e čli v ě v y br a n ý c h r e c e pt or -cíl e n ý c h str at e gií v 

m o d ul a ci i m u nit ní c h o d p o v ě dí pr o t er a p e uti c k ý pří n os. Zjišt ě ní z t ét o pr á c e m ají d ůl e žit é 

d ůsl e d k y pr o l é č b u n á d or o v ý c h o n e m o c n ě ní  a a ut oi m u nit ní c h c h or o b, p ot e n ci ál n ě př e n osit el n é  

d o d alší c h t er a p e uti c k ý c h o bl astí, k d e j e kriti c k á m o d ul a c e i m u nit ní h o s yst é m u a j e h o 

o d p o v ě dí.  
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L ist of a b b r e vi ati o ns 

5 -H T P     5 -h y dr o x ytr y pt o p h a n  

A C T     A d o pti v e c ell t h er a p y  

A D C C     A nti b o d y -d e p e n d e nt  c ell ul ar c yt ot o xi cit y  

A h R     Ar yl h y dr o c ar b o n r e c e pt or  

AI C D     A cti v ati o n -i n d u c e d c ell d e at h 

AI H     A ut oi m m u n e h e p atiti s  

A K T     Pr ot ei n ki n as e B  

A P 1     A cti v at or pr ot ei n 1  

A P C     A nti g e n -pr es e nti n g c ell  

A R E     A U -ri c h el e m e nt 

B cl     B c ell l y m p h o m a  

B C R/ A B L    F usi o n g e n e, a m ar k er of c hr o ni c m y el oi d l e u k e mi a  

B C T     Bi o c h e m ot h er a p y  

Bli m p 1    B -l y m p h o c yt e-i n d u c e d m at ur ati o n pr ot ei n 1 

Br d U     Br o m o d e o x y uri di n e  

B T L A     B - a n d T -l y m p h o c yt e att e n u at or 

C A R     C hi m eri c a nti g e n r e c e pt or  

C A R M A 1  C as p as e r e cr uit m e nt d o m ai n -c o nt ai ni n g m e m br a n e -ass o ci at e d 

g u a n yl at e ki n as e pr ot ei n -1  

C C R 5  C -C c h e m o ki n e r e c e pt or t y p e 5  

C D     Cl ust er of diff er e nti ati o n  

C E A     C ar ci n o e m br y o ni c a nti g e n  

C F S E     C ar b o x yfl u or es c ei n s u c ci ni mi d yl est er ( d y e)  

C T L A -4    C yt ot o xi c T -l y m p h o c yt e ass o ci at e d a nti g e n-4  

C T V     C ell tr a c e v i ol et d y e 

C V D     Cis pl ati n, Vi n bl asti n e, D a c ar b a zi n e  

D C     D e n driti c c ell  

E A E     E x p eri m e nt al a ut oi m m u n e e n c e p h al o m y eliti s  

E D T A     Et h yl e n e di a mi n e t etr a a c eti c a ci d  

E G F     E pi d er m al gr o wt h f a ct or  

E G F R     E pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or  

E LI S A     E n z y m e -li n k e d im m u n o sor b e nt a ss a y  

E R K 1/ 2    E xtr a c ell ul ar si g n al -r e g ul at e d ki n as e 1/ 2  

F c R n     N e o n at al fr a g m e nt cr yst alli z a bl e ( F c) r e c e pt or  

F D A     F o o d a n d d r u g a d mi nistr ati o n  

F L S     Fi br o bl ast -li k e s y n o vi o c yt es 

F o x p 3     F or k h e a d b o x p 3 tr a ns cri pti o n f a ct or 
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F B S     F et al b o vi n e s er u m  

G A L T     G ut -ass o ci at e d  l y m p h oi d ti ss u e 

G D 2     Disi al o g a n gli osi d e G D 2  

GI T R     Gl u c o c orti c oi d -i n d u c e d T N F R-r el at e d pr ot ei n 

g p 1 0 0     Gl y c o pr ot ei n 1 0 0  

G v H D     Gr aft v ers us h ost dis e as e  

G Z M B     Gr a n z y m e B  

H D     Hi g h -d os e  

H E P E S    4 -( 2-h y dr o x y et h yl) -1 -pi p er a zi n e et h a n es ulf o ni c a ci d  

HI F -1 α    H y p o xi a -i n d u ci bl e f a ct or 1 al p h a 

hI L -2     H u m a n I L -2  

H P M A     N -( 2-h y dr o x y pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e  

I C    I m m u n o c yt o ki n e 

I C A M-1    I nt er c ell ul ar a d h esi o n m ol e c ul e 1  

I C O S    I n d u ci bl e c osti m ul at or 

I F N    I nt erf er o n 

I g    I m m u n o gl o b uli n 

I K K    I n hi bit or of n u cl e ar f a ct or-κ B ki n as e c o m pl e x  

I L-    I nt erl e u ki n 

I L C    I n n at e l y m p h oi d c ell 

I L-2 c o     I L-2/ a nti -I L-2 m A b c o m pl e x es  

I L-2 R     I nt erl e u ki n 2 r e c e pt or 

J A K    J a n us ki n as e  

K d     Diss o ci ati o n c o nst a nt  

K L R K 1    Kill er c ell l e cti n -li k e r e c e pt or K 1 

L A G -3     L y m p h o c yt e -a cti v ati o n g e n e 3  

L A K     L y m p h o ki n e -a cti v at e d kill er c ell  

L C M V     L y m p h o c yti c c h ori o m e ni n gitis m a m m ar e n a vir us  

L D     L o w -d os e  

L P S     Li p o p ol ys a c c h ari d e  

M A C S     M a g n eti c -a cti v at e d c ell s orti n g  

M A G E     M el a n o m a -ass o ci at e d a nti g e n  

M A P ki n as e    Mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as e  

M A R T -1    M el a n o m a a nti g e n r e c o g ni z e d b y T c ell s 1  

M C P -1    M o n o c yt e c h e m o attr a ct a nt pr ot ei n -1  

M H C     M aj or hist o c o m p ati bilit y c o m pl e x  

mI L -2     M uri n e  I L-2  

M P     M e m or y p h e n ot y p e  

M S     M ulti pl e s cl er osis  
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m T O R     M a m m ali a n t ar g et of r a p a m y ci n 

m T O R C 1    M a m m ali a n t ar g et of r a p a m y ci n c o m pl e x 1  

M y c     M y el o c yt o m at osis o n c o g e n e  

M y D 8 8    M y el oi d diff er e nti ati o n pri m ar y r es p o ns e 8 8  

N F 9 0     N u cl e ar fa ct or 9 0  

N F κ B     N u cl e ar f a ct or k a p p a -li g ht-c h ai n -e n h a n c er of a cti v at e d B c ell s  

N K     N at ur al kill er  

N K T     N at ur al kill er T c ell  

N F A T     N u cl e ar f a ct or of a cti v at e d T c ell s  

N K G 2 D    N at ur al kill er gr o u p 2 D r e c e pt or  

N F κ B     N u cl e ar fa ct or k a p p a B  

N M A     N o n -m y el o a bl ati v e c h e m ot h er a p y  

N O D 2     N u cl e oti d e -bi n di n g  oli g o m eri z ati o n d o m ai n c o nt ai ni n g 2  

N S C L C    N o n -s m all c ell l u n g c a n c er  

N Y -E S O -1    N e w Y or k e s o p h a g e al sq u a m o us c ell  c ar ci n o m a -1  

p 5 6l c k     L y m p h o c yt e -s p e cifi c pr ot ei n t yr osi n e ki n as e  

p 7 0 S 6 K    Ri b os o m al pr ot ei n S 6 ki n as e b et a -1  

P B S     P h os p h at e -b uff er e d  s ali n e  

P D -1     Pr o gr a m m e d c ell d e at h pr ot ei n 1  

P E G -I L-2    P e g yl at e d I L -2  

PI M 1     Pi m -1 pr ot o -o n c o g e n e  

PI 3 K     P h os p h oi n ositi d e 3 -ki n as e  

PI M     Pr o vir al i nt e gr ati o n sit e f or M ol o n e y m uri n e l e u k e mi a vir us  

P K     Pr ot ei n ki n as e  

P M A     P h or b ol 1 2 -m yrist at e 1 3 -a c et at e  

P P     P e y er's p at c h es  

P P T 2     Pr ot ei n p h os p h at as e 2  

P T E N     P h os p h at as e a n d t e nsi n h o m ol o g d el et e d o n c hr o m os o m e 1 0  

R A     R h e u m at oi d art hriti s  

R af     R a pi dl y a c c el er at e d fi br o s ar c o m a pr ot ei n  

R as G R P 1    R as g u a n yl -r el e asi n g pr ot ei n 1 

R B C     R e d bl o o d c ell  

R C C     R e n al c ell c ar ci n o m a  

r hI L-2     R e c o m bi n a nt h u m a n I L -2  

R O R γt     R eti n oi c a ci d -r el at e d o r p h a n re c e pt or γ  

R u n X 1     R U N X f a mil y tr a ns cri pti o n f a ct or 1  

S A B R     St er e ot a cti c a bl ati v e r a di ot h er a p y  

s C D 2 5     S ol u bl e C D 2 5  

S L E     S yst e mi c l u p us er yt h e m at os us  
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S L E C     S h ort -li v e d eff e ct or c ell s 

S O C S     S u p pr ess or of c yt o ki n e si g n ali n g  

S T A T     Si g n al tr a ns d u c er a n d a cti v at or of tr a ns cri pti o n  

T 1 D     T y p e 1 di a b et es  

T A A     T u m or -ass o ci at e d a nti g e n  

T BI     T ot al b o d y irr a di ati o n  

T B X 2 1 ( T -b et)   T -b o x tr a ns cri pti o n f a ct or 2 1  

T C F -1      T c ell f a ct or 1  

T C M     C e ntr al m e m or y T c ell  

T c o n v     C o n v e nti o n al T c ell s  

T C R     T c ell r e c e pt or  

T eff     Eff e ct or T c ell s  

T e x     E x h a ust e d T c ell s  

T f h    F olli c ul ar h el p er T c ell s  

Tfr     T -folli c ul ar re g ul at or y c ell  

T G F -β     Tr a nsf or mi n g gr o wt h f a ct or β  

T h     H el p er T c ell  

TI GI T     T c ell i m m u n or e c e pt or wit h I g a n d I TI M d o m ai ns 

TI L     T u m or -i nfiltr ati n g l y m p h o c yt e 

Ti m -3     T c ell i m m u n o gl o b uli n a n d m u ci n -d o m ai n c o nt ai ni n g -3  

T KI     T yr osi n e  ki n as e i n hi bit or  

T M E     T u m or mi cr o e n vir o n m e nt  

T N F     T u m or n e cr osis f a ct or  

T O X     T h y m o c yt e s el e cti o n -ass o ci at e d hi g h m o bilit y gr o u p b o x pr ot ei n  

Tr e g                                         R e g ul at or y T c ell s  

T S T                                        T u m or -s p e cifi c T c ell  

U C                                          Ul c er ati v e c oliti s  

X B P 1                                      X -b o x bi n di n g pr ot ei n 1  

X S CI D                                    X -li n k e d s e v er e c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y  
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I. I nt r o d u cti o n  
I nt erl e u ki n-2 (I L -2) is a k e y c yt o ki n e i n t h e i m m u n e s yst e m, pl a yi n g a c e ntr al r ol e i n T 

c ell pr olif er ati o n, diff er e nti ati o n, a n d s ur vi v al. B e y o n d T c ell s, I L -2 i nfl u e n c es a v ari et y of 

i m m u n e c ell s, c o n n e cti n g a nti g e n r e c o g niti o n t o a br o a d s p e ctr u m of c yt o ki n e-m e di at e d eff e cts, 

i n cl u di n g c ell ul ar pr olif er ati o n, diff er e nti ati o n, a n d f u n cti o n al m o d ul ati o n. U n d erst a n di n g t h e 

m e c h a nis m s b e hi n d I L -2 pr o d u cti o n a n d si g n ali n g  is ess e nti al, as t h e y pl a y criti c al r ol es i n 

i m m u n e h o m e ost asis, a ut oi m m u nit y, a n d t h e effi c a c y of i m m u n ot h er a pi e s. T h e c h a pt ers t h at 

f oll o w d es cri b e  t h e c o m pl e xity  of I L -2 p r o d u cti o n, e x pl ori n g t h e di v ers e c ell ul ar s o ur c es 

i n v ol v e d i n its s y nt h esis a n d t h e si g n ali n g p at h w a ys t h at r e g ul ate it . A c o m pr e h e nsi v e a n al ysi s 

of t h e I L -2 r e c e pt or (I L -2 R) will b e pr es e nt e d, el u ci d ati n g t h e bi ol o gi c al eff e cts of I L-2 o n 

v ari o us c ell p o p ul ati o ns. Fi n all y, t h e f o c us will s hift t o I L -2 i m m u n ot h er a p y, e x a mi ni n g it s 

a p pli c ati o ns a n d p ot e nti al i n cli ni c al s etti n gs.  

 

I.1    T h e bi ol o g y of I L -2  

I.1. 1   T c ell r e c e pt o r si g n ali n g a n d I L -2 p r o d u cti o n  

IL -2 is a n  O‑ gl y c os yl at e d , f o ur-α -h eli x -b u n dl e c yt o ki n e ( Fi g ur e 1) pri m aril y pr o d u c e d 

b y C D 4 + T l y m p h o c yt es , i n cl u di n g n aï v e, m e m or y, a n d h el p er T  ( Th ) 1, f oll o wi n g a nti g e ni c 

sti m ul ati o n . A d diti o n all y , a cti v at e d C D 8 +  T c ell s  [ 1], B c ell s [ 2], a n d, t o a l ess er e xt e nt, ot h er 

i n n at e i m m u n e c ell s  s u c h as n at ur al kill er  ( N K) c ell s, N K T c ell s  [ 3, 4], a n d gr o u p -3 i n n at e 

l y m p h oi d c ell s (I L Cs) i n t h e s m all i nt esti n e a n d l u n gs [ 5, 6] pr o d u c e I L -2 . U n d er s p e cifi c  

c o n diti o ns , a cti v at e d d e n driti c c ell s (D Cs; C D 8 α + , C D 8 α–  D Cs), L a n g er h a ns c ell s [ 7-9] , a n d 

m uri n e m ast c ell s [ 1 0], a s w ell as h u m a n m o n o c yt e-d eri v e d a n d pl as m a c yt oi d D Cs  [ 1 1], m a y 

b e a s o ur c e of s m all a m o u nts of I L -2 . T h e a bilit y  t o pr o d u c e  I L-2 disti n g ui s h es eff e ct or T c ell s 

fr o m r e g ul at or y T (Tr e g ) c ell s , as dir e ct r e pr essi o n of I L 2 b y F o x p 3 i nt er a cti n g wit h R u n x 1 a n d 

N F A T pr e v e nts Tr e g c ell s fr o m pr o d u ci n g I L -2 [ 1 2, 1 3]. 

Fi g u r e 1 . Cr yst al s tr u ct ur e of I L-2 . P u blis h e d i n t h e Pr ot ei n D at a B a n k ( P D B: 1 M 4 7).  

U n d er  r esti n g c o n diti o ns, C D 4+  T c ell s ar e t h e pri m ar y  s o ur c e of c o nst a nt b ut l o w l e v els 

of I L -2. U p o n a cti v ati o n, t h eir I L-2 pr o d u cti o n r a pi dl y i n cr e as es. L o w I L -2 s e cr eti o n b y 

a cti v at e d D Cs h as b e e n s h o w n t o pr o vi d e a n e arl y I L-2 s o ur c e  [ 9, 1 4], t h er e b y s u p p orti n g T -

c ell  sti m ul ati o n. I n p ar all el, a cti v at e d T c ell s, i n cl u di n g C D 4 +  a n d C D 8 +  T c ell s, st art s e cr eti n g 
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l ar g e a m o u nt s of I L-2 f or t h eir o w n ( a ut o cri n e) us e a n d t o sti m ul at e i n a p ar a cri n e f as hi o n 

n ei g h b ori n g I L -2  r e c e pt or-h ar b ori n g  c ell s [ 1 5, 1 6].  

T h e i n d u cti o n of I L -2 pr o d u cti o n is ti g htl y r e g ul at e d at tr a ns cri pti o n al a n d 

p osttr a ns cri pti o n al l e v el s, pri m aril y d e p e n d e nt o n t h e  a cti v ati o n of N F -κ B a n d N F A T  

tr a ns cri pti o n a cti v at ors. I n n aïv e T l y m p h o c yt es, t h e e n g a g e m e nt of t h e T  c ell r e c e pt or ( T C R ) 

a n d c o -sti m ul at or y m ol e c ul e C D 2 8 wit hi n a n i m m u n ol o gi c al s y n a ps e tri g g ers t h e f or m ati o n of 

m ulti -m ol e c ul ar si g n al os o m es at b ot h T C R a n d C D 2 8. T his l e a ds t o t h e g e n er ati o n of pr o xi m al 

si g n ali n g, f oll o w e d b y t h e a cti v ati o n of m ulti pl e dist al si g n ali n g c as c a d es, s u c h as C a 2 + –

c al ci n e uri n – N F A T, P K C θ – I K K– N F κ β, R as G R P 1 – R as – E R K 1/ 2 -A P 1 , a n d PI 3 K -A K T –

m T O R, wit h t h e h el p of s e c o n d ar y m ess e n g ers, e n z y m es, a n d v ari o us a d a pt or pr ot ei ns ( Fi g ur e 

2).   

Fi g u r e 2 .  S i g n ali n g c as c a d es f oll o wi n g sti m ul ati o n of t h e T C R a n d C D 2 8, l e a di n g t o I L-2 tr a ns cri pti o n . 

F or d et ail s s e e t h e r ef er e n c e [ 1 7] i n J E x p M e d. 

T h es e si g n ali n g c as c a d es fi n all y bri n g o ut t h e di v er s e p h e n ot y pi c eff e cts, as t h e y c o ntr ol 

m a n y as p e cts of T c ell bi ol o g y [ 1 8]. A P -1, N F κ B, a n d N F A T tr a ns cri pti o n f a ct ors, in 

c o o p er ati o n wit h c o nstit uti v e f a ct ors, pr o m ot e t h e e x pr essi o n of t h e I L 2 g e n e [ 1 9]. I L 2 

tr a ns cri pti o n o c c urs wit hi n 3 0 mi n aft er sti m ul ati o n b ut is tr a nsi e nt, d e cli ni n g t o b a c k gr o u n d 

l e v els wit hi n 2 4– 4 8 h . A d diti o n all y, p ost-tr a ns cri pti o n al r e g ul at or y m e c h a nis m s f urt h er r estri ct 

I L-2 m R N A  a v ail a bilit y, w hi c h us u all y p e a k s 4 – 8 h aft er sti m ul ati o n [ 2 0]. T h e t ur n o v er of I L-

2 m R N As is m ostl y c o ntr oll e d b y pr ot ei ns i nt er a cti n g wit h a n A U -ri c h cis -el e m e nt  ( A R E) i n 

t h eir 3′-u ntr a nsl at e d r e gi o n. A m o n g t h es e tr a ns -a cti n g f a ct ors ar e  n u cl e ar f a ct or 9 0 ( N F 9 0) a n d 

trist etr a pr oli n. N F 9 0 is a cti v at e d b y pr ot ei n ki n as e ( P K) B ( b est k n o w n as A K T) u p o n C D 2 8 

c o -sti m ul ati o n or b y P K  C u p o n r esti m ul ati o n wit h P M A, s u bs e q u e ntl y tr a nsl o c ati n g  fr o m t h e 

n u cl e us t o t h e c yt os ol , w h er e it bi n ds t o A R E a n d st a bili z es I L -2 m R N A, t h us all o wi n g its 
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tr a nsl ati o n [ 2 1]. I n c o ntr ast, trist etr a pr oli n, e x pr ess e d i n T l y m p h o c yt es f oll o wi n g a cti v ati o n , 

pl a ys a cr u ci al r ol e i n t h e r a pi d d e c a y of I L -2 m R N As, as it s i nt er a cti o n wit h A R E pr o m ot es it s 

d e gr a d ati o n [ 2 2, 2 3]. A d diti o n all y, I L -2 tr a ns cri pti o n is r e pr ess e d i n a cti v at e d T c ell s b y T -b et 

a n d Bli m p -1 [ 2 4-2 6] . N aï v e T  c ell s l a c k  t h e e x pr essi o n of Bli m p -1, w hi c h  is u pr e g ul at e d b y 

a nti g e n - a n d I L -2 -d e p e n d e nt si g n ali n g [ 2 7, 2 8]. Bli m p-1 e x pr essi o n is p arti c ul arl y hi g h i n 

c hr o ni c all y a cti v at e d T  c ell s, c h ar a ct eri z e d b y t h eir i n a bilit y t o pr o d u c e I L -2 [ 2 9]. T h us, Bli m p -

1 -m e di at e d I L -2 r e pr essi o n r e pr es e nts a n e g ati v e f e e d b a c k l o o p t o li mit I L -2  r e c e pt or (I L-2 R)  

si g n ali n g a n d m a y r e pr es e nt a f ail s af e m e c h a nis m t o li mit I L -2 -d e p e n d e nt r es p o ns e s 

i n sit u ati o ns w h er e a nti g e n, t h e pri m ar y i n d u cti v e si g n al f or I L -2 a n d I L -2 R, is n ot eli mi n at e d, 

p ot e nti all y a v oi di n g c at astr o p hi c e x p a nsi o n of t h e a nti g e n -r e a cti v e T c ell s . Alt o g et h er, t h es e 

tr a ns cri pti o n al a n d p ost-tr a ns cri pti o n al m e c h a nis ms c oll e cti v el y r e g ul at e t h e m a g nit u d e a n d 

d ur ati o n of I L -2 pr o d u cti o n b y a cti v at e d T c ell s.  

M o us e a n d h u m a n I L -2 dis pl a y si g nifi c a nt cr oss -s p e ci es a cti vit y, alt h o u g h t h er e ar e 

i m p ort a nt diff er e n c es. H u m a n I L-2 ( hI L -2) c o m pris es 1 3 3 a mi n o a ci ds a n d h as a m ol e c ul ar 

w ei g ht of a p pr o xi m at el y 1 5. 5 k D a, w hil e m o us e I L -2 ( mI L -2) c o nsists of 1 4 9 a mi n o a ci ds a n d 

w ei g hs a b o ut 1 6 k D a. D es pit e s h ari n g o nl y 5 6 -5 7 % s e q u e n c e h o m ol o g y, hI L -2 eff e cti v el y 

sti m ul at es t h e m uri n e I L -2 R. H o w e v er, mI L -2 s h o ws a li mit e d a bilit y t o bi n d t o t h e h u m a n I L -

2 R  [ 3 0]. T his dis cr e p a n c y is pri m aril y d u e t o diff er e n c es i n t h e N-t er mi n al r e gi o n of mI L-2, 

w hi c h c o nt ai ns a p ol y -gl ut a mi n e str et c h, r es ulti n g i n str ai n -s p e cifi c h et er o g e n eit y  [ 3 1]. 

 

I.1. 2   I L-2 si g n ali n g  

I.1. 2. 1   St r u ct u r e of t h e I L -2 r e c e pt o r  

O n c e s e cr et e d,  I L-2 i nfl u e n c es n ei g h b ori n g c ell s t hr o u g h a ut o cri n e a n d p ar a cri n e 

si g n ali n g b y bi n di n g t o it s r e c e pt or, I L-2 R.  T his r e c e pt or is a h et er o -c o m pl e x c o m p os e d of u p 

t o t hr e e s u b u nits: α ( C D 2 5), β ( C D 1 3 2), a n d t h e c o m m o n γ -c h ai n ( γ c , C D 1 3 2). I L-2 R  s u b u nit s 

β a n d γ c  c a n i n d e p e n d e ntl y bi n d I L -2, t h o u g h wit h l o w affi nit y  ( Kd : ∼ 1 0 − 8 – 1 0 − 7  M) . O nl y t h e 

i nt er m e di at e-affi nit y di m eri c β γ c  I L-2 R  ( K d: ∼ 1 0 − 9  M) a n d  t h e hi g h -affi nit y tri m eri c α β γ c  I L-

2 R ( K d: ∼ 1 0 − 1 1  M) m e di at e si g n al tr a ns d u cti o n  ( Fi g ur e 3) [ 3 2].  

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 3 .  T hr e e s u b u nit s of I L -2 R . Hi g h -affi nit y I L-2 R α β γ c , i nt er m e di at e affi nit y I L-2 R β γ c , a n d l o w-

affi nit y  I L-2 R α , wit h r e c e pt or c o m p ositi o n a n d  K d ’s. A d a pt e d fr o m  C yt o ki n e Gr o wt h F a ct or R e v [ 3 3]. 
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T h e  γ c  s u b u nit, als o k n o w n as C D 1 3 2  (5 8 – 6 4  k D a) , is vit al f or li g a n d bi n di n g a n d 

si g n ali n g  i n d u c e d b y γ c  c yt o ki n es. C D 1 3 2, c o m m o nl y f o u n d o n m ost h e m at o p oi eti c c ell s, a cts 

as a r e c e pt or s u b u nit f or c yt o ki n es I L -2, I L -4, I L -7, I L -9, I L -1 5, a n d I L -2 1, w hi c h ar e 

c oll e cti v el y k n o w n as t h e γ c  f a mil y of c yt o ki n es. M e m b ers of t h e γ c  c yt o ki n e f a mil y , i n cl u di n g 

I L-2 , pl a y disti n ct a n d n o nr e d u n d a nt r ol es i n t h e a d a pti v e i m m u n e s yst e m, es p e ci all y i n t h e 

d e v el o p m e nt a n d diff er e nti ati o n of T l y m p h o c yt es. D efi ci e n c y i n t h e γ c  g e n e c a us es X -li n k e d 

s e v er e c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y ( X S CI D), hi g hli g hti n g it s i m p ort a n c e  [ 3 4]. T h us, γ c  

e x pr essi o n is  ess e nti al  f or l y m p h o c yt es a n d is es p e ci all y criti c al f or T c ell s i n b ot h h u m a ns a n d 

mi c e. Alt er n ati v e s pli ci n g g e n er at es s ol u bl e γ c  c h ai ns; h o w e v er, i n t h e c as e of I L -2 R, all 

m e m b ers pr o d u c e s ol u bl e f or ms [ 3 5, 3 6]. A c o m m o n f e at ur e s h ar e d a m o n g t h es e s ol u bl e 

r e c e pt ors is t h at t h e y r et ai n affi nit y f or t h eir c o g n at e c yt o ki n e li g a n ds. C o ns e q u e ntl y, t h es e 

s e cr et e d pr ot ei ns c a n eit h er c o m p et e wit h m e m br a n e c yt o ki n e r e c e pt ors f or li g a n d bi n di n g or 

s e q u est er t h e c o g n at e c yt o ki n e, t h er e b y li miti n g its bi o a v ail a bilit y [ 3 7].  

T h e β s u b u nit  ( C D 1 2 2; 6 7– 7 5 k D a) h as a l ar g e i ntr a c ell ul ar  d o m ai n ( 2 8 6 r esi d u es) 

c r u ci al f or si g n al tr a ns d u cti o n. C D 1 2 2 is c o nstit uti v el y e x pr ess e d at v ari o us l e v els o n T a n d 

N K( T) l y m p h o c yt es , w h er e  it, t o g et h er wit h C D 1 3 2, pl a ys a n ess e nti al r ol e i n or c h estr ati n g 

t h eir d e v el o p m e nt a n d diff er e nti ati o n [ 3 8-4 0] . W hil e u pr e g ul at e d  o n n aï v e T c ell s aft er a nti g e n 

a cti v ati o n, C D 1 2 2 is m ost hi g hl y e x pr ess e d o n m e m or y C D 8 +  T  a n d N K  c ell s, e m p h asi zi n g it s 

i m p ort a n c e i n a c ut e a n d m e m or y i m m u n e r es p o ns es [ 3 9].  

T h e α s u b u nit  (C D 2 5 ; 5 5 k D a), s o m eti m es c all e d l o w-affi nit y I L -2 R,  is d et e ct e d o n 

e arl y t h y m o c yt es, a bs e nt o n n aï v e / m e m or y T c ell s ( p arti c ul arl y i n mi c e, b ut d et e ct a bl e o n a 

mi n or fr a cti o n of h u m a n n aï v e / m e m or y T c ell s), tr a nsi e ntl y e x pr ess e d o n a cti v at e d/ eff e ct or T 

l y m p h o c yt es, a n d c o nstit uti v el y  e x pr ess e d o n Tr e gs [ 4 1, 4 2]. A nti g e n s, mit o g e ni c l e cti ns, or 

a nti b o di es t o t h e T C R  tri g g er it s e x pr essi o n. T h es e si g n als als o r es ult i n  t h e s e cr eti o n of I L -2, 

w hi c h i n t ur n c a n i n cr e as e  a n d pr ol o n g I L -2 R α e x pr essi o n, t h us est a blis hi n g a p ositi v e f e e d b a c k 

l o o p f or hi g h-affi nit y r e c e pt or e x pr essi o n  [ 4 3]. Tr e g c ell s r el y o n hi g h a n d c o nstit uti v e I L -2 R α 

e x pr essi o n t o r es p o n d t o v er y l o w I L-2 c o n c e ntr ati o ns t h at ar e c o nst a ntl y  a v ail a bl e i n vi v o. I n 

t h e a bs e n c e of I L-2 R α, m at ur e Tr e g c ell s ar e a b s e nt, a n d mi c e di e wit hi n 8 -2 0  w e e ks of a g e 

u nl ess I L -2 R α -c o m p et e nt T r e g ul at or y c ell s ar e pr o vi d e d [ 4 4, 4 5]. T h e r el ati v el y hi g h l e v els of 

t h e hi g h-affi nit y I L -2 R  o n  Tr e g c ell s ar e  c o nsist e nt wit h c hr o ni c a ut o a nti g e n sti m ul ati o n a n d 

I L-2 -d e p e n d e nt si g n als. P h ysi ol o gi c all y,  t h e i niti al p h as e of a n i m m u n e r es p o ns e f u n cti o ns t o 

a cti v at e Tr e g c ell s. Wit hi n h o urs of T -c ell pri mi n g, I L -2 -d e p e n d e nt S T A T 5 p h os p h or yl ati o n 

o c c urs pri m aril y i n F o x p 3 +  Tr e g c ell s. I n c o ntr ast, t h e a nti g e n -s p e cifi c T c ell s r e c ei v e S T A T 5 

si g n als o nl y aft er r e p e at e d a nti g e n e x p os ur e or m e m or y diff er e nti ati o n [ 4 6]. I n a d diti o n t o it s 

pr o mi n e nt e x pr essi o n b y Tr e g c ell s a n d a cti v at e d T  c ell s, C D 2 5 is e x pr ess e d at l o w l e v els b y 

D Cs a n d L a n g er h a ns c ells i n mi c e a n d b y h u m a n D Cs [ 4 7-5 0] . T h e hi g hl y i n d u ci bl e I L-2 R α  

w as i niti all y c h ar a ct eri z e d b y it s a bilit y t o pr o m ot e hi g h -affi nit y  bi n di n g of I L -2 t o t h e I L -2 R β γ c  

[ 5 1-5 3] . R es e ar c h h as s u g g est e d t h at I L -2 R α al s o h el ps t o pr ol o n g I L -2 si g n ali n g, p ossi bl y 

t hr o u g h m e c h a nis m s i n v ol vi n g c ell-s urf a c e r es er v oirs or r e c e pt or r e c y cli n g [ 5 4-5 7] . T h es e 

pr o p erti es m a y b e r el e v a nt d uri n g t h e e arl y st a g es of i nf e cti o n w h e n l y m p h o c yt es e x pr ess hi g h 

l e v els of I L-2 R α [ 5 8, 5 9]. H o w e v er, t h es e fi n di n gs ar e pri m aril y b as e d o n e x p eri m e nt al d at a 

a n d m a y i n v ol v e m o d el s yst e ms t h at d o n't c o m pl et el y mirr or i n vi v o c o n diti o ns. S ol u bl e I L -

2 R α  (s C D 2 5) m a y als o pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n r e g ul ati n g i m m u n e r es p o ns es [ 6 0-6 5]  as 

s ol u bl e I L -2 R α h as b e e n d et e ct e d i n t h e s er u m of p ati e nts wit h s yst e mi c l u p us er yt h e m at os us 
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( S L E) [ 6 6-6 9] , m ulti pl e s cl er osis ( M S) [ 7 0, 7 1],  t y p e I di a b et es ( T 1 D) [ 7 1] a n d v ari o us 

n e o pl as ms [ 7 2]. Alt h o u g h t h e e x a ct r ol e pl a y e d b y s C D 2 5 is still u n cl e ar, r e c e nt w or k s u g g ests 

t h at s C D 2 5 pr e v e nts I L -2 si g n ali n g b y c o m p eti n g wit h m e m br a n e -b o u n d C D 2 5 f or cir c ul ati n g 

I L-2, a n d e x a c er b at es e x p eri m e nt al a ut oi m m u n e e n c e p h aliti s ( E A E) b y all o wi n g a b err a nt T h 1 7 

r es p o ns es [ 7 3]. 

T h e i nt er m e di at e-affi nit y I L -2 R β γ c  is al m ost u n d et e ct a bl e o n n aï v e  C D 4 +  T c ell s, b ut 

t hi s r e c e pt or is pr es e nt at l o w b ut si g nifi c a nt l e v el s o n n aï v e  C D 8 +  T c ell s a n d m e m or y C D 4 +  

T c ell s a n d at hi g h l e v els o n  a nti g e n -e x p eri e n c e d  (m e m or y ) C D 8 +  T c ell s a n d N K c ell s. C ell s 

e x pr essi n g hi g h l e v els of t h e di m eri c I L‑ 2 R ar e s e n siti v e t o e x o g e n o usl y a d mi nist er e d I L‑ 2, b ut 

t h es e c ell s ar e pr es u m a bl y u nr es p o nsi v e t o t h e l o w p h ysi ol o gi c al st e a d y -st at e  l e v els of I L‑ 2 

f o u n d i n vi v o [ 7 4].  

U p o n T C R sti m ul ati o n, T c ell s tr a nsi e ntl y u pr e g ul at e C D 2 5 [ 5 8, 7 5, 7 6], t h us e x pr essi n g 

n o w hi g h -affi nit y tri m eri c I L -2 R α β γ c . B esi d es  r e c e ntl y a cti v at e d T c ell s, hi g h l e v els of tri m eri c 

I L-2 Rs ( pr e cis el y, hi g h C D 2 5 l e v els pl us i nt er m e di at e l e v els of di m eri c I L -2 R β γ c ) ar e 

c o nstit uti v el y f o u n d o n t h y m us-d eri v e d ( “ n at ur al ” ) C D 4+  F o x p 3 +  Tr e g c ell s [ 7 7], w h er e as t y p e 

2 i n n at e l y m p h oi d c ell s (I L C) h a v e b e e n r e p ort e d t o c arr y l o w t o v er y l o w l e v els of tri m eri c I L -

2 R  ( Fi g ur e 4 ) [ 7 8]. 

Fi g u r e 4 . I L-2 si g n ali n g i s m e di at e d b y diff er e nt I L -2 R c o nfi g ur ati o ns , w hi c h ar e e x pr ess e d b y v ari o us  

i m m u n e c ells. A d a pt e d fr o m A n n u R e v M e d  [ 7 9]. 
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Wit hi n t h e m y el oi d c o m p art m e nt, m o n o c yt es t y pi c all y dis pl a y t h e i nt er m e di at e -affi nit y 

I L-2 R β γ c  r e c e pt or, w hil e D C s u bt y p es c a n e x pr ess  all  t hr e e I L-2 R s u b u nit s [ 8 0-8 2] , w hi c h 

all o ws I L -2 -m e di at e d i ntri nsi c r e g ul ati o n of t h e ms el v es or, i m p ort a ntl y, all o ws t h e m t o tr a ns-

pr es e nt t h e C D 2 5/I L -2 c o m pl e x t o n aï v e T c ell s [ 1 5]. I n s u c h a w a y a cti v at e d D Cs e x pr ess 

C D 2 5 o n t h eir s urf a c e t o tr a p a n d pr es e nt T c ell- or D C -d eri v e d I L -2 i n tr a ns t o a dj a c e nt 

a nti g e n -s p e cifi c n aï v e T l y m p h o c yt es a n d N K c ell s t h at e x pr ess I L -2 R β γ c  [ 8 3, 8 4]. T his tr a ns-

pr es e nt ati o n of I L -2  ( Fi g ur e 5) h as b e e n s h o w n t o f a cilit at e i niti al hi g h -affi nit y  I L-2 si g n ali n g  

d uri n g e arl y i m m u n e r es p o ns e , b ef or e t h e r es p o n di n g T c ell s st art t o e x pr es s C D 2 5 [ 9, 8 5], a n d 

is c o nsist e nt wit h t h e d at a s h o wi n g t h at T c ell s [ 8 6, 8 7] a n d D Cs [ 1 4, 8 5, 8 8] dir e cti o n all y 

s e cr et e I L -2 t o w ar ds t h e T c ell -D C i nt erf a c e. I n t his s c e n ari o, t h e l o c al c o n c e ntr ati o n of I L-2 

wit hi n  t h e p arti c ul ar mi cr o e n vir o n m e nt of t h e D C-T c ell c o nt a ct m a y f a cilit at e C D 2 5/I L -2 

bi n di n g b y D Cs a n d tr a ns-pr es e nt ati o n t o C D 4 +  T c ell s, d es pit e t h e r a pi d o n/ off diss o ci ati o n 

r at es a n d t h e l o w affi nit y of C D 2 5 f or I L-2. I n a gr e e m e nt wit h t hi s m o d el, s el e cti v e bl o c k a d e 

of C D 2 5 o n D Cs b y d a cli z u m a b, a h u m a ni z e d a nti -C D 2 5 m A b , pr e v e nts T c ell e x p a nsi o n b y 

a cti v at e d D Cs [ 8 5]. It is p ossi bl e t h at s e cr eti o n of I L-2 b y D Cs i n t h e s y n a pti c cl eft m a y pr o vi d e 

a n effi ci e nt a n d pr e vi o usl y u n e x p e ct e d a d diti o n al si g n al f or T -c ell s, i n cl u di n g T eff e ct or c ell s 

a n d Tr e gs  [ 9].  

Fi g u r e 5 . T r a ns -pr es e nt ati o n of I L -2 b y a D C t h at e x pr es s es I L -2 R α t o a T  c ell t h at e x pr ess e s I L -2 R β γ c . 

Al s o, a cis  pr es e nt ati o n  is s h o wn . A d a pt e d fr o m  Bi o m e di ci n es [ 8 9]. 

M or e o v er , v ari o us  n o n h e m at o p oi eti c c ell t y p es m a y h ar b or eit h er (i) di m eri c I L-2 R β γ c , 

as t hi s a p pli es t o i nt esti n al e pit h eli al c ell s  [ 9 0, 9 1], d er m al fi br o bl asts, or fi br o bl ast-li k e 

s y n o vi o c yt es  [ 9 2]; or (ii) t h e hi g h-affi nit y I L-2 R α β γ c , as r e p ort e d f or e n d ot h eli al c ell s [ 9 3, 9 4], 

v as c ul ar s m o ot h m us cl e c ell s [ 9 5], pr o xi m al t u b ul ar e pit h eli al c ell s  [ 9 6], or gi n gi v al fi br o bl asts 

[ 9 7, 9 8]. T h es e C D 2 5 +  c ell s pr o b a bl y c o ntri b ut e t o t h e c o ntr ol of I L -2 h o m e o st asis i n p eri p h er al 

or g a ns. N ot a bl y, I L -2 R e x pr essi o n is d o c u m e nt e d i n m ost h e m at ol o gi c al m ali g n a n ci es a n d als o 

i n s o m e n o n -l y m p h oi d c a n c er c ell s, i n cl u di n g m ali g n a nt m el a n o m a a n d c ar ci n o m as of t h e 

ki d n e y, h e a d a n d n e c k, c er vi x, es o p h a g us, a n d l u n g [ 7 2, 9 9].  
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I.1. 2. 2   I L -2 -i n d u c e d si g n al t r a n s d u cti o n  

T h e t hr e e I L -2 R s u b u nit s ar e n eit h er  pr e -f or m e d as st a bl e h et er otri m ers n or r a n d o ml y 

ass o ci at e d wit h t h e c ell m e m br a n e b ut r at h er l o c ali z e s el e cti v el y wit h i n li pi d r afts [ 1 0 0, 1 0 1]. 

T his  c ol o c ali z ati o n f a cilit at es I L -2 R -d e p e n d e nt oli g o m eri z ati o n a n d si g n ali n g. 

C r yst all o gr a p hi c st u di es of I L -2 b o u n d t o t h e I L -2 R pr o vi d e m ol e c ul ar e vi d e n c e s u p p orti n g a 

m o d el w h er e I L -2 dri v es t h e ass e m bl y of t h e hi g h -affi nit y tri m eri c I L-2 R ( Fi g ur e 6 ). I niti all y, 

I L-2 is c a pt ur e d b y I L-2 R α t hr o u g h a l ar g e h y dr o p h o bi c bi n di n g s urf a c e s urr o u n d e d b y a p ol ar 

p eri p h er y , r es ulti n g i n a r el ati v el y w e a k i nt er a cti o n ( K d : ∼  1 0 − 8  M) wit h r a pi d o n -off bi n di n g 

ki n eti cs  (∼ 3 0 s) . T his I L-2 R α /I L-2 bi n ar y c o m pl e x i n d u c es a c o nf or m ati o n al c h a n g e i n I L -2 , 

i n cr e asi n g it s affi nit y f or t h e I L-2 R β s u b u nit a n d pr o m ot i n g t h e ass o ci ati o n  b et w e e n I L -2 a n d 

I L-2 R β t hr o u g h a disti n ct p ol ar i nt er a cti o n. N ot a bl y, t h e e xtr a c ell ul ar d o m ai n of I L-2 R α d o es 

n ot i nt er a ct wit h I L -2 R β ; i nst e a d, t h e bi n ar y c o m pl e x of I L-2 R α /I L-2 a p p e ars t o pr es e nt I L -2 

t o I L-2 R β  i n cis . T h e t er n ar y I L-2 R α /I L-2 R β /I L-2 c o m pl e x t h e n r e cr uits γ c  t hr o u g h a w e a k 

i nt er a cti o n wit h I L-2 a n d a str o n g er i nt er a cti o n wit h I L -2 R β t o pr o d u c e a st a bl e q u at er n ar y 

hi g h -affi nit y I L -2 R /I L-2 c o m pl e x . T his q u at er n ar y c o m pl e x h as  a f ast I L-2 o n -r at e b ut a sl o w 

off -r at e, r es ulti n g i n ess e nti all y irr e v ersi bl e I L -2 bi n di n g [ 1 0 2-1 0 4] . F oll o wi n g I L -2 bi n di n g, 

r e c e pt or-m e di at e d e n d o c yt osi s of t h e q u at er n ar y I L‑ 2 R /I L-2  c o m pl e x li mit s I L-2 si g n al 

tr a ns d u cti o n a n d t h e bi ol o gi c al r es p o ns e t o t he I L -2 . T h e c o m pl e x is r a pi dl y i nt er n ali z e d (t1/ 2  of 

1 0 -2 0 mi n) , a n d I L‑ 2, C D 1 2 2 , a n d C D 1 3 2 ar e s u bs e q u e ntl y d e gr a d e d  [ 1 0 5-1 0 8] , w hil e C D 2 5  

c a n b e r e c y cl e d t o t h e c ell s urf a c e [ 1 0 4, 1 0 8, 1 0 9].  

Fi g u r e 6 . Str u ct ur e of t h e hi g h -affi nit y  I L-2 R /I L-2  c o m pl e x. A ri b b o n di a gr a m d e pi cti n g t h e cr yst al 

str u ct ur e of I L -2 wit h its tri m eri c r e c e pt or s h o ws h o w t h e c yt o ki n e i nt er a ct s wit h e a c h of t h e t hr e e c h ai ns 

of t h e r e c e pt or. A d a pt e d fr o m S ci I m m u n ol [ 1 1 0]. 
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I L-2 -i n d u c e d h et er o di m eri z ati o n of t h e I L-2 R β a n d I L -2 R γ c  s u b u nits bri n gs t h e ir 

c yt o pl as mi c t ails i n t o cl o s e pr o xi mit y , w hi c h  a cti v at es J a n us t yr osi n e ki n as e (J A K) 3  ass o ci at e d 

wit h γ c , f oll o w e d b y J A K 1 a cti v ati o n ass o ci at e d wit h I L -2 R β [ 3 2, 1 1 1-1 1 5] . S u bs e q u e nt 

m ulti pl e  t yr osi n e p h os p h or yl ati o n of t h e I L-2 R β c h ai n pr o vi d es a d o c ki n g sit e f or eff e ct or 

m ol e c ul es , r e cr uiti n g v ari o us si g n al -tr a ns d u ci n g m ol e c ul es t o t h e c yt o pl a s mi c t ail of t h e β-

c h ai n, i n cl u di n g S T A T 5, S T A T 3, t h e S h c -a d a pt or pr ot ei n, S y k, a n d p 5 6l c k  [ 5 2]. T h is l e a ds t o 

t h e a cti v ati o n of t hr e e m ai n si g n ali n g p at h w a ys: t h e JA K / S T A T p at h w a y , t h e PI 3 K / A K T 

p at h w a y , a n d t h e R as/ R af/ M A P  ki n as e p at h w a y  ( Fi g ur e 7 ). A cti v ati o n of m T O R, p 7 0 S 6 K , 

A K T, a n d E R K 1/ 2 m o d ul at es t h e a cti vit y a n d d e n o v o  e x pr essi o n of n u m er o us  d o w nstr e a m 

r e g ul at ors i n v ol v e d i n pr ot ei n s y nt h esis, a ut o p h a g y, c ell m et a b oli s m, s ur vi v al, pr olif er ati o n, 

a n d diff er e nti ati o n  [ 1 5, 5 1, 5 3, 1 1 6-1 2 0] . C o n c urr e ntl y , a cti v at e d S T A T 5 d et er mi n es t h e f at e 

of t h e c ell b y tr a ns a cti v ati n g n u m er o us t ar g et g e n es. W hil e t h es e t hr e e si g n ali n g c as c a d es ar e 

sti m ul at e d i n eff e ct or T c ell s, it is i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e S T A T 5 p at h w a y is pr e d o mi n a ntl y 

tri g g er e d i n Tr e gs, as t h e y f ail t o a cti v at e t h e PI 3 K -A kt p at h w a y d u e t o  hi g h e x pr essi o n of 

P T E N [ 1 2 1-1 2 3] .  

 

Fi g u r e 7 . I L-2 R si g n ali n g a n d m o d ul ati o n of T c ell a cti vit y.  F or d et ail s , s e e t h e r ef er e n c e [ 1 7] i n J E x p 

M e d . 

I n T l y m p h o c yt es, t h e S T A T 5  si g n ali n g p at h w a y m a y i n d u c e t h e e x pr essi o n of a v ari et y 

of  g e n es d e p e n di n g o n t h e T c ell s u bs et. T h es e g e n es e n c o d e f or v ari o us c yt o ki n e r e c e pt ors 

i n cl u di n g I L-2 R α a n d I L -2 R β ( p ositi v e f e e d b a c k) ; I L-4 R α or I L -1 2 R β; di v ers e pr ot ei ns 
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i n v ol v e d i n c ell pr olif er ati o n a n d s ur vi v al ( e. g., PI M 1, My c , c y cli ns, a n d B cl -2 ); eff e ct or 

m ol e c ul es s u c h as gr a n z y m e B, C D 1 7 8 ( b est k n o w n as F as  li g a n d); c yt o ki n e s li k e I F N -γ, T N F -

α, or I L -4 ; i m m u n e c ell f u n cti o n r e g ul at ors li k e t h e S O C S 1/ 2 or  t h e tr a ns cri pti o n f a ct or F o x p 3 . 

M or e o v er, I L-2 -a cti v at e d S T A T 5 r e pr ess es t h e e x pr essi o n of s p e cifi c  g e n e s s u c h as I L 1 7 A a n d  

B C L 6  [ 1 2 4-1 2 9] . 

I nt er esti n gl y, γc  c yt o ki n e s I L -2 a n d I L -1 5 ar e cl os el y r el at e d , as  t h e y b ot h si g n al t hr o u g h 

t h e I L-2 R β γ c  c o m pl e x a n d a cti v at e  t h e J A K/ S T A T, R as/ M A P K, a n d PI 3 K/ A kt si g n ali n g 

p at h w a ys . T his l e a ds t o b ot h c o m m o n a n d c o ntr asti n g r ol es of I L -2 a n d I L -1 5 i n T c ell f u n cti o n 

[ 1 5, 5 2, 1 3 0, 1 3 1]. I L-2 a n d I L -1 5 s h ar e s e v er al f u n cti o ns , s u c h as sti m ul atin g t h e pr olif er ati o n 

of v ari o us T c ell s u bs ets ( e. g., a cti v at e d  C D 4 + , C D 8+ , a n d γ δ s u bs ets of T c ell s) [ 1 3 2, 1 3 3]. 

B ot h  c yt o ki n es f a cilit at e t h e i n d u cti o n of c yt ol yti c a cti vit y of  T c ell s , a n d t h e y i n d u c e t h e 

pr olif er ati o n a n d i m m u n o gl o b uli n s y nt h esis b y B c ell s sti m ul at e d b y a nti -I g M or C D 4 0 li g a n d 

[ 1 3 4]. T h e y als o pr o m ot e  t h e g e n er ati o n, pr olif er ati o n, a n d a cti v ati o n of N K c ell s. D es pit e t h es e 

s h ar e d f u n cti o ns, I L -2 a n d I L -1 5 h a v e disti n ct diff er e n c es , p arti c ul arl y i n t h e h o m e ost asis of 

a d a pti v e i m m u n e r es p o ns es ( T a bl e 1).  

 

 

 

T a bl e 1 . C o m p aris o n of I L -2 a n d I L -1 5. A d a pt e d fr o m C a n c er I m m u n ol R es. [ 1 1 8]. 

P r o p e rti es  I L -2  I L -1 5  

G e n e st r u ct u r e a n d l o c ati o n  F o ur e x o ns, c hr o m os o m e 4 q 2 6  Ei g ht e x o ns, c hr o m os o m e 4 q 3 1  

M ai n sit e of s y nt h esi s  A cti v at e d C D 4 +  a n d C D 8 +  c ell s  A cti v at e d D Cs a n d m o n o c yt es  

M e c h a ni s m of r e g ul ati o n  
of e x p r essi o n   
 
 
M e c h a ni s m of a cti o n   

Tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n a n d 
st a bili z ati o n of m R N A   
 
 
S e cr et e d c yt o ki n e  

M ai nl y p ost -tr a ns cri pti o n al, 
d uri n g tr a nsl ati o n , a n d 
i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g 
 
M e m br a n e -b o u n d c yt o ki n e ; 
i n d u c es si g n ali n g i n t h e c o nt e xt 
of c ell -c ell c o nt a ct  i n tr a ns 
  

R e c e pt o r   Ci s  pr es e nt ati o n  t o I L 2 Rα , 
I L-2/I L -1 5 R β γ c  c o -e x pr ess e d  
o n a cti v at e d T a n d B c ell s, t r a ns-
pr es e nt ati o n of I L -2 R α/I L -2 o n t h e 
s urf a c e of D Cs t o T c ell s    
e x pr essi n g I L -2/I L -1 5 R β γ c  

I L-1 5 R α/I L -1 5 o n t h e s urf a c e 
of D Cs a n d m o n o c yt es t r a ns-
pr es e nt e d t o N K c ell s a n d C D 8 +  
m e m or y T c ells e x pr essi n g     
I L-2/I L -1 5 R β γ c  

U ni q u e fu n cti o n  
 
 
  

M ai nt e n a n c e of Tr e gs a n d 
eli mi n ati o n of s elf -r e a cti v e T c ell s 
m e di at e d b y AI C D t o yi el d s elf -
t ol er a n c e 

M ai nt e n a n c e of N K c ell s a n d 
C D 8 + C D 4 4 h i m e m or y T c ell s t o 
pr o vi d e a l o n g -t er m i m m u n e 
r es p o ns e t o p at h o g e ns 

F e at u r es of mi c e d efi ci e nt  
i n g e n e-e n c o di n g c yt o ki n e  
o r it s p ri v at e r e c e pt o r α -
c h ai n  

M ar k e d e nl ar g e m e nt of p eri p h er al 
l y m p h oi d or g a ns, p ol y cl o n al 
e x p a nsi o n of T a n d B c ell s  
as s o ci at e d wit h a ut oi m m u n e 
di s or d er s  

M ar k e d r e d u cti o n i n n u m b er of 
N K, N K T g a m m a/ d elt a a n d 
C D 8 + C D 4 4 hi  m e m or y T c ell s  
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I L-2 a n d I L -1 5 als o bi n d t h eir pri v at e α c h ai ns (I L -2 R α a n d I L -1 5 R α, r es p e cti v el y), 

w hi c h ar e str u ct ur all y r el at e d a n d m a y h a v e aris e n e v ol uti o n aril y fr o m g e n e d u pli c ati o n [ 1 3 5, 

1 3 6] . W hil e I L-2 is pr e d o mi n a ntl y a s e cr et e d c yt o ki n e t h at bi n ds t o hi g h -affi nit y h et er otri m eri c 

r e c e pt ors, I L-1 5 is a m e m br a n e -ass o ci at e d m ol e c ul e t h at si g n als at a n i m m u n ol o gi c al s y n a ps e 

b et w e e n a nti g e n -pr es e nti n g c ell s a n d C D 8 +  T or N K c ell s  i n tr a ns ( Fi g ur e 8). I L-2 or I L -1 5 

a v ail a bilit y a n d e x pr essi o n of I L -2 R α a n d I L -1 5 R α e ns ur e t h e bi n di n g of t h e a p pr o pri at e 

c yt o ki n e a n d t h er ef or e t h e s p e cifi cit y of t h e i m m u n e r es p o ns e [ 3 2, 1 3 6, 1 3 7]. 

 

 
Fi g u r e 8 . M o d e of i nt er a cti o n of I L-2 a n d I L -1 5 wit h t h eir r e c e pt or s. I L -2 a n d I L -1 5 s h ar e t h e I L -2/I L -

1 5 R β  a n d γ c  c h ai ns. F urt h er m or e, t h e hi g h -affi nit y f or m s of I L -2 R a n d I L -1 5 R c o nt ai n a t hir d c yt o ki n e -

s p e cifi c r e c e pt or α s u b u nit, I L -2 R α or I L 1 5 -R α. A d a pt e d fr o m C a n c er I m m u n ol R es. [ 1 1 8]. 

I.1. 3   T h e r ol e  of I L -2 i n t h e i m m u n e s yst e m h o m e ost asi s a n d a cti v ati o n 

Ori gi n all y i d e ntifi e d as a T c ell gr o wt h f a ct or [ 1 3 8], I L-2  pl a y s a criti c al  r ol e i n i m m u n e 

r es p o ns e r e g ul ati o n a n d t h e m ai nt e n a n c e of p eri p h er al s elf -t ol er a n c e t hr o u g h it s 

i m m u n osti m ul at or y a n d i m m u n or e g ul at or y f u n cti o ns. T his a cti vit y  d e p e n d s o n  t h e t y p e of 

t ar g et c ell e q ui p p e d wit h disti n ct I L-2 R  s u b u nits , as w ell as t h e ki n eti cs a n d a m o u nt of I L -2 

pr o d u c e d . I n ess e n c e, I L-2 is pi v ot al f or a cti v atin g  a n d s u bs e q u e nt l y a m plif yi n g t h e T -c ell  

r es p o ns e f oll o wi n g a nti g e ni c sti m ul ati o n. Ho w e v er , pr ol o n g e d  I L-2 si g n ali n g e v e nt u all y  l e a ds 

t o a cti v ati o n -i n d u c e d c ell d e at h (AI C D ) [ 1 3 9]. M or e o v er , I L-2 is vit al  f or m ai nt ai n i n g s elf-

t ol er a n c e b y pr o m ot i n g Tr e g c ell  d e v el o p m e nt a n d h o m e ost a sis w hil e  li miti n g T h 1 7  c ell 

p ol ari z ati o n. A d diti o n all y , I L-2 aff e cts  a r a n g e of  c ell ul ar t ar g ets, i n cl u di n g n o n h e m at o p oi eti c 

a n d i n n at e i m m u n e c ell s , as d et ail e d l at er .  

 

I.1. 3. 1   I L‑ 2 o pti mi z es C D 8 +  T -c ell  r es p o n s es  

I L-2 pl a ys a pi v ot al r ol e i n i nfl u e n ci n g C D 8 +  T c ell  r es p o ns e at e v er y st a g e - t hi s 

i n cl u d es pri m ar y e x p a nsi o n, c o ntr a cti o n, m e m or y g e n er ati o n, a n d s e c o n d ar y e x p a nsi o n. It 
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r e g ul at es v ari o us as p e cts s u c h as pr olif er ati o n, s ur vi v al,  eff e ct or f u n cti o n, e x h a usti o n, m e m or y 

f or m ati o n, a n d t h e m et a b oli c fit n ess of C D 8 +  T c ell s [ 1 4 0, 1 4 1]. W hil e t h e i niti al e x p a nsi o n 

p h as e c a n o c c ur i n d e p e n d e ntl y of I L -2 i n vi v o [ 5 8, 1 0 9], t h e pr es e n c e of I L-2 si g nifi c a ntl y 

e n h a n c es cl o n al e x p a nsi o n. N ot a bl y , a ut o cri n e I L-2 is cr u ci al f or t h e s e c o n d ar y e x p a nsi o n of 

C D 8 +  m e m or y T c ell s [ 1 4 2].  

T h e str e n gt h of T C R si g n ali n g is a k e y dri v er of m e m or y C D 8 +  T c ell f u n cti o n al 

c h ar a ct eristi cs a n d fit n ess.  T h e e xt e nt t o w hi c h n aï v e C D 8 +  T c ell s i nt e gr at e T C R si g n als d uri n g 

pri mi n g di ct at es t h eir d e p e n d e n c e o n I L -2 f or d e v el o pi n g i nt o f ull y f u n cti o n al m e m or y c ell s. 

T h es e c ell s ar e c h ar a ct eri z e d b y t h eir a bilit y t o r a pi dl y r e a cti v at e ( c al ci u m si g n ali n g, c ell 

c y cli n g)  a n d e x p a n d d uri n g a n a nti g e n  r e c h all e n g e. T h e y als o e x hi bit e n h a n c e d st e m n ess 

c h ar a ct eristi cs [ 1 4 3].  

H o w e v er, t h e str e n gt h  a n d d ur ati o n of I L -2 si g n ali n g d uri n g a pri m ar y i m m u n e r es p o ns e 

dir e ct n aï v e C D 8 +  T c ell s t o w ar d diff er e nti ati n g i nt o eit h er s h ort -li v e d eff e ct or ( S L E C) or l o n g-

li v e d m e m or y T c ell s [ 5 8, 1 4 1, 1 4 4, 1 4 5]. S u b o pti m al  I L-2 si g n ali n g d uri n g pri mi n g l e a ds t o 

r e d u c e d pri m ar y e x p a nsi o n a n d s e v er el y i m p air e d s e c o n d ar y e x p a nsi o n. C o n v ers el y, pr ol o n g e d 

a n d str o n g I L -2 si g n ali n g r es ult s i n t h e g e n er ati o n of s h ort -li v e d, t er mi n all y diff er e nti at e d 

eff e ct or C D 8 +  T c ell s, w hi c h e x pr ess hi g h l e v els of eff e ct or m ol e c ul es li k e I F N -γ a n d gr a n z y m e 

B b ut  pr o d u c e l o w a m o u nts of I L -2 [ 5 8, 1 4 1, 1 4 4, 1 4 6]. T his diff er e nti ati o n pr o c ess is m e di at e d 

b y t h e tr a ns cri pti o n al r e pr ess or Bli m p -1, w hi c h pr o m ot es t h e S L E C a n d t er mi n al eff e ct or f at e 

w hil e dir e ctl y r e pr essi n g I L -2 tr a ns cri pti o n [ 2 7, 1 4 7]. 

D es pit e t h e p ot e nti al  t o d e v el o p pr ot e cti v e i m m u nit y wit h o ut I L -2, o pti m al pri m ar y T -

c ell  r es p o ns es ar e si g nifi c a ntl y s h a p e d b y I L-2 R si g n ali n g. D uri n g a c ut e i nf e cti o ns, hi g h 

s ust ai n e d l e v els of I L -2 r a pi dl y u p -r e g ul at e C D 2 5, l e a di n g t o a n I L-2 -dri v e n e x pr essi o n of t h e 

d e at h r e c e pt or F as a n d it s li g a n d F as L i n c yt ot o xi c eff e ct or c ell s. T his pr o c ess tri g g ers AI C D 

f oll o wi n g p at h o g e n cl e ar a n c e [ 1 4 1]. 

M or e o v er, t h e f or m ati o n of f u n cti o n al, l o n g -li v e d m e m or y C D 8+  T c ell s n e c essit at es 

bri ef, y et p ot e nt, I L -2 si g n ali n g d uri n g a nti g e n pr es e nt ati o n b y li c e ns e d D Cs. Tr e g c ell s 

m o d ul at e C D 8 +  T c ell r es p o ns es b y r estri cti n g b ot h I L -2 pr o d u cti o n a n d c o ns u m pti o n. T his 

m o d ul ati o n h el ps t o pri oriti z e t h e pri mi n g of hi g h -affi nit y o v er l o w -affi nit y p ol y cl o n al C D 8 +  T 

c ell s, r e d u c es t h e g e n er ati o n of s h ort -li v e d eff e ct or C D 8+  T c ell s, a n d f a v ors t h e f or m ati o n of 

m e m or y T c ell s [ 5 8, 1 4 8, 1 4 9]. I n c o ntr ast, d e pri vi n g eff e ct or T c ell s of I L-2 b y Tr e g c ell s is 

f ull y dis p e ns a bl e f or t h e s u p pr essi o n of I L-2 R -s uffi ci e nt C D 4 +  T c ell s, e v e n t h o u g h I L -2 R 

si g n ali n g is r e q uir e d [ 1 5 0]. 

  

I.1. 3. 2   I L -2 si g n als c o nt r ol C D 4 +  T c ell s u b s ets  

Si mil ar t o C D 8 +  T c ell s, t h e str e n gt h of T C R si g n ali n g criti c all y d et er mi n e s t h e f at e of 

n aï v e C D 4 +  T c ell s, g ui di n g t h eir diff er e nti ati o n t o w ar ds v ari o us T h el p er c ell t y p es, i n cl u di n g 

h el p er  T h  [ 1 5 1], f olli c ul ar h el p er ( Tf h) [ 1 5 2], a n d T  f olli c ul ar r e g ul at or y ( Tfr) C D 4 +  T c ell s 

[ 1 5 3]. I L-2 si g n ali n g pl a ys a cr u ci al r ol e i n or c h e str ati n g t h es e C D 4 +  T c ell f at es [ 1 5 4, 1 5 5], 

w h er e str o n g I L -2 si g n al s l e a d a nti g e n -s p e cifi c C D 4 +  T c ell s t o b e c o m e s h ort -li v e d t er mi n all y 

diff er e nti at e d eff e ct or T c ell s. I n c o ntr ast, l o w er I L -2 si g n als pr o m ot e t h eir diff er e nti ati o n i nt o 

T F H  or c e ntr al m e m or y T ( T C M ) c ell s. 
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I.1. 3. 2. 1   I L -2 i nfl u e n c es C D 4 +  T h el p e r c ell p ol a ri z ati o n  

As h el p er c ell s, C D 4 +  T c ell s c arr y o ut a v ari et y of f u n cti o ns b y diff er e nti ati n g i nt o 

s p e ci ali z e d s u b p o p ul ati o ns u p o n a nti g e n sti m ul ati o n a n d c yt o ki n e si g n al i n g. T h es e f u n cti o n al 

s u b p o p ul ati o ns i n cl u d e T h 1 , Th 2 , Th 1 7 , Tf h, a n d Tr e g c ell s. 

I L-2 si g n ali n g s p e cifi c all y aff e cts t h e diff er e nti ati o n of eff e ct or C D 4 +  T c ell s i nt o T h 1  

or T h 2  c ell s, as d e pi ct e d i n Fi g ur e 9 . Th 1  l y m p h o c yt es, w hi c h ar e criti c al f or c ell ul ar i m m u n e 

r es p o ns es a g ai nst i ntr a c ell ul ar p at h o g e ns a n d c a n c er c ell s, u n d er g o p ol ari z ati o n t hr o u g h I L -2 -

m e di at e d i n d u cti o n of I L -1 2 r e c e pt or β (I L -1 2 R β) e x pr essi o n i n a cti v at e d  C D 4 +  T c ell s. T his 

pr o c ess, i n c o nj u n cti o n wit h I L -1 2 fr o m a nti g e n -pr es e nti n g c ell s ( A P Cs), sti m ul at es t h e 

e x pr essi o n of t h e tr a ns cri pti o n f a ct or T -B o x 2 1 ( T B X 2 1, c o m m o nl y k n o w n a s T -b et), pr o m oti n g 

T h 1  diff er e nti ati o n a n d t y p e 1 c yt o ki n e pr o d u cti o n, s u c h as I F N -γ [ 1 5 6]. T his r e g ul at or y 

m e c h a nis m i n v ol v es I L -2 -i n d u c e d a cti v ati o n of S T A T 5 a a n d S T A T 5 b, w hi c h bi n d t o t h e l o ci 

of I L 1 2R B 2  a n d T B X 2 1  g e n es. A d diti o n all y, I L -2 e n h a n c es M y c  a n d HI F -1 α e x pr essi o n, w hi c h 

dri v es  a tr a ns cri pti o n al pr o gr a m s u p p orti n g i n cr e as e d gl y c ol ysi s i n C D 4 +  T c ell s [ 1 5 7]. 

E n h a n c e d m T O R C 1 si g n ali n g b y I L -2 f urt h er s u p p orts t hi s m et a b oli c s hift, f ost eri n g T h 1  c ell 

diff er e nti ati o n [ 1 5 8]. 

 

Fi g u r e 9 . I L-2 i s i m p ort a nt f or eff e ct or T -c ell  diff er e nti ati o n. S h o w n is I L -2 -m e di at e d  i n d u cti o n of I L-

1 2 R β 2 t o pr o m ot e T h 1 c ell diff er e nti ati o n, of I L -4 R α t o pr o m ot e T h 2 c ell diff er e nti ati o n, a n d of I L -2 R α 

t o pr o m ot e Tr e g c ell diff er e nti ati o n. C o n v er s el y, I L-2 r e pr ess e s  t h e e x pr essi o n of g p 1 3 0 ( a n d I L -6 R α) 

w hil e i n d u ci n g T -b et ( n ot s h o w n) t o r e pr es s T h 1 7 c ell diff er e nti ati o n. I L -2 i s al s o a r e pr ess or of T f h 

diff er e nti ati o n b as e d o n it s r e pr es si o n of B cl -6 e x pr essi o n. Fi n all y, I L -2 pr o m ot es t h e diff er e nti ati o n, 

e x p a nsi o n, a n d c yt ol yti c a cti vit y of C D 8 +  T  c ells. A d a pt e d fr o m I m m u nit y [ 1 2 0]. 
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C o n v ers el y, T h 2 l y m p h o c yt es, k e y t o h u m or al i m m u nit y a g ai nst e xtr a c ell ul ar p at h o g e ns 

a n d all er gi c i nfl a m m ati o n, ar e c h ar a ct eri z e d b y hi g h e x pr essi o n of t h e tr a ns cri pti o n f a ct or 

G A T A 3 a n d si g nifi c a nt pr o d u cti o n of I L -4, I L -5, a n d I L -1 3 [ 1 5 9]. S T A T 5 als o pl a ys a cr u ci al 

r ol e i n I L-2 -dri v e n diff er e nti ati o n a n d ti ss u e m e m or y f or m ati o n i n T h 2 c ell s. I L -2 -i n d u c e d 

S T A T 5 a cti v ati o n u pr e g ul at es t h e tr a ns cri pti o n of t h e I L -4 R α s u b u nit, ess e nti al f or i niti ati n g 

T h 2 p ol ari z ati o n i n n aï v e C D 4 +  T c ell s ( Fi g ur e 9 ) [ 1 5]. F urt h er m or e, S T A T 5 A e n h a n c es t h e 

a c c essi bilit y of t h e I L 4 g e n e l o c us, pr o m oti n g it s tr a ns cri pti o n f oll o w e d b y  T h 2 c ell p ol ari z ati o n 

[ 1 6 0]. I L-2 als o aff e cts t h e a c c essi bilit y of t h e  I L 3 g e n e l o c us i n T h 2 c ell s [ 1 6 1, 1 6 2], a n d is 

vit al f or t h e d e v el o p m e nt of l u n g -r esi d e nt, a nti g e n-s p e cifi c m e m or y T h 2 c ell s t h at m e di at e t y p e 

2 i m m u n e r es p o ns es e v e nt u all y l e a di n g t o ast h m a a n d ot h er p ul m o n ar y i nfl a m m ati o ns [ 1 6 3].  

I nt er esti n gl y, g er mi n al c e nt er  T f h c ell s pr o d u c e a hi g h a m o u nt of I L -2, w hi c h, i n t ur n, 

s u p pr ess es t h e diff er e nti ati o n of T f h c ell s ( Fi g ur e 9 ) [ 1 6 4]. U n d er n or m al c o n diti o ns, Tr e gs a n d 

D Cs c a n c o ns u m e s u bst a nti al a m o u nt s of I L -2, r e d u ci n g it s bi o a v ail a bilit y ar o u n d B c ell 

f olli cl es, a n d t h er e b y cr e ati n g a s u p p orti v e e n vir o n m e nt f or Tf h c ell d e v el o p m e nt  [ 6 5]. Tf h c ell s 

c a n i ntri nsi c all y di mi ni s h t h eir r es p o nsi v e n ess t o hi g h I L -2 l e v els t hr o u g h I L -6 -i n d u c e d S T A T 3 

e x pr essi o n, w hi c h c o m p et es wit h I L -2 -i n d u c e d S T A T 5 si g n ali n g [ 1 6 4, 1 6 5].  

I.1. 3. 2. 2   I L -2 is c r u ci al f o r t h e h o m e ost asis of Tr e g c ell s  

Tr e g c ell s, c h ar a ct eri z e d b y t h e e x pr essi o n of t h e tr a ns cri pti o n f a ct or F o x p 3, ar e i nt e gr al 

i n d a m p e ni n g  i m m u n e r e s p o ns es t o b ot h s elf a n d f or ei g n a nti g e ns, t h er e b y m ai nt ai ni n g i m m u n e 

t ol er a n c e [ 7 7]. I L-2 is vit al f or t h e h o m e ost asis of Tr e g c ell s. T his is e vi d e n c e d b y t h e 

o bs er v ati o n t h at mi c e c o n g e nit all y d efi ci e nt i n I L -2, C D 2 5, or C D 1 2 2 d e v el o p s yst e mi c 

a ut oi m m u nit y [ 1 0 9] si mil arl y t o F o x p 3 -d efi ci e nt mi c e . Tr e g c ell s ar e n ot a bl e f or t h eir hi g h 

s urf a c e e x pr essi o n of C D 2 5 , b ut  t h e y ar e u n a bl e t o pr o d u c e I L -2. C o ns e q u e ntl y, t h e y d e p e n d 

o n e xtri nsi c s o ur c es of I L -2, pr o d u c e d eit h er b y m at ur e si n gl e -p ositi v e C D 4 +  T c ell s i n t h e 

t h y m us or b y n aï v e C D 4+  a n d C D 8 +  T c ell s i n t h e p eri p h er al i m m u n e s yst e m ( Fi g ur e 1 0 ) [ 1 6 6-

1 6 8] . D u e t o t h eir hi g h C D 2 5 e x pr essi o n, Tr e g c ell s c o ns u m e I L-2, r e d u ci n g it s s yst e mi c 

c o n c e ntr ati o n a n d h el pi n g t o r e g ul at e i m m u n e b al a n c e. Wit h o ut s uffi ci e nt I L -2, t h e n u m b er of 

Tr e g c ell s d e cr e as es, a n d eff e ct or T c ell n u m b ers i n cr e as e, l e a di n g t o a n e n h a n c e d s us c e pti bilit y 

t o a ut oi m m u n e a n d i nfl a m m at or y dis or d ers.  

I L-2, al o n g wit h t h e tr a ns cri pti o n f a ct or S T A T 5  - a k e y d o w nstr e a m t ar g et of J A K 

ki n as es li n k e d t o I L-2 R  - is ess e nti al f or i n d u ci n g F o x p 3 e x pr essi o n a n d f a cilit ati n g t h e 

diff er e nti ati o n of n at ur all y o c c urri n g Tr e g c ell s i n t h e t h y m us [ 4 5, 1 6 9-1 7 1] . E x p os ur e t o 

n or m al b a c k gr o u n d l e v els of I L -2 is criti c al f or t h e s ur vi v al a n d h o m e ost asis of t h es e n at ur all y 

o c c urri n g Tr e g c ell s [ 1 6, 1 6 6, 1 7 2]. A d diti o n all y, I L-2 si g n als e n h a n c e C D 2 5 e x pr essi o n o n 

Tr e g c ell s a n d b olst er t h eir s u p pr essi v e f u n cti o ns b y m ai nt ai ni n g el e v at e d l e v els of F o x p 3 

e x pr essi o n [ 1 6 6, 1 7 3]. 

F urt h er m or e, t h er e is str o n g e vi d e n c e i n di c ati n g t h at p eri p h er al c o n v e nti o n al T c ell s c a n 

d e v el o p i nt o, or c o n v ert t o, F o x p 3 +  i n d u c e d Tr e g c ell s, p arti c ul arl y i n m u c os al ti ss u es s u c h as 

t h e g ut a n d l u n gs [ 1 7 4]. T h es e i n d u c e d Tr e g c ells ar e als o hi g hl y r eli a nt o n I L -2 f or t h eir 

g e n er ati o n  (i n s y n er g y wit h T G F-β ), as w ell as f or t h eir s ur vi v al a n d c o nti n u o us e x pr essi o n of 

F o x p 3 [ 1 7 5, 1 7 6]. N ot a bl y, i n t h e g astr oi nt esti n al tr a ct, I L -2 is criti c all y r e q uir e d t o s ust ai n 

t h es e i n d u c e d Tr e g c ell s, t h us e ns uri n g i m m u n ol o gi c al h o m e ost asis a n d m ai nt ai ni n g or al 

t ol er a n c e t o di et ar y a nti g e ns. I L C 3s i n t h e s m all i nt esti n e ar e t h e pri m ar y pr o d u c ers of I L-2, 
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tri g g er e d s el e cti v el y b y I L-1 β fr o m m a cr o p h a g es t h at s e ns e mi cr o bi ot a t hr o u g h M Y D 8 8 - a n d 

N O D 2 -d e p e n d e nt p at h w a ys [ 5, 1 7 7]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e  1 0 . M o d el of p eri p h er al Tr e g c ell  h o m e ost asi s . F o c usi n g Tr e g a n d a ut or e a cti v e T  c ell s t h ro u g h 

r e c o g niti o n of a ut o a nti g e ns o n D Cs pl a c es  t h e m i n cl os e pr o xi mit y f or t h e Tr e g c ells t o r e c ei v e a n I L-

2 -d e p e n d e nt si g n al. T hi s i nt er a cti o n pr o m ot es h o m e ost ati c pr olif er ati o n a n d s ur vi v al of Tr e g c ell s a n d 

e n h a n c es as p e ct s of t h eir f u n cti o n al pr o gr a m. Tr e g c ells t h at f ail t o r e c ei v e T C R a n d/ or I L -2 si g n ali n g 

f or a n e xt e n d e d p eri o d of ti m e u n d er g o a p o pt osi s. T h us, Tr e g c ell s a d a pt a n d ar e s el e cti v el y m ai nt ai n e d 

b y t h e pr es e n c e of  s elf -a nti g e ns a n d I L -2 , p artl y  d e p e n d e nt  o n t h e a ut or e a cti v e T  c ell s t h e y s u p pr es s. 

A d a pt e d fr o m I m m u nit y [ 1 6]. 

I.1. 3. 2. 3   I L -2 c o nt r ols t h e r e ci p r o c al b al a n c e b et w e e n T h 1 7 c ell s a n d F o x p 3 +  Tr e g c ell s  

T h 1 7  c ell s ar e c h ar a ct eri z e d b y t h eir pr o d u cti o n of I L -1 7 a n d t h e e x pr essi o n of t h e 

tr a ns cri pti o n f a ct or r eti n oi c a ci d r e c e pt or-r el at e d or p h a n r e c e pt or-γt ( R O R γt). T h es e c ell s ar e 

f o u n d o n m u c os al s urf a c es , p arti c ul arl y i n  t h e l u n gs a n d g ut, w h er e t h e y pr o m ot e t h e a cti v ati o n 

of pr o -i nfl a m m at or y d a n g er si g n als. T h es e si g n al s ar e cr u ci al f or r e cr uiti n g n e utr o p hils a n d 

e n h a n ci n g t h e e x pr essi o n of a nti -mi cr o bi al f a ct ors [ 1 7 8]. I L-2 pl a ys a s u p pr essi v e r ol e i n T h 1 7  

diff er e nti ati o n b y i n hi biti n g t h eir tr a ns cri pti o n al pr o gr a ms t hr o u g h S T A T 5 -m e di at e d p at h w a ys, 

w hi c h i n cl u d e t h e a u g m e nt ati o n of T -b et e x pr essi o n ( Fi g ur e 9 ) [ 1 5 6]. 

F urt h er m or e, I L -2 si g n al s ar e vit al f or m ai nt ai ni n g t h e r e ci pr o c al b al a n c e b et w e e n T h 1 7  

c ell s a n d F o x p 3 +  Tr e g c ell s . I n s c e n ari os w h er e I L-2 si g n ali n g is a bs e nt, t h er e is a n ot a bl e 

d e cli n e i n Tr e g n u m b ers, c o u pl e d wit h a n i n cr e as e of t h e Th 1 7  c ell s. T his i m b al a n c e l e a ds t o 

a n el e v at e d s us c e pti bilit y t o a ut oi m m u n e a n d i nfl a m m at or y dis or d ers [ 1 7 9]. I nt er esti n gl y, o n c e 

T h 1 7  c ell -p ol ari zi n g c o n diti o ns ar e est a blis h e d, Tr e g c ell s c a n pr o m ot e T h 1 7  c ell s ur vi v al a n d 

f u n cti o n ( n ot a bl y I L-1 7 a n d I L -2 2 pr o d u cti o n), p o ssi bl y b y I L -2 c o ns u m pti o n [ 1 8 0, 1 8 1]. 
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I.1. 3. 3   I L -2 r e g ul at es i n n at e i m m u n e c ell s  

I L-2 pr o d u c e d e arl y b y b a ct eri all y a cti v at e d D Cs pl a ys a f u n d a m e nt al r ol e i n a cti v ati n g 

N K c ell -m e di at e d i m m u nit y, e n h a n ci n g b ot h t h e pr olif er ati o n a n d c yt ot o xi cit y of N K c ell s 

[ 1 8 2-1 8 4] . A d diti o n all y, I L -2 sti m ul at es t h e f u n cti o n al m at ur ati o n a n d a cti v ati o n of m o n o c yt e -

d eri v e d D Cs [ 8 1] a n d c a n s u p p ort o n g oi n g T  c ell a cti v ati o n b y pr o m pti n g p l as m a c yt oi d D Cs t o 

r el e as e ot h er c yt o ki n es, s u c h as T N F-α  a n d I L -4 [ 1 8 5]. I L-2, eit h er al o n e or i n c o m bi n ati o n 

wit h ot h er c yt o ki n es li k e T N F -α or I F N -γ, c a n i n cr e as e m a cr o p h a g e c yt ot o xi cit y.  R e c e nt 

cli ni c al st u di es i n di c at e t h at I L -2 a d mi nistr ati o n c a n s u bst a nti all y e x p a n d t h e t y p e 1 D C 

p o p ul ati o n,  w hi c h c o nf er s e n h a n c e d a nti -t u m or r es p o ns e [ 1 8 6].  

F urt h er m or e, I L -2 a p p e ars t o pl a y a r ol e i n c o or di n ati n g fi br o bl ast a n d m o n o c yt e 

r es p o ns es i n c o n n e cti v e ti ss u es, t y pi c all y f oll o wi n g a cti v ati o n b y T l y m p h o c yt es [ 9 7, 9 8]. I n 

t h e i nfl a m e d s y n o vi u m, I L-2 fr o m a cti v at e d T c ell s pr o m pts fi br o bl ast -li k e s y n o vi o c yt es ( F L Ss) 

t o s e cr et e M C P-1, t h er e b y r e cr uiti n g m a cr o p h a g es i nt o t h e s y n o vi u m a n d p er p et u ati n g 

i nfl a m m ati o n [ 5 3]. I n p ul m o n ar y I L C 2s, I L-2 is cr u ci al n ot o nl y f or pr o m oti n g c ell s ur vi v al a n d 

pr olif er ati o n b ut als o a cts as a c of a ct or i n t h e pr o d u cti o n of t y p e 2 c yt o ki n es s u c h as I L -5 a n d 

I L-1 3 [ 6]. 

 

I.1. 3. 4   Ot h e r c ell  t a r g ets of I L-2  

I L-2 pr o m ot es B c ell pr olif er ati o n, f a cilit at es t h eir m at ur ati o n i nt o pl as m a c ell s, a n d 

e n h a n c es t h eir c a p a cit y f or i m m u n o gl o b uli n pr o d u cti o n [ 1 8 7-1 8 9] . B e y o n d it s eff e cts o n 

l y m p h o c yt es, I L-2's i nfl u e n c e e xt e n ds t o n o n -i m m u n e c ell s. F or e x a m pl e, t h e e x pr essi o n of I L-

2 r e c e pt ors o n i nt esti n al e pit h eli al c ell s est a blis h e s a d y n a mi c p at h w a y cr u ci al f or i nt er a cti o ns 

b et w e e n i nt esti n al e pit h eli al c ell s a n d l y m p h o c yt es, u n d er pi n ni n g t h e f u n cti o n alit y of t h e 

m u c os al i m m u n e s yst e m [ 9 0, 9 1]. A d diti o n all y, I L -2 s u p p orts t h e s ur vi v al a n d/ or pr olif er ati o n 

of v as c ul ar s m o ot h m us cl e c ell s i n vi v o, hi g hli g hti n g it s di v ers e r ol es i n b ot h i m m u n e a n d n o n-

i m m u n e c ell f u n cti o ns [ 9 5, 1 9 0].  

 

I.2 Cli ni c al a p pli c ati o ns of I L -2   
I L-2 pl a ys a n i m p ort a nt  r ol e i n i m m u n ot h er a p y d u e t o it s u ni q u e d u al a bilit y t o p ot e ntl y 

sti m ul at e b ot h T a n d N K  c ell s o n o n e si d e a n d Tr e g c ell s o n t h e ot h er . T his d u al f u n cti o n alit y 

off ers v ers atil e str at e gi es f or tr e ati n g a wi d e r a n g e of i m m u n e -r el at e d dis or d ers. T h e t h er a p e uti c 

effi c a c y of I L -2 is criti c all y d e p e n d e nt o n m ai nt ai ni n g a d eli c at e b al a n c e b et w e e n t h es e 

c o ntr asti n g i m m u n e c ell s u bs ets, a c o n c e pt t h at is c e ntr al t o t h e d esi g n of t ar g et e d I L -2 -b as e d 

i m m u n ot h er a pi es. 

I n t h e c o nt e xt of a ut oi m m u n e dis e as es, i m m u n os u p pr essi v e l o w-d os e  I L-2 t h er a pi es ar e 

t ail or e d t o s el e cti v el y pr o m ot e t h e e x p a nsi o n of C D 2 5 +  Tr e gs o v er  eff e ct or T  ( T eff) a n d N K 

c ell s . T his s el e cti v e e x p a nsi o n e x pl oits t h e diff er e nti al e x pr essi o n p att er ns of I L-2 R s u b u nits 

a cr oss t h es e p o p ul ati o ns, a str at e g y d e pi ct e d i n Fi g ur e 1 1 . C o n v ers el y, i n c a n c er tr e at m e nt, 

i m m u n osti m ul at or y hi g h -d os e  I L-2 t h er a pi es ai m t o e n h a n c e t h e a cti vit y of C D 1 2 2 +  eff e ct or T 

a n d N K c ell s. S u c h e n h a n c e m e nt is cr u ci al f or m o u nti n g a n eff e cti v e  a nti -t u m or r es p o ns e, 

h ar n essi n g t h e b o d y's i m m u n e s yst e m t o c o m b at m ali g n a n ci es eff e cti v el y.  
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Fi g u r e 1 1 . I L-2 d os e  i s t h e k e y f a ct or r es p o nsi bl e f or it s d o mi n a nt eff e ct o n t h e i m m u n e s yst e m. L o w 

d os e s of I L -2 pr ef er e nti all y e x p a n d  Tr e g c ell s. I n a d diti o n t o t h es e c ell s, hi g h d os e s of I L -2 al s o sti m ul at e 

C D 1 2 2 +  Teff a n d N K c ells t o pr o m ot e a ntit u m or r es p o ns e s. A d a pt e d fr o m S ci Tr a nsl M e d [ 1 9 1]. 

I.2. 1   C a n c e r t h e r a p y  

I.2. 1. 1   Hi g h -d os e  I L -2 m o n ot h e r a p y  

T h e utili z ati o n of I L -2 i n c a n c er tr e at m e nt w as m oti v at e d b y it s p ot e nti al t o e n h a n c e t h e 

a nti -t u m or i m m u n e r es p o ns e, a c o n c e pt t h at h as b e e n e xt e nsi v el y e x pl or e d i n cli ni c al s etti n gs 

si n c e t h e first tri als i n t h e 1 9 8 0s. T h e cli ni c al a p pli c ati o n of hi g h -d o s e ( H D) I L -2 h as 

d e m o nstr at e d n ot a bl e s u c c ess es [ 1 9 2], p arti c ul arl y i n r e n al c ell c ar ci n o m a ( R C C) a n d 

m et ast ati c m el a n o m a, w h er e 5 -1 0 % of p ati e nts a c hi e v e d c o m pl et e a n d d ur a bl e r es p o ns es [ 1 9 3-

1 9 7] . T his s u c c ess l e d t o t h e a p pr o v al of r e c o m bi n a nt h u m a n I L-2 (r hI L -2; Al d esl e u ki n) b y t h e 

F D A as t h e first i m m u n ot h er a p y f or m et ast ati c R C C i n 1 9 9 2 a n d f or m el a n o m a i n 1 9 9 8 [ 1 9 8, 

1 9 9] , f urt h er s p ar ki n g e xt e nsi v e r es e ar c h i nt o t h e us e of H D I L-2 f or tr e ati n g m et ast ati c c a n c er, 

eit h er t hr o u g h H D b ol us r e gi m e ns or c o nti n u o us i nf usi o ns [ 1 9 4, 2 0 0, 2 0 1]. P ati e nts wit h 

m et ast ati c m el a n o m a or R C C w er e u ni q u el y r es p o nsi v e t o I L -2 a d mi nistr ati o n, a n d e x c e pt f or 

p ati e nts wit h a d v a n c e d n o n -H o d g ki n’s l y m p h o m as, o nl y r ar e r es p o ns es w er e s e e n i n p ati e nts 

wit h ot h er t u m or t y p es [ 2 0 2].  

H o w e v er, t h e a d mi nistr ati o n of I L -2 p os es si g nifi c a nt c h all e n g es, r e q uiri n g c ar ef ul 

c o nsi d er ati o n of d os e a n d s c h e d ul e t o b al a n c e effi c a c y a n d t o xi cit y. T h e s h ort h alf -lif e of I L-2, 

r a n gi n g b et w e e n 1 0 a n d 8 5 mi n ut es [ 2 0 3, 2 0 4] is on e pri n ci p al li mit ati o n of t hi s t h er a p y. 

C o ns e q u e ntl y, m ai nt ai ni n g eff e cti v e t h er a p e uti c l e v els r e q uir es fr e q u e nt d osi n g, c o m pli c ati n g 

tr e at m e nt s c h e d ul es, a n d p ati e nt c o m pli a n c e. Tr a diti o n all y, I L -2 h as b e e n a d mi nist er e d at hi g h 

d os es ( ⁓ 2 milli o n U nit s/ k g/ d a y) t o m a xi mi z e it s i m m u n osti m ul at or y eff e cts, t y pi c all y 

i n v ol vi n g s e v er al c y cl es of tr e at m e nt c o nsisti n g of i ntr a v e n o us i nf usi o ns t wi c e d ail y f or u p t o 

fi v e d a ys, f oll o w e d b y a r est p eri o d [ 2 0 5]. T his i nt e ns e r e gi m e n ai m s t o i n d u c e r a pi d a n d p ot e nt 

i m m u n e a cti v ati o n; h o w e v er, it n e c essit at es c ar ef ul s el e cti o n of p ati e nts a n d t h eir cl os e 

m o nit ori n g wit hi n s p e ci ali z e d c e nt ers, w h er e t h e tr e at m e nt -r el at e d m ort alit y r at e r e m ai ns b el o w 

1 % [ 2 0 6-2 1 0] . T h e m o st s e v er e a d v ers e eff e ct s st e m fr o m t h e m assi v e c yt o ki n e r el e as e 

tri g g er e d b y I L-2  [ 2 1 1] a n d fr o m t h e off -t ar g et eff e cts of I L-2 o n e n d ot h eli al c ell s [ 9 3, 9 4, 2 1 2, 

2 1 3] . T h es e c oll e cti v el y l e a d t o a c a pill ar y l e a k s y n dr o m e c h ar a ct eri z e d b y h y p ot e nsi o n, 

Tri m eri c I L -2 R  
( hi g h af fi nit y)  

Di m eri c I L -2 R  
(i nt er m e di at e af fi nit y)  
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p ul m o n ar y e d e m a, a n d m ulti -or g a n d ysf u n cti o n, k n o w n as v as c ul ar l e a k s y n dr o m e ( V L S)  

[ 2 1 4]. Ot h er c o m m o n t o xi citi es i n cl u d e f e v er, c hills, a n d f ati g u e, w hi c h ar e g e n er all y 

m a n a g e a bl e b ut c a n si g nifi c a ntl y i m p a ct t h e p ati e nt's q u alit y of lif e.  
M or e o v er,  H D I L -2 t h er a p y p r o m ot es t h e e x p a n si o n of Tr e g c ell s, w hi c h c o nst a ntl y  

e x pr ess hi g h C D 2 5 l e v el s, n e c ess ar y f or hi g h-affi nit y I L -2 bi n di n g  a n d utili z ati o n of l o w I L -2 

c o n c e ntr ati o ns  [ 1 1 8, 2 1 5-2 1 7] . T h eir  e x p a nsi o n c a n p ar a d o xi c all y d a m p e n t h e i m m u n e 

r es p o ns es it ai m s t o e n h a n c e, as e vi d e n c e d b y t h e i n cr e as e d fr e q u e n c y of F o x p 3 +  Tr e g  c ell s 

o bs er v e d i n p ati e nts tr e at e d wit h H D r hI L -2 [ 2 1 8-2 2 0] . D u e t o t h es e f a ct ors, I L -2 m o n ot h er a p y 

is n o l o n g er c o nsi d er e d t h e o pti m al st a n d ar d tr e at m e nt f or m et ast ati c R C C or m el a n o m a. 

 

I.2. 1. 2   C o m bi n ati o n of I L -2 wit h ot h e r t h e r a p e uti c a p p r o a c h es f o r t h e t r e at m e nt of  
              c a n c e r   

I.2 . 1. 2. 1   I L -2  c o m bi n e d wit h c ell -b as e d t h e r a pi es  

R e c e nt cli ni c al eff orts h a v e f o c us e d o n e n h a n ci n g t h e effi c a c y of I L -2 t h er a p y b y 

c o m bi ni n g it wit h ot h er a nti c a n c er i m m u n ot h er a pi es. I niti al str at e gi es i n cl u d e d c o m bi ni n g H D  

I L-2 wit h a l y m p h o ki n e-a cti v at e d kill er ( L A K) c ell  a d o pti v e tr a nsf er , c a pit ali zi n g o n I L-2's r ol e 

t o sti m ul at e T a n d N K c ell s. H o w e v er, t h es e c o m bi n ati o ns o nl y a c hi e v e d a cli ni c al r es p o ns e 

r at e of 2 0-3 5 %, pr e d o mi n a ntl y yi el di n g tr a nsi e nt r es p o ns es i n s oli d t u m ors  [ 2 2 1-2 2 5] . A pi v ot al 

r a n d o mi z e d tri al i n v ol vi n g 1 8 1 p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a or r e n al c a n c er c o m p ar e d 

I L-2 m o n ot h er a p y a g ai nst a c o m bi n ati o n wit h L A K c ell s, r e v e ali n g t h at t h e a ntit u m or eff e cts 

w er e pri m aril y attri b ut a bl e t o I L -2 al o n e. S u bs e q u e ntl y, L A K c el ls w er e e x cl u d e d fr o m f ut ur e 

st u di es  [ 2 2 6]. 

Wit h t h e f urt h er d e v el o p m e nt of c a n c er i m m u n ot h er a p y, hi g hl y p ers o n ali z e d a d o pti v e 

c ell t h er a p y ( A C T) h as e m er g e d as a n i m p ort a nt t h er a p e uti c str at e g y a g ai n st c a n c er  [ 2 2 7]. A 

k e y a d v a n c e m e nt  i n A C T w as t h e dis c o v er y t h at t u m or-i nfiltr ati n g l y m p h o c yt es ( TI Ls) fr o m 

r es e ct e d m et ast ati c m el a n o m a c o ul d d e v el o p s p e cifi c i m m u n e r es p o ns es a g ai nst a ut ol o g o us 

t u m ors w h e n c ult ur e d wit h I L-2  [ 2 2 8, 2 2 9]. T his i nsi g ht f a cilit at e d t h e l ar g e -s c al e gr o wt h of  

T I Ls [ 2 3 0, 2 3 1], c ul mi n ati n g i n t h e s u c c essf ul r e gr essi o n of est a blis h e d m et ast ati c m el a n o m a  

[ 2 3 2]. C o m p ar e d wit h ot h er c a n c er i m m u n ot h er a p i es w hi c h r el y o n t h e h ost's i ntri nsi c 

a ntit u m or l y m p h o c yt es, A C T h ol ds t h e a d v a nt a g es of s uffi ci e nt q u a ntiti es, m o difi a bl e 

f u n cti o ns, a n d d ur a bl e r es p o ns es [ 2 3 3]. N u m er o us p h as e II tri als r e p ort e d pr o misi n g o ut c o m es, 

wit h a b o ut a 5 0 % cli ni c al r es p o ns e r at e a n d a 1 3 % c o m pl et e r e gr essi o n r at e i n m et ast ati c 

m el a n o m a  [ 2 3 4, 2 3 5]. M el a n o m as e x hi bit a n a v er a g e of ~ 3 0 0 e x o mi c m ut ati o ns, m a ki n g t h e m 

m or e r es p o nsi v e t o I L -2 a n d TI L t h er a p y t h a n m o st ot h er s oli d t u m ors, w hi c h t y pi c all y h a v e 5 

ti m es l ess or e v e n f e w er m ut ati o ns [ 2 3 6]. T his m ut ati o n a b u n d a n c e i n cr e as es t h e li k eli h o o d t h at 

a pr o c ess e d p e pti d e will str o n gl y bi n d t o a m at c hi n g M H C m ol e c ul e f or t u m or r e c o g niti o n  b y 

T c ell s . Att e m pts t o i m pr o v e t h e a ntit u m or eff e cts of TI L t h er a p y usi n g hi g hl y s el e ct e d C D 8+  

cl o n es r e a cti v e t o m el a n o c yt e diff er e nti ati o n a nti g e ns di d n ot yi el d si g nifi c a nt r es ult s i n 

m el a n o m a, i n di c ati n g t h at p ol y cl o n al TI L r e a cti vit y a n d p ossi bl y als o C D 4 +  T c ell s ar e 

n e c ess ar y f or t u m or r ej e cti o n  [ 2 3 7, 2 3 8]. 

F urt h er m o us e m o d el st u di es el u ci d at e d t h e m e c h a nis m s b e hi n d s u c c essf ul A C T t h er a p y  

[ 2 3 9]. L y m p h o d e pl eti o n pri or t o c ell tr a nsf er, a c hi e v e d t hr o u g h c h e m ot h er a p y or t ot al b o d y 

irr a di ati o n ( T BI), si g nifi c a ntl y e n h a n c es tr e at m e nt effi c a c y b y eli mi n ati n g c ell s t h at c o m p et e 
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wit h tr a nsf err e d T c ell s f or c yt o ki n es s u c h as I L -2, I L -7, a n d I L -1 5. T his str at e g y n ot o nl y 

i m pr o v es t h e p ersist e n c e of d o n or l y m p h o c yt es b ut als o b o osts a ntit u m or eff e cts [ 2 4 0-2 4 6] . 

H ost l y m p h o c yt e d e pl eti o n als o i m pr o v es r h I L-2 a v ail a bilit y f or d o n or T c ell s. El e v at e d I L -7 

a n d I L -1 5 l e v els aft er l y m p h o d e pl eti o n f urt h er e n h a n c e a ntit u m or eff e cts [ 2 4 7-2 5 3] . Ot h er 

m e c h a nis m s i n cl u d e r e d u c e d t u m or b ur d e n, i n cr e as e d a nti g e n -pr es e nti n g c ell s, a n d r el e as e of 

li p o p ol ys a c c h ari d e ( L P S) fr o m t h e h ost mi cr ofl or a [ 2 3 9, 2 4 6, 2 5 4-2 5 8] . T h e N ati o n al C a n c er 

I nstit ut e S ur g er y Br a n c h s a w r es p o ns e r at es i n m et ast ati c m el a n o m a p ati e nts ris e fr o m 1 5 % 

wit h I L -2 al o n e t o 3 4 % wit h A C T/ TI Ls, 4 9 % wit h A C T/ TI Ls aft er l y m p h o d e pl eti n g 

c h e m ot h er a p y [ 2 5 9], a n d 7 2 % aft er m a xi m u m l y m p h o d e pl eti o n i n cl u di n g T BI  ( Fi g ur e 12 ) 

[ 2 5 1]. D es pit e t h es e a d v a n c e m e nts, st u di es i n di c at e a pl at e a u i n t h e b e n efits of i n cr e asi n g 

l y m p h o d e pl eti o n, s u g g esti n g a n o pti m al l e v el t h at m a xi mi z es a ntit u m or r es p o ns es [ 2 6 0]. D u e 

t o st u d y c h all e n g es, c h a n gi n g p ati e nt p o p ul ati o ns, a n d e v ol vi n g pr ot o c ols, t h e o pti m al 

l y m p h o d e pl eti o n l e v el f or TI L t h er a p y r e m ai ns u n cl e ar. W hil e I L-2 -b a s e d TI L t h er a p y is 

pr o misi n g, t h e diff er e nti at e d p h e n ot y p e of I L -2 -e x p a n d e d TI Ls c a n li mit t h eir p ersist e n c e a n d 

s ur vi v al i n vi v o, c o m pr o misi n g tr e at m e nt b e n efits. R es e ar c h ers ar e i n v esti g ati n g ot h er 

c yt o ki n es li k e I L -7, I L -1 5, a n d I L -2 1 f or TI L e x p a nsi o n t o i m pr o v e TI L q u alit y [ 2 6 1]. 

 

 

Fi g u r e 1 2 . O bj e cti v e r es p o ns e r at es ( usi n g R es p o ns e E v al u ati o n Crit eri a i n S oli d T u m ors) usi n g v ari o us 

f or m s of c a n c er i m m u n ot h er a p y f or p ati e nt s wit h m et ast ati c m el a n o m a tr e at e d i n t h e S ur g er y Br a n c h at 

t h e N ati o n al C a n c er I nstit ut e. T h e y e ar s of t h es e r e p ort s ar e s h o w n o n t h e b ott o m li n e of t h e fi g ur e. 

N M A - n o n m y el o a bl ati v e c h e m ot h er a p y c o nsi sti n g of c y cl o p h os p h a mi d e a n d fl u d ar a bi n e b ef or e c ell 

tr a nsf er. 

B e y o n d m el a n o m a, t h e g e n eti c e n gi n e eri n g of l y m p h o c yt es h as br o a d e n e d t h e 

a p pli c a bilit y of a d o pti v e c ell t h er a p y. B y i ns erti n g g e n es f or t u m or-s p e cifi c T C R s or c hi m eri c 

a nti g e n r e c e pt ors ( C A Rs) i nt o a ut ol o g o us l y m p h o c yt es c ult ur e d wit h I L -2, r es e ar c h ers h a v e 
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e x p a n d e d t h e r a n g e of tr e at a bl e c a n c ers  [ 2 2 7, 2 3 4, 2 6 2-2 7 5] . I L-2 is cr u ci al f or i n vit r o 

e x p a n di n g C A R -T c ell s t o cli ni c all y r el e v a nt n u m b ers, e n h a n ci n g t h eir gr o wt h a n d c yt ot o xi c 

a cti vit y. Cli ni c al tri als t ar g eti n g a nti g e ns li k e C E A, M A R T -1, g p 1 0 0, N Y -E S O -1, M A G E -A 3, 

a n d M A G E -A 4 [ 2 7 6-2 8 3]  h a v e hi g hli g ht e d t h e di v ers e r ol es of I L -2 i n t h es e s etti n gs, alt h o u g h 

t h e o pti m al c o n diti o ns a n d c yt o ki n e s u p p ort f or C A R-T c ell t h er a p y c o nti n u e t o b e r efi n e d.  

 

I.2. 1. 2. 2   I L -2 c o m bi n e d  wit h c h e m ot h e r a p e uti c a g e nts  

I n t h e p ast t w o d e c a d es, r es e ar c h ers h a v e e xt e nsi v el y e x pl or e d bi o c h e m ot h er a p y  ( B C T), 

w hi c h c o m bi n es I L -2 wit h c h e m ot h er a p e uti c a g e nts, p arti c ul arl y f or tr e ati n g p ati e nts wit h 

m et ast ati c m el a n o m a  [ 2 8 4]. A r e vi e w  of v ari o us i n p ati e nt r e gi m e ns s u g g ests a r es p o ns e r at e of 

a p pr o xi m at el y 5 0 %, wit h 1 0 % t o 2 0 % a c hi e vi n g c o m pl et e r es p o ns es a n d a m e di a n s ur vi v al 

ti m e of 1 1-1 2 m o nt hs. D es pit e t h es e i niti all y pr o misi n g r es ult s i n a ntit u m or a cti vit y, B C T 

r e gi m e ns h a v e n ot d e m o nstr at e d st atisti c all y si g nifi c a nt b e n efits i n o v er all s ur vi v al a cr oss 

m ulti pl e r a n d o mi z e d p h a s e III tri als.  

S p e cifi c all y, s e v e n p h as e III tri als h a v e e v al u at e d diff er e nt B C T c o m bi n ati o ns  [ 2 8 5-

2 9 1] , wit h v ari e d o ut c o m es. N ot a bl y, o nl y o n e si n gl e-i nstit uti o n st u d y, w hi c h e x pl or e d t h e 

s e q u e nti al a d mi nistr ati o n of cis pl ati n, vi n bl asti n e, a n d d a c ar b a zi n e ( C V D) f oll o w e d b y I L -2 

a n d I F N -α , r e p ort e d a n i n cr e as e i n o v er all s ur vi v al; h o w e v er, t h e st atisti c al si g nifi c a n c e w as 

m ar gi n al. F urt h er m or e, t w o m et a -a n al ys es, w hi c h t o g et h er ass ess e d 1 8 tri als i n v ol vi n g o v er 

2, 6 0 0 p ati e nts, c o m p ar e d B C T (i n cl u di n g r e gi m e ns wit h I F N -α , I L-2, or b ot h) a g ai nst 

c h e m ot h er a p y al o n e. T h es e a n al ys es r e p ort e d hi g h er r es p o ns e r at es f or B C T b ut f o u n d n o 

s ur vi v al a d v a nt a g e  [ 2 9 2, 2 9 3]. 

W hil e B C T h as l e d t o sli g htl y hi g h er r es p o ns e r at es a n d l o n g er m e di a n pr o gr essi o n -fr e e 

s ur vi v al c o m p ar e d t o C V D al o n e, it h as n ot i m pr o v e d o v er all s ur vi v al or r es ult e d i n d ur a bl e 

r es p o ns es. Gi v e n t h e a d diti o n al t o xi cit y a n d c o m pl e xit y ass o ci at e d wit h B C T r e gi m e ns, t h e y 

ar e n ot c urr e ntl y r e c o m m e n d e d f or p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a. T h er e is a pr essi n g n e e d 

t o e x pl or e n e w c o m bi n ati o ns of I L-2 wit h ot h er c h e m ot h er a p e uti c a g e nts t o p ot e nti all y i d e ntif y 

m or e eff e cti v e tr e at m e nt o pti o ns.  

 

I.2. 1. 2. 3   I L -2 c o m bi n e d wit h t a r g et e d t h e r a p y  

T h e a d v e nt of t ar g et e d t h er a p y h as r e v ol uti o ni z e d t h e tr e at m e nt of c a n c er, n ot a bl y 

f oll o wi n g t h e i d e ntifi c ati o n of B C R-A B L i n l e u k e mi a a n d E G F R m ut ati o ns i n n o n -s m all -c ell 

l u n g c a n c er ( N S C L C). D es pit e t h es e a d v a n c es, n ot all p ati e nts b e n efit fr o m t ar g et e d t h er a pi es, 

a n d m a n y w h o i niti all y r es p o n d e v e nt u all y d e v el o p r esist a n c e t o t h es e i n hi bit ors [ 2 9 4-2 9 6] . I n 

c as es of a d v a n c e d N S C L C, a dist ur b e d b al a n c e i n t h e I L -2/I L -2 R s yst e m, c h ar a ct eri z e d b y 

d e cr e as e d I L -2 l e v els a n d i n cr e as e d c o n c e ntr ati o ns of s C D 2 5 , h as b e e n as s o ci at e d wit h a p o or 

pr o g n osis  [ 2 9 7]. 

I L-2 h as s h o w n p ot e nti al i n r est ori n g l y m p h o c yt e i m m u n e f u n cti o n a g ai nst l u n g c a n c er, 

s u g g esti n g t h at it c o ul d c o u nt er a ct s o m e of t h e d efi ci e n ci es s e e n i n N S C L C p ati e nts  [ 2 9 8]. 

F urt h er m or e, E G F R t yr osi n e ki n as e i n hi bit ors ( T KIs), w hi c h bl o c k E G F -sti m ul at e d E G F R 

a ut o p h os p h or yl ati o n i n t u m or c ell s , h a v e b e e n f o u n d t o m o d ul at e n et w or ks of pr o -i nfl a m m at or y 

c yt o ki n es, t h er e b y a cti v ati n g l y m p h o c yti c r es p o ns es. T his i nt er a cti o n s u g g ests a p ossi bl e 
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s y n er gisti c eff e ct b et w e e n E G F R p at h w a y i n hi biti o n a n d i m m u n e s yst e m m o d ul ati o n, w hi c h 

c o ul d e n h a n c e t u m or r e d u cti o n  [ 2 9 9, 3 0 0]. 

I n a p h as e II cli ni c al tri al [ 3 0 1], 7 0 p ati e nts wit h a d v a n c e d N S C L C w er e assi g n e d t o 

r e c ei v e eit h er g efiti ni b ( a n E G F R i n hi bit or) al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h I L -2. T h e c o m bi n ati o n 

gr o u p e x hi bit e d si g nifi c a ntl y hi g h er o v er all r es p o ns e r at es a n d a n e xt e n d e d m e di a n o v er all 

s ur vi v al, w hil e I L -2 -r el at e d a d v ers e e v e nts r e m ai n e d t ol er a bl e, a n d t h e tr e at m e nt m ai nt ai n e d a 

f a v or a bl e s af et y pr ofil e. S e p ar at el y, a r etr os p e cti v e a n al ysi s e v al u at e d t h e s af et y a n d effi c a c y 

of H D  I L-2 f oll o wi n g T KI t h er a p y i n m et ast ati c r e n al c ell c ar ci n o m a  [ 3 0 2], r e v e ali n g cli ni c al 

b e n efits fr o m t hi s c o m bi n ati o n. T h es e fi n di n gs u n d ers c or e t h e p ot e nti al of I L -2 t o b o ost t h e 

effi c a c y of t ar g et e d i n hi bit ors.  M or e c o m pr e h e nsi v e r es e ar c h is r e q uir e d t o as c ert ai n t h e 

eff e cti v e n ess of c o m bi ni n g I L -2 wit h v ari o us t ar g et e d i n hi bit ors, w hi c h c o ul d l e a d t o m or e 

r efi n e d a n d eff e cti v e c a n c er tr e at m e nt pr ot o c ols. 

 

I.2. 1. 2. 4   I L -2 c o m bi n e d wit h p e pti d e v a c ci n es  

I L-2 s y n er gi z es wit h c a n c er v a c ci n es t o e n h a n c e a nti -t u m or i m m u nit y, t h e or eti c all y 

off eri n g a p ot e nt tr e at m e nt str at e g y f or m ali g n a n ci es [ 3 0 3]. W h e n a d mi nist er e d wit h v a c ci n es 

s u c h as r e c o m bi n a nt vir u s es, D N A, or p e pti d e a nti g e ns, I L -2 c a n a m plif y t h e i m m u n e r es p o ns e 

a g ai nst t u m ors.  I n a pi v ot al p h as e II st u d y, m et ast ati c m el a n o m a p ati e nts tr e at e d wit h H D I L-2 

a n d t h e g p 1 0 0 p e pti d e v a c ci n e e x hi bit e d a si g nifi c a ntl y hi g h er r es p o n s e r at e t h a n t h os e 

r e c ei vi n g I L-2 al o n e [ 3 0 4]. T his fi n di n g w as f urt h er c orr o b or at e d b y a s u bs e q u e nt p h as e III 

tri al, w hi c h r ei nf or c e d t h e effi c a c y of t h e c o m bi n ati o n. I n t hi s tri al, a d v a n c e d m el a n o m a p ati e nts 

w er e r a n d o ml y assi g n e d t o r e c ei v e H D I L -2 al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h t h e g p 1 0 0 v a c ci n e 

f or mul at e d wit h i n c o m pl et e Fr e u n d's a dj u v a nt ( M o nt a ni d e I S A -5 1). T h e c o m bi n ati o n gr o u p 

d e m o nstr at e d si g nifi c a ntl y i m pr o v e d o v er all cli ni c al r es p o ns e, pr o gr essi o n -fr e e s ur vi v al, a n d 

o v er all s ur vi v al c o m p ar e d t o t h e I L -2 m o n ot h er a p y gr o u p [ 3 0 5]. T h es e st u di es u n d ers c or e t h e 

p ot e nti al  of I L -2  t o e n h a n c e v a c ci n e eff e cti v e n es s i n m el a n o m a a n d d e m o nstr at e t h e pr o mis e 

of r ati o n all y c o m bi ni n g i m m u n ot h er a p e uti c a g e nts f or tr e ati n g m et ast ati c c a n c er . 

 

I.2. 2   I L-2 c o m bi n e d wit h i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit o rs  f o r t h e t r e at m e nt  
          of c a n c e r a n d c h r o ni c i nf e cti o ns  

O pti m al i m m u n e r es p o n s es r e q uir e a n a nti g e n -s p e cifi c si g n al g e n er at e d b y t h e T C R  

tri g g eri n g, t o g et h er wit h a  s e c o n d c o -sti m ul at or y si g n al. A n arr a y of diff er e nt c o -sti m ul at or y 

a n d c o -i n hi bit or y r e c e pt ors e xist s o n T c ell s . C o-sti m ul at or y r e c e pt ors, w hi c h i n cl u d e C D 2 8 , 

i n d u ci bl e T-c ell c o -sti m ul at or (I C O S), O X 4 0, 4 -1 B B, a n d g l u c o c orti c oi d-i n d u c e d T N F R-

r el at e d pr ot ei n (GI T R ), pr o vi d e criti c al p ositi v e s e c o n d si g n als t h at pr o m ot e a n d s ust ai n T -c ell 

r es p o ns es. H o w e v er, t h er e ar e als o c o-i n hi bit or y r e c e pt ors o n T c ell s pr o vi di n g n e g ati v e si g n als. 

T h es e i n cl u d e c yt ot o xi c T -c ell a nti g e n 4 ( C T L A -4), pr o gr a m m e d d e at h -1 ( P D -1), B - a n d T-

l y m p h o c yt e att e n u at or ( B T L A), T -c ell i m m u n o gl o b uli n a n d m u ci n d o m ai n -c o nt ai ni n g  

m ol e c ul e -3 ( T I M-3) , T c ell i m m u n or e c e pt or wit h I g a n d I TI M d o m ai ns ( TI GI T), a n d 

l y m p h o c yt e a cti v ati o n g e n e 3 (L A G -3), w hi c h all  d o w nr e g ul at e i m m u n e r es p o ns es  [ 3 0 6]. T h e 

b al a n c e b et w e e n sti m ul at or y a n d i n hi bit or y si g n als is cr u ci al t o m a xi mi zi n g  pr ot e cti v e i m m u n e 

r es p o ns es w hil e m ai nt ai ni n g i m m u n ol o gi c al t ol er a n c e a n d pr e v e nti n g a ut oi m m u nit y.  H o w e v er, 
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tu m ors c a n e x pl oit t h es e c oi n hi bit or y p at h w a ys  ( “ c h e c k p oi nt s ”), t o est a blis h a n 

i m m u n os u p pr essi v e mi cr o e n vir o n m e nt, hi n d eri n g t h eir er a di c ati o n [ 3 0 7-3 0 9] . 

C D 2 8 is a c ell s urf a c e r e c e pt or f or t h e pr ot ei ns C D 8 0 ( B 7 -1) a n d C D 8 6 ( B 7 -2), a n d it s 

li g ati o n pr o vi d es c o-sti m ul at or y si g n als ess e nti al  f or T c ell a cti v ati o n a n d s ur vi v al. Alt h o u g h 

C T L A -4 f u n cti o ns at t h e c ell s urf a c e , it is pr e d o mi n a ntl y l o c ali z e d wit hi n  i ntr a c ell ul ar v esi cl es. 

D uri n g T  c ell a cti v ati o n  vi a t h e T C R a n d C D 2 8 , C T L A-4 is i m m e di at el y tr a ns p ort e d t o t h e 

i m m u n ol o gi c s y n a ps e [ 3 1 0]; a n d t h e i nt e nsit y of T C R si g n ali n g  c orr el at es wit h t h e a m o u nt of  

C T L A -4 tr a ns p ort e d [ 3 1 1]. Si mil ar t o  C D 2 8, C T L A -4 bi n ds t o B 7 -1 a n d B 7 -2  b ut wit h 

si g nifi c a ntl y hi g h er affi nit y ( ~ 1 0 ti m es), all o wi n g it t o o ut c o m p et e C D 2 8 f or t h es e li g a n ds. 

T his i nt er a cti o n l e a ds t o t h e disl o c ali z ati o n of P K  C -θ a n d C A R M A 1 s c aff ol di n g pr ot ei n [ 3 1 2], 

m o d ul ati n g t h e t hr es h ol d of si g n als n ec ess ar y  f or T c ell c yt o ki n e pr o d u cti o n a n d pr olif er ati o n, 

t h er e b y i n hi biti n g T c ell a cti v ati o n  [ 3 1 2-3 1 4] . F urt h er m or e, C T L A -4 li g ati o n i n hi bit s c ell c y cl e 

pr o gr essi o n a n d t h e a cti vit y of tr a ns cri pti o n f a ct or s N F -κ B, N F -A T, a n d A P -1  [ 3 1 5, 3 1 6].  

U nli k e eff e ct or T c ell s, Tr e g  c ell s e x pr ess C T L A -4 c o nstit uti v el y, w hi c h is i m p ort a nt 

f or t h eir s u p pr essi v e f u n cti o ns [ 3 1 7]. O n e pr o p os e d m e c h a nis m of Tr e g c ell -m e di at e d c o ntr ol 

of T c ell r es p o ns es i n v ol v es t h e d o w nr e g ul ati o n of B 7 li g a n ds o n A P C s, r e d u ci n g C D 2 8 c o-

sti m ul ati o n a n d t h er e b y m o d ul ati n g eff e ct or T c ell a cti vit y [ 3 1 8, 3 1 9]. R e c e nt st u di es h a v e als o 

d e m o nstr at e d t h at e n h a n c e d C T L A -4 si g n ali n g pr o m ot es t h e g e n er ati o n of C D 4 + C D 2 5 + F o x P 3 +  

a n d C D 4 + C D 2 5 − T G F -β 1 +  Tr e gs [ 3 2 0]. T h es e c oi n hi bit or y si g n als pl a y criti c al r ol es i n li miti n g 

t h e str e n gt h a n d d ur ati o n of i m m u n e r es p o ns es, c ur bi n g i m m u n e-m e di at e d ti ss u e d a m a g e, 

r e g ul ati n g i nfl a m m ati o n r es ol uti o n, a n d m ai nt ai ni n g t ol er a n c e t o pr e v e nt a ut oi m m u nit y [ 3 2 1]. 

T his u n d erst a n di n g h as g ui d e d t h e cli ni c al t ar g eti n g of C T L A -4, c ul mi n ati n g i n t h e F D A 

a p pr o v al of I pili m u m a b i n 2 0 1 1 f or t h e tr e atm e nt of  a d v a n c e d m el a n o m a [ 3 2 2]. Alt h o u g h i niti al 

a ni m al st u di es s u g g est e d p ot e nti al b e n efits fr o m c o m bi ni n g C T L A -4 bl o c k a d e wit h I L -2 

t h er a p y [ 3 2 3], s u bs e q u e nt cli ni c al e v al u ati o ns h a v e n ot s h o w n si g nifi c a nt a d v a nt a g es o v er 

C T L A -4 bl o c k a d e m o n ot h er a p y [ 3 2 4, 3 2 5]. 

P D -1  is a c ell-s urf a c e r e c e pt or o n T c ell s a n d ot h er i m m u n e c ell s , w hi c h d eli v ers 

i n hi bit or y si g n als u p o n li g ati o n wit h P D -L 1/ 2 , i m p a cti n g T  c ell  s ur vi v al,  pr olif er ati o n, c yt o ki n e 

pr o d u cti o n, a n d c yt ot o xi c f u n cti o ns  [ 3 2 6]. T hi s b al a n c e is cr u ci al f or m a n a gi n g T  c ell 

a cti v ati o n, t ol er a n c e, a n d i m m u n o p at h ol o g y  [ 3 2 7, 3 2 8]. P D -1 e x pr essi o n is i n di c ati v e of 

“ e x h a ust e d ” T c ell s , a st at e oft e n s e e n i n T c ell s t h at h a v e r e p e at e dl y ( or f or a pr ol o n g e d ti m e)  

e n c o u nt er e d a nti g e n or r e d u c e d C D 4 +  T c ell h el p [ 3 2 9]. S u c h e x h a usti o n, o c c urri n g i n c hr o ni c 

i nf e cti o ns a n d c a n c er, l e a ds t o T  c ell d ysf u n cti o n  a n d s u b o pti m al c o ntr ol of i nf e cti o ns a n d 

t u m ors [ 3 3 0-3 3 4] . P D -L 1, t h e li g a n d f or P D 1, is n ot a bl y  e x pr ess e d i n s e v er al c a n c ers [ 3 0 9], 

a n d it s e n g a g e m e nt wit h P D -1 o n eff e ct or T c ell s i n hi bit s t h eir a nti -t u m or a cti vit y [ 3 3 5, 3 3 6], 

m a ki n g  P D -1 a pri m e t ar g et i n t h e n e w g e n er ati o n of i m m u n e c h e c k p oi nt t h er a p y . T h e F D A 

a p pr o v al s of N i v ol u m a b a n d P e m br oli z u m a b f or m ali g n a nt m el a n o m a [ 3 3 7, 3 3 8] f urt h er 

u n d ers c or e t h e criti c al r ol e  of P D -1  bl o c k a d e .  

R es e ar c h h as s h o w n t h at u p t o h alf of t h e C D 8 +  TI Ls c o -e x pr ess P D -1 a n d C T L A -4, 

wit h t h e s e d o u bl e -p ositi v e c ell s e x hi biti n g si g nifi c a nt f u n cti o n al e x h a usti o n. D u al bl o c k a d e of 

t h es e c h e c k p oi nt s h as b e e n s h o w n t o e n h a n c e T c ell f u n cti o ns  i n c a n c er s etti n gs, as t h e eff e cts 

ar e n ot r e d u n d a nt [ 3 3 9-3 4 4] . H o w e v er, s t u di es i n di c at e t h at P D-1 bl o c k a d e  oft e n e x hi bit s 

g r e at er a nti c a n c er a cti vit y a n d f e w er i m m u n e-r el at e d a d v ers e e v e nts c o m p ar e d t o a nti-C T L A -
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4 t h er a pi es s u c h as I pili m u m a b [ 3 3 7], w hi c h ar e  ass o ci at e d wit h s e v er e a d v ers e eff e cts li k e 

c oliti s  [ 3 4 5, 3 4 6].  

Wit h i n cr e asi n g i nt er est i n i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit ors, I L-2 i m m u n ot h er a p y h as 

r e g ai n e d att e nti o n f or it s c o m pl e m e nt ar y m o d e of a cti o n. T h e str at e g y i n v ol v es r e m o vi n g t h e 

P D -1 i n hi bit or y br a k e w hil e si m ult a n e o usl y  pr o vi d i n g a p ositi v e si g n al f or T c ell s t hr o u g h I L-

2 R . W hil e c h e c k p oi nt i n hi bit ors d e m o nstr at e  li mit e d effi c a c y i n n o n-i m m u n o g e ni c a n d p o orl y 

i m m u n e c ell-i nfiltr at e d t u m ors, I L-2 mi g ht l o w er t h e t hr es h ol d of r e q uir e d i m m u n o g e ni cit y f or 

t h es e t u m ors, m a ki n g t h e m m or e a m e n a bl e t o c h e c k p oi nt i n hi bit or tr e at m e nt t hr o u g h dir e ct 

sti m ul ati o n  [ 1 8 6]. S e v er al o n g oi n g cli ni c al tri al s ar e e x pl ori n g t h e c o m bi n ati o n of P D -1  

bl o c k a d e  a n d I L-2 f or v ari o us c a n c ers [ 1 7, 7 9].  

M or e o v er, c o m bi ni n g I L -2 wit h P D -1 bl o c k a d e h a s s h o w n p r o mis e i n a ni m al m o d els of 

c hr o ni c i nf e cti o n as it p ot e ntl y b o osts  vir us -s p e cifi c C D 8 +  T  c ell r es p o ns es a n d r e d u c e s vir al 

l o a ds d es pit e i n cr e as e d Tr e g c ell c o u nts  [ 3 4 7]. T his a p pr o a c h w as hi g hl y eff e cti v e i n 

r ei n vi g or ati n g e x h a ust e d T c ell s ( Te x) d uri n g c hr o ni c i nf e cti o n [ 3 4 8]. S u c h s y n er gisti c eff e cts 

li k el y aris e b e c a us e I L-2 m o difi es t h e diff er e nti ati o n tr aj e ct or y of t h es e c ell s.  H as hi m ot o et al.  

[ 3 4 8] d e m o nstr at e d  t h at i n c o ntr ast t o a nti -P D -1 m A b m o n ot h er a p y, P D -1  bl o c k a d e  c o m bi n e d 

wit h I L-2 s u bst a nti all y alt ers  t h e diff er e nti ati o n pr o gr a m of t h e P D-1 + T C F 1 +  st e m -li k e C D 8+  T 

c ell s , r es ulti n g i n t h e g e n er ati o n of tr a ns cri pti o n all y a n d e pi g e n eti c all y disti n ct a n d  hi g hl y 

f u n cti o n al eff e ct or C D 8 +  T c ell s t h at r es e m bl e  t h os e s e e n aft er a n a c ut e vir al i nf e cti o n. T h e 

g e n er ati o n of t h es e q u alit ati v el y s u p eri or C D 8 +  T c ell s  ( “ b ett er eff e ct ors ”) t h at m e di at e vir al 

c o ntr ol u n d erli es t h e s y n er g y b et w e e n P D -1  bl o c k a d e  a n d I L -2  i n c hr o ni c i nf e cti o n. E m er gi n g 

fr o m t h e st e m-li k e C D 8+  T c ell s  aft er s u c h c o m bi n ati o n t h er a p y , t h es e vir us-s p e cifi c “ b ett er 

eff e ct ors ”  e x pr ess e d i n cr e as e d l e v els of t h e hi g h -affi nit y I L -2 R , a f e at ur e n ot o bs er v e d wit h  

P D -1 bl o c k a d e al o n e  i n c hr o ni c vir al i nf e cti o n [ 3 4 8]. M or e o v er , P D-1 + T C F 1 +  st e m -li k e C D 8+  

T c ell s, als o r ef err e d t o as pr e c urs ors of e x h a ust e d C D 8 +  T c ell s, ar e n ot f at e -l o c k e d i nt o t h e 

e x h a usti o n pr o gr a m a n d t h eir diff er e nti ati o n tr aj e ct or y c a n b e c h a n g e d b y I L -2 si g n al. T h es e 

fi n di n gs hi g hli g ht t h e p ot e nti al of c o m bi ni n g I L-2 wit h P D -1 i n hi bit or s t o e n h a n c e  T  c ell 

r es p o ns es a n d pr o vi d e n e w tr e at m e nt str at e gi es f or c hr o ni c i nf e cti o ns a n d c a n c er, alt h o u g h 

f urt h er r es e ar c h is n e c e ss ar y t o  f ull y u n d erst a n d t h e s y n er g y b et w e e n I L -2 a n d v ari o us 

c h e c k p oi nt i n hi bit ors.  

 

I.2. 3   L o w -d o s e I L -2 f o r t h e t r e at m e nt of a ut oi m m u n e dis e a s es  

A ut oi m m u n e dis e as es ar e c h ar a ct eri z e d b y t h e br e a k d o w n of i m m u n e t ol er a n c e a n d 

e x c essi v e i m m u n e a cti vit y, oft e n ass o ci at e d wit h d ef e cts i n Tr e g  c ell s c o ntri b uti n g t o t h es e 

p at h o p h ysi ol o gi c al m e c h a nis m s. Mi c e d efi ci e nt i n c o m p o n e nts of t h e I L-2/I L -2 R p at h w a y  a n d 

F o x p 3 -d efi ci e nt mi c e  d e v el o p e x c essi v e T -c ell pr olif er ati o n a n d a ut oi m m u nit y [ 3 4 9], 

u n d ers c ori n g  t h e cr u ci al r ol e of I L-2 i n Tr e g c ell m ai nt e n a n c e a n d f u n cti o n. N ot a bl y , I L-2 

m ai nt ai ns a n d i n cr e as es  F o x p 3 e x pr essi o n i n Tr e gs  a n d  e x p a n ds  t h e n u m b er of F o x p 3+  Tr e gs i n 

b ot h mi c e a n d h u m a n s [ 3 5 0]. 

B as e d o n t h e s el e cti v e sti m ul ati o n of Tr e g c ell s wit h l o w l e v els of I L -2, w hi c h d o es n ot 

a cti v at e C D 4 +  or C D 8 +  T c ell s, a n d t h eir m aj or r ol e i n m ai nt ai ni n g i m m u n e t ol er a n c e a n d 

s u p pr essi n g i nfl a m m ati o n  [ 7 7], r e est a blis hi n g Tr e g c ell f u n cti o ns t hr o u g h t h e effi c a c y of l o w-

d os e ( L D) I L-2 a d mi nistr ati o n h as b e e n pr o v e n eff e cti v e. I niti al st u di es d e m o nstr at e d  t h at L D 
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I L-2  t h er a p y r e v ers e d a n d pr e v e nt e d e x p eri m e nt al T 1 D i n mi c e [ 1 7 2, 3 5 1-3 5 4] . F urt h er m or e, 

L D I L -2 a c hi e v e d dis e as e c o ntr ol i n m o us e m o d els of a ut oi m m u n e dis e as es li k e Al z h ei m er's 

dis e as e [ 3 5 5], p arti c ul arl y wit h c hr o ni c a d mi nistr ati o n or w h e n us e d i n c o m bi n ati o n wit h 

gl u c o c orti c oi ds f or gr aft -v ers us -h ost dis e as e  (G v H D ) [ 3 5 6], Tr y p a n os o m a cr u zi i nf e cti o n, a n d 

r a p a m y ci n i n s ki n tr a ns pl a nt ati o n [ 3 5 7]. 

T h e e n c o ur a gi n g r es ult s fr o m pr e cli ni c al m o d els l e d t o cli ni c al tri als f or c hr o ni c G v H D  

a n d v as c uliti s r el at e d t o h e p atiti s C i nf e cti o n  [ 7 7, 3 5 8-3 6 5] . F urt h er tri als e x pl or e d it s p ot e nti al 

i n tr e ati n g T 1 D [ 3 6 6-3 6 8]  a n d al o p e ci a ar e at a [ 3 6 9]. All t h es e tri als h a v e c o nfir m e d t h e s af et y 

a n d effi c a c y of L D  I L-2, wit h d os es b el o w 3 milli o n I U /d a y b ei n g w ell t ol er at e d a n d eff e cti v e. 

N ot a bl y, i n all t est e d c o n diti o ns, L D  I L-2 i n cr e as e d cir c ul ati n g Tr e gs, l e a di n g t o cli ni c al 

i m pr o v e m e nt. 

I n S L E, c o ntr oll e d cli ni c al tri als h a v e d e m o nstr at e d  t h at L D I L-2 t h er a p y n ot o nl y 

e x p a n ds Tr e gs [ 3 7 0, 3 7 1] b ut als o i n hi bits t h e g e n er ati o n of a ut or e a cti v e T f h a n d T h 1 7 c ell s, 

t h er e b y r e d u ci n g dis e as e s e v erit y [ 3 7 0, 3 7 2]. Ot h er cli ni c al st u di es h a v e d e m o nstr at e d si mil ar 

effi c a c y a n d s af et y i n tr e ati n g S L E [ 3 5 8, 3 7 3-3 7 5] . M or e o v er, L D I L-2 t h er a p y h as  eff e cti v el y 

alt er e d t h e r ati o b et w e e n T f h a n d T fr c ell s i n S L E p ati e nts, wit h t h e fr e q u e n c y of T fr c ell s 

m ar k e dl y i n cr e as e d i n p ati e nts’ p eri p h er y c o m p ar e d t o t h e b as eli n e l e v el a n d t h os e tr e at e d wit h 

pl a c e b o [ 3 7 6]. Tfr c ell s ar e ess e nti al i n r e g ul ati n g g er mi n al c e nt er r e a cti o n, w h er e e x c essi v e 

s elf-r e a cti v e a nti b o di es ar e s el e ct e d a n d m at ur e d i n a ut oi m m u nit y. T h er a p e uti c us e of L D  I L-2 

t h us pr o vi d e d a pr o misi n g a p pr o a c h t o i m pr o v e a ut o a nti b o d y-i n d u c e d dis or d ers b y r est ori n g 

a b n or m al g er mi n al c e nt er r es p o ns e. H o w e v er, b al a n ci n g i m m u n e s u p pr essi o n a n d a cti v ati o n i n 

a ut oi m m u n e p ati e nts is c h all e n gi n g d u e t o t h e i n cr e as e d ris k of i nf e cti o n wit h 

i m m u n os u p pr essi v e tr e at m e nts [ 3 7 7, 3 7 8]. I n f a ct, i nf e cti o n is o n e of t h e l e a di n g c a us es of t h e 

m ort alit y of S L E p ati e nts [ 3 7 9, 3 8 0]. N ot a bl y, a st u d y of 6 6 5 S L E p ati e nts f o u n d t h at t h os e 

r e c ei vi n g L D I L-2 h a d a s u bst a nti all y l o w er r at e of i nf e cti o n c o m p ar e d t o t h o s e o n c o n v e nti o n al 

t h er a p y [ 3 8 1], i n di c ati n g a p ot e nti al b e n efit f or a ut oi m m u n e p ati e nts at hi g h ris k of i nf e cti o n. 

T h 1 7 c ell s, w hi c h pr o d u c e l ar g e a m o u nt s of I L-1 7, ar e c o nsi d er e d a p at h o g e ni c f a ct or 

i n Sj ö gr e n's s y n dr o m e. S h ort -t er m L D I L-2 a d mi nistr ati o n r e v ers e d t h e i m b al a n c e b et w e e n 

T h 1 7 a n d Tr e g c ell s i n p ati e nts  [ 3 8 2], pri m aril y b y dir e ctl y i n hi biti n g Th 1 7 c ell s r at h er t h a n b y 

p ot e nti ati n g Tr e gs  [ 3 8 3].  

F urt h er m or e, a n o p e n -l a b el p h as e 1/ 2 a cli ni c al st u d y d e m o nstr a t e d t h e s af et y a n d 

effi c a c y of L D I L -2  t h er a p y a cr oss m ulti pl e  a ut oi m m u n e dis e as es, i n cl u di n g r h e u m at oi d 

art hritis ( R A), B e h ç et’s dis e as e, a n k yl osi n g s p o n d ylitis, gr a n ul o m at osi s wit h p ol y a n giitis a n d 

a ut oi m m u n e h e p atiti s t h at w er e r ar el y i n v esti g at e d b ef or e,  r e g ar di n g t h e cli ni c al b e n efits of L D 

I L-2 tr e at m e nt [ 3 7 4]. A n ot h er st u d y of 8 8 8 R A p ati e nts r e v e al e d t h at L D I L -2  t h er a p y tri pl e d 

Tr e g c ell  c o u nts  a n d si g nifi c a ntl y all e vi at e d dis e as e a cti vit y  [ 3 8 4].  

A d mi ni str ati o n of L D I L -2 f or fi v e d a ys si g nifi c a ntl y i n cr e as e d Tr e g  c ell s  i n p ati e nts 

wit h d er m at o m y ositi s/ p ol y m y ositi s, l e a di n g t o cli ni c al i m pr o v e m e nt a n d b ett er r e mi ssi o n  r at es 

[ 3 8 5]. I n i di o p at hi c i nfl a m m at or y m y o p at hi es, 7 7. 8 % of p ati e nts u n d er L D I L-2 t h er a p y 

r e a c h e d t h e d efi niti o n of i m pr o v e m e nt b y  t h e I nt er n ati o n al M y ositi s Ass es s m e nt a n d Cli ni c al 

St u di es d efi niti o n of i m pr o v e m e nt  [ 3 8 6]. 

I n t h e c o nt e xt of a ut oi m m u n e h e p atiti s ( AI H), a pr e cli ni c al st u d y i n mi c e a n d a c as e 

r e p ort i n h u m a ns h a v e s h o w n t h at L D I L-2 n ot o nl y i n cr e as es s yst e mi c Tr e g c ell s b ut als o 

e n h a n c es t h eir a c c u m ul ati o n i n t h e li v er, w hi c h w as ass o ci at e d wit h i m pr o v e d l e v el of li v er -
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s p e cifi c  al a ni n e tr a ns a mi n as e [ 3 8 7]. C orr es p o n di n gl y,  a c as e r e p ort wit h t w o r efr a ct or y AI H 

p ati e nts r e c ei vi n g L D I L -2 t h er a p y s h o w e d a s af e a n d eff e cti v e r es p o ns e wit h r e d u c e d li v er 

d a m a g e  [ 3 8 8]. 

O n g oi n g cli ni c al tri als ar e f urt h er e x pl ori n g t h e p ot e nti al of L D I L -2 t h er a p y i n 

i nfl a m m at or y dis e as es s u c h as is c h e mi c h e art dis e as e, ul c er ati v e c oliti s ( U C), a n d Cr o h n's 

dis e as e [ 3 8 9]. A p h as e 1 b/ 2 a st u d y i n is c h e mi c h e art dis e as e yi el d e d e n c o ur a gi n g r es ult s wit h 

n o si g nifi c a nt a d v ers e e v e nts [ 3 9 0]. Alt h o u g h li mit e d, e arl y r es ult s i n U C p ati e nts s h o w t h at 

d ail y L D I L -2 i nj e cti o ns si g nifi c a ntl y i n cr e as e d Tr e g c ell s i n p eri p h er al bl o o d wit hi n 1 4 d a ys. 

I n a h u m a ni z e d m o us e c oliti s m o d el, L D I L-2 e x p a n d e d h u m a n Tr e gs a n d r e d u c e d e x p eri m e nt al 

c oliti s [ 3 9 1]. 

D u e t o it s p ot e nt a bilit y t o e x p a n d Tr e gs i n vi v o, L D I L-2 t h er a p y is als o b ei n g t est e d i n 

p ati e nts wit h ot h er dis e as es li k e s u b ar a c h n oi d h e m orr h a g e i nj ur y [ 3 9 2], s e v er e al o p e ci a ar e at a 

[ 3 9 3], a n d m y el o d ys pl asti c s y n dr o m es [ 3 9 4]. C urr e ntl y, t h er e ar e m or e t h a n 2 0 r e gist er e d 

cli ni c al tri als of L D  I L-2 t h er a p y i n p ati e nts wit h a ut oi m m u nit y or b e y o n d, wit h earl y r es ult s 

d e m o nstr at i n g t h e pr of o u n d s af et y a n d effi c a c y of L D  I L-2  t h er a p y. O v er all, l o w -d os e I L -2 

t h er a p y l e v er a gi n g it s p ot e nt a bilit y t o e x p a n d Tr e gs i n vi v o e m er g es as a pr o misi n g a p pr o a c h 

t o r est ori n g i m m u n e b al a n c e i n a br o a d s p e ctr u m of a ut oi m m u n e a n d  i nfl a m m at or y dis e as es , 

a n d G v H D [ 3 6 0-3 6 2, 3 6 4, 3 6 7, 3 6 9, 3 7 0, 3 9 5] . D es pit e t h e diff er e n c es i n p arti c ul ar r e gi m e nts, 

p ati e nts t y pi c all y r e c ei v e 1, 0 0 0, 0 0 0 I U/ d a y s u b c ut a n e o usl y f or 5-1 4  d a ys, t h e n o n c e e v er y 2 

w e e ks f or 6 -9  m o nt hs.  

 

I.3.    I L -2 -b a s e d  i m m u n ot h e r a p e uti cs 
I L-2 t h er a p y h as eli cit e d si g nifi c a nt cli ni c al r es p o ns es i n a s u bs et of c a n c er p ati e nts, 

ill ustr ati n g it s p ot e nti al as a n eff e cti v e tr e at m e nt m o d alit y. H o w e v er, it s br o a d er a p pli c ati o n is 

c o nsi d er a bl y r estri ct e d d u e t o s e v er e d os e -li miti n g t o xi citi es. T h ese a d v ers e eff e cts n e c essit at e 

e xt e nsi v e m o nit ori n g a n d c o m pr e h e nsi v e s u p p orti v e c ar e t o miti g at e ris ks t o p ati e nts. 

A d diti o n all y, H D  I L-2 t h er a p y m a y als o a cti v at e Tr e g c ell s, w hi c h c a n s u p pr ess t h e i m m u n e 

r es p o ns e t o s elf-a nti g e ns, i n cl u di n g c ert ai n t u m or  a nti g e ns, t h er e b y u n d er mi ni n g it s effi c a c y. 

W hil e L D I L -2 h as s h o w n b e n efits i n m a n a gi n g a ut oi m m u n e dis e as es, it m a y als o i n a d v ert e ntl y 

sti m ul at e N K c ell s [ 3 7 6]. T his is a si g nifi c a nt iss u e, p arti c ul arl y o v er pr ol o n g e d tr e at m e nts, 

c o m pli c ati n g it s us e i n a ut oi m m u n e c o nt e xts. M or e o v er, a m aj or li mit ati o n of I L -2 t h er a p y is 

it s s h ort h alf-lif e, n e c essit ati n g fr e q u e nt d osi n g t o m ai nt ai n eff e cti v e t h er a p e uti c l e v els, w hi c h 

c o m pli c at es tr e at m e nt s c h e d ul es a n d c h all e n g es p ati e nt c o m pli a n c e. T h e h et er o g e n eit y a m o n g 

p ati e nt r es p o ns es f urt h er c o m pli c at es t h e d et er mi n ati o n of a n o pti m al d os e, pr es e nti n g a 

si g nifi c a nt b arri er t o st a n d ar di zi n g  I L-2  tr e at m e nt pr ot o c ols. 

T h es e li mit ati o ns h a v e s p urr e d t h e d e v el o p m e nt of i m pr o v e d I L-2 i m m u n ot h er a p e uti cs 

d esi g n e d t o a c hi e v e b ett er s el e cti vit y f or s p e cifi c i m m u n e c ell s a n d r e d u c e d t o xi cit y [ 9 4]. A 

pi v ot al a d v a n c e m e nt i n t his r es e ar c h w as t h e el u ci d ati o n of t h e cr yst al str u ct ur e of I L -2 b o u n d 

t o it s tri m eri c r e c e pt or [ 1 0 2]. T his dis c o v er y h as f a cilit at e d t h e cr e ati o n of n e w I L-2 a n al o gs 

t h at ar e t ail or e d t o t ar g et s p e cifi c i m m u n e c ell s. T h es e e n gi n e er e d pr o d u cts ar e d esi g n e d eit h er 

t o s el e cti v el y a cti v at e Tr e g c ell s, h el pi n g t o m o d ul at e t h e i m m u n e r es p o ns e i n a ut oi m m u n e a n d 

i nfl a m m at or y dis or d ers, or t o e n h a n c e t h e r es p o n s es of eff e ct or T c ell s, m e m or y T c ell s, a n d 

N K c ell s, t h er e b y b o osti n g t h eir a ntit u m or a cti vit y ( Fi g ur e 13 ). 
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Fi g u r e 1 3 . M e c h a ni s m s  of a cti o n of I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs f or t h e tr e at m e nt of c a n c er a n d 

a ut oi m m u n e di s e as es. ( a) C a n c er c a n b e tr e at e d usi n g I L-2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs  t h at t ar g et t h e 

i nt er m e di at e-affi nit y I L -2 R β γ c  r e c e pt or t h at i s c o nstit uti v el y e x pr es s e d o n Teff s, m e m or y T c ell s, a n d 

N K c ell s, w hil e ( b) a ut oi m m u n e di s e as es c a n b e tr e at e d usi n g a g e nt s t h at t ar g et t h e hi g h -affi nit y I L -

2 R α β γ c  r e c e pt or t h at i s c o nstit uti v el y e x pr es s e d o n Tr e gs. A d a pt e d fr o m  A n n u R e v M e d  [ 7 9]. 

S o m e I L -2 i m m u n ot h er a p e uti cs h a v e s h o w n  eff i c a c y i n pr e cli ni c al m o d els, l e a di n g t o a 

s ur g e i n cli ni c al tri als f or i m pr o v e d I L -2 -b as e d a g e nts i n r e c e nt y e ars ( Fi g ur e 1 4 ). T h es e st u di es 

will d et er mi n e w h et h er n o v el  I L-2 i m m u n ot h er a p e uti cs c a n h ar n ess t h e I L -2 /I L-2 R  p at h w a y a s 

eff e cti v e t h er a pi es f or a ut oi m m u nit y a n d c a n c er, eit h er al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h ot h er 

tr e at m e nts. 
 

I L-2 s u p er ki n e  

N e m v al e u ki n  

P E G yl at e d I L -2 (N K T R -2 1 4)  

N o n -P E G yl at e d I L -2 a g o nists  

I L-2 f u si o n pr ot ei n s  

I L-2/ a n fi -I L-2 m A b  c o m pl e x e s  

I L-2 i m m u n o c yt o ki n e s 

I L-2 m ut ei n s  

P E G yl at e d I L -2 ( N K T R -3 5 8)  

I L-2/ a n fi -I L-2 m A b  c o m pl e x e s  
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Fi g u r e 1 4 . R e gi st er e d cli ni c al tri al s t esti n g i m pr o v e d I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs. T h e t o p  p a n el 

di s pl a ys tri al s i n c a n c er a n d t h e b ott o m p a n el tri al s i n a ut oi m m u n e dis e as es. A d a pt e d fr o m 

E Bi o M e di ci n e [ 3 9 6]. 

 

I.3. 1   I L-2 m ut ei n s wit h alt e r e d bi n di n g t o t h e I L -2 R  

T his str at e g y i n v ol v es c r e atin g I L-2 m ut ei ns  (I L-2 m ol e c ul es wit h i ntr o d u c e d m ut ati o ns 

t h at alt er  t h e a mi n o a ci d  s e q u e n c e  b ut still bi n d t o I L -2 R ), d esi g n e d t o e x hi bit alt er e d affi niti es 

f or I L-2 R α, I L-2 R β, a n d /or  I L-2 R γ c . T h es e I L-2 a n al o gs pr o d u c e v ar yi n g si g n ali n g r es p o ns es  - 

a g o nisti c, mi x e d, or a nt a g o nisti c  - t hr o u g h t h e I L-2 R α β γ c  a n d I L -2 R β γ c  p at h w a ys. S u c h 

diff er e nti al si g n ali n g cr u ci all y i nfl u e n c es t h e b al a n c e b et w e e n Tr e gs a n d T eff s, a k e y as p e ct of 

i m m u n e m o d ul ati o n. 
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I.3. 1. 1   I L -2 m ut ei n s  wit h r e d u c e d I L -2 R α bi n di n g o r e n h a n c e d affi nit y f o r I L -2 R β  

R es e ar c h er s h a v e d e v el o p e d s e v er al I L -2 m ut ei ns wit h d e cr e as e d bi n di n g t o I L -2 R α 

a n d, i n s o m e c as es, i n cr e as e d affi nit y f or I L -2 R β. T h es e m o difi c ati o ns ai m t o pr ef er e nti all y 

sti m ul at e  C D 8 +  T c ell s  ( eff e ct or a n d m e m or y o n es) a n d N K c ell s wit h o ut sti m ul ati n g C D 2 5 +  

Tr e g  c ell s a n d e n d ot h eli al c ell s . S u c h e n gi n e er e d v ari a nts h a v e s h o w n i m pr o v e d a ntit u m or 

effi c a c y a n d r e d u c e d t o xi cit y i n pr e cli ni c al a ni m al m o d els [ 3 6 9 -3 7 2], l e a di n g t o t h eir t esti n g i n 

cli ni c al tri als ( N C T 0 5 2 6 7 6 2 6, N T 0 2 9 8 3 0 4 5, N C T 0 4 8 5 5 9 2 9).  

L e vi n et al. i ntr o d u c e d a n I L -2 v ari a nt t er m e d “s u p er ki n e ” ( als o k n o w n a s S u p er -2), 

w hi c h e x hi bits e n h a n c e d affi nit y f or I L -2 R β. Cr y st all o gr a p hi c st u di es of t h is m ol e c ul e, b ot h 

al o n e  a n d w h e n c o m pl e x e d wit h it s r e c e pt or, d e m o nstr at e d t h at  s p e cifi c m ut ati o ns  (L 8 0 F, 

R 8 1 D, L 8 5 V, I 8 6 V , a n d I 9 2 F)  i n t h e c or e of t h e c yt o ki n e st a bili z ed  I L-2, r e d u ci n g t h e fl e xi b ilit y 

of a C -h eli x i n t h e I L-2 R β bi n di n g sit e. T his st a bili z ati o n f ost ers a n o pti m al r e c e pt or -bi n di n g 

c o nf or m ati o n si mil ar t o t h at w h e n I L -2 is b o u n d t o C D 2 5, t h er e b y mi mi c ki n g its f u n cti o n al 

eff e cts  a n d l e a di n g t o ~ 2 0 0 ti m es  i n cr e as e d affi nit y f or I L-2 R β.  T h es e c h a n g es l e a d t o p ot e nt 

S T A T 5 p h os p h or yl ati o n a n d vi g or o us T c ell pr olif er ati o n  i n d e p e n d e nt of C D 2 5 pr es e n c e. T h e 

S u p er -2 s u bst a nti all y i n cr e as es t h e pr olif er ati o n of c yt ot o xi c T c ell s  i n vi v o, t h er e b y i m pr o vi n g 

a ntit u m or r es p o ns es w hil e mi ni mi zi n g T r e g c ell e x p a nsi o n a n d p ul m o n ar y e d e m a [ 3 9 7]. 

N e m v al e u ki n alf a ( N e m v al e u ki n, A L K S 4 2 3 0), a f usi o n pr ot ei n c o m bi ni n g cir c ul arl y 

p er m ut e d I L -2 wit h I L -2 R α, is d esi g n e d t o t ar g et t h e i nt er m e di at e -affi nit y I L -2 R β γ c  f o u n d o n 

C D 8 +  T a n d N K c ell s. T his s el e cti vit y r e d u c es Tr e g c ell e x p a nsi o n  [ 3 9 8], e n h a n ci n g t h e a nti-

t u m or i m m u n e r es p o ns e. I n a m uri n e m o d el  of s m all -c ell  l u n g c a n c er, t h e m o us e v ari a nt of 

N e m v al e u ki n si g nifi c a ntl y i n hi bit e d t u m or gr o wt h a n d e xt e n d e d s ur vi v al, eff e cts t h at w er e 

a m plifi e d w h e n c o m bi n e d wit h c h e m ot h er a p y. T u m or a n al ysi s s h o w e d a n i n cr e as e i n t u m or -

i nfiltr ati n g N K a n d C D 8+  T c ell s, i n di c ati v e of a p ot e nt a nti -t u m or i m m u n e r es p o ns e, es p e ci all y 

w h e n c o m bi n e d wit h c h e m ot h er a p y [ 3 9 9]. F oll o wi n g t h es e pr o misi n g r es ult s, N e m v al e u ki n h as 

e nt er e d P h as e I -III cli ni c al tri als, b ot h as a m o n ot h er a p y a n d i n c o m bi n ati o n wit h c h e c k p oi nt 

i n hi bit ors li k e P e m br oli z u m a b or c h e m ot h er a p y [ 4 0 0-4 0 2] . T h es e st u di es u n d ers c or e 

N e m v al e u ki n's effi c a c y a n d t ol er a bilit y, d e m o nstr ati n g s ust ai n e d r es p o ns es i n p ati e nts wit h 

di v ers e a n d a d v a n c e d t u m or t y p es, t h er e b y j ustif yi n g f urt h er cli ni c al i n v e sti g ati o n [ 4 0 2]. 

I.3. 1. 2   I L -2 m ut ei n s  wit h i m p r o v e d bi n di n g t o I L -2 R α β γ c 

A n ot h er  h u m a n I L -2 m ut ei n d e n ot e d B A Y 5 0 -4 7 9 8 , w as d esi g n e d usi n g sit e -dir e ct e d 

m ut a g e n esis t o c o nt ai n a si n gl e m ut ati o n, N 8 8 R, i n t h e I L -2/I L -2 R β i nt erf a c e . T his m ut ati o n 

a bl at e d c yt o ki n e bi n di n g t o I L -2 R β a n d w e a k e n e d i nt er a cti o ns t o t h e I L -2 R β γ c  h et er o di m er b y 

fi v e or d ers of m a g nit u d e, w hil e m ai nt ai ni n g t h e s a m e affi nit y f or I L -2 R α, r es ulti n g i n > 3, 0 0 0 -

f ol d gr e at er s el e cti vit y i n sti m ul ati n g pr olif er ati o n of T c ell s o v er N K c ell s c o m p ar e d t o 

wil dt y p e I L -2  [ 4 0 3]. I n pr e cli ni c al st u di es, B A Y 5 0-4 7 9 8 i n d u c e d t h e pr olif er ati o n of a cti v at e d 

h u m a n T c ell s wit h a p ot e n c y c o m p ar a bl e t o I L -2 b ut c a us e d  l ess pr olif er ati o n i n N K c ell s a n d 

r e d u c e d a cti v ati o n of s e c o n d ar y c yt o ki n e c as c a d e s [ 4 0 4]. D es pit e t h es e pr o misi n g r es ult s, at 

c o n c e ntr ati o ns w h er e B A Y 5 0 -4 7 9 8 d e m o nstr at e d p e a k bi ol o gi c al a cti vit y, it l ost T c ell 

s el e cti vit y a n d i n d u c e d pr o -i nfl a m m at or y c yt o ki n es [ 4 0 5]. I n a f oll o w-u p st u d y, AI C 2 8 4 

(r e n a m e d fr o m B A Y 5 0-4 7 9 8) pr ef er e nti all y e x p a n d e d Tr e g c ell s o v er C D 4 +  eff e ct or T c ell s i n 

vi v o  w hil e a m eli or ati n g cli ni c al s y m pt o m s i n E A E, a r o d e nt m o d el of M S  [ 4 0 6]. B A Y 5 0 -4 7 9 8 
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u n d er w e nt a P h as e I cli ni c al tri al i n p ati e nts wit h a d v a n c e d m el a n o m a a n d r e n al c ell 

c ar ci n o m a — b ot h m ali g n a n ci es t h at r es p o n d t o H D  I L-2 t h er a p y. W hil e s o m e cli ni c al r es p o ns es 

w er e n ot e d, B A Y 5 0 -4 7 9 8 di d n ot s h o w a si g nifi c a nt i m pr o v e m e nt o v er c o n v e nti o n al I L -2 

t h er a p y [ 4 0 7]. C urr e ntl y, B A Y 5 0-4 7 9 8 is b ei n g t est e d i n P h as e II tri als, b ot h as a p ot e nti al 

a dj u n ct t o st a n d ar d c h e m ot h er a p y f or v ari o us c a n c ers a n d as a p ossi bl e tr e at m e nt f or HI V 

i nf e cti o n. 

C o n c urr e ntl y, ot h er r es e ar c h gr o u ps h a v e f o c us e d o n d e v el o pi n g I L-2 m ut ei ns  wit h 

i n cr e as e d I L-2 R α bi n di n g . F all o n a n d c oll e a g u es r e p ort e d a n I L-2 m ut ei n  t h at e x hi bits e n h a n c e d 

e n d os o m al r e c y cli n g d u e t o alt er e d p H s e nsiti vit y b et w e e n I L -2 a n d I L -2 R α [ 5 5]. Si mil arl y, 

R a o a n d ot h ers h a v e cr e at e d I L -2 m ut ei ns  wit h i n cr e as e d affi nit y  t o I L-2 R α   [ 4 0 8, 4 0 9]. U nli k e 

wil d -t y p e I L-2, t h es e m ut ei ns  p ersist l o n g er o n t h e c ell s urf a c e, t h us s ust ai ni n g d ur a bl e 

si g n ali n g si mil ar t o I L -1 5  [ 4 1 0]. T h e cli ni c al effi c a c y of t h es e I L -2 m ut ei ns , a n d t h e s p e cifi c 

c o n diti o ns u n d er w hi c h t h e y mi g ht b e eff e cti v e, r e m ai n u n d er i n v esti g ati o n.  

I.3. 1. 3   I L -2 m ut ei n s wit h a nt a g o nist a cti vit y  

I n a d diti o n t o eff orts ai m e d at e n h a n ci n g or r efi ni n g I L-2 si g n ali n g, si g nifi c a nt w or k h as 

als o b e e n d e v ot e d t o t h e d e v el o p m e nt of I L -2 m ut ei ns  t h at a ct as a nt a g o ni sts [ 4 1 1, 4 1 2]. F or 

e x a m pl e, Li u et al. [ 4 1 1] e n gi n e er e d a n I L -2 a nt a g o nist t h at e x hi bits hi g h affi nit y bi n di n g t o I L -

2 R α w hil e l a c ki n g bi n di n g t o I L -2 R β γ c . T h es e m ol e c ul es ar e d esi g n e d t o s el e cti v el y bl o c k hi g h-

affi nit y I L -2 si g n ali n g p at h w a ys a n d c o ul d, f or i nst a n c e, b e us e d t o s u p pr ess Tr e g c ell a cti vit y. 

T his a p pr o a c h r e pr es e nts a str at e gi c r e dir e cti o n of I L -2 i nt er a cti o ns t o m o d ul at e t h e i m m u n e 

s yst e m i n a t ar g et e d m a n n er. W hil e m ut a nt I L -2 m ol e c ul es h a v e pr o mis e, it is als o w ort h 

m e nti o ni n g t h at Ts ytsi k o v a n d ot h ers [ 4 1 3] r e p ort e d n at ur al v ari a nts of I L-2, g e n er at e d b y 

alt er n ati v e s pli ci n g, t h at m a y c o m p etiti v el y i n hi bit f ull -l e n gt h I L-2.  T h e e xist e n c e of t h es e 

n at ur al v ari a nts f urt h er c o m pli c at es t h e bi ol o gi c al l a n ds c a p e of I L -2 si g n ali n g a n d s u g g ests 

a d diti o n al l a y ers of r e g ul ati o n t h at c o ul d b e e x pl oit e d t h er a p e uti c all y.  

 

I.3. 2   M o difi e d I L-2 a n d I L -2 m ut ei ns wit h i m p r o v e d h alf -lif e a n d  
           bi ol o gi c al a cti vit y  

I.3. 2 . 1   I L -2 m ut ei n f usi o n p r ot ei n s 

Li k e t h eir W T c o u nt er p art, I L -2 m ut ei ns s uff er fr o m li mit e d  bi o a v ail a bilit y i n vi v o. As 

a r e m e d y, t h e y ar e fr e q u e ntl y f us e d wit h a  m A b or its F c  p art  or al b u mi n [ 2 2 0, 4 1 4, 4 1 5]. O n e 

of t h e m is R O 7 0 4 9 6 6 5 ( M elr e d a bl e u ki n alf a),  a f usi o n pr ot ei n t h at c o nsists of a h u m a n I g G 1 κ 

f us e d t o a hIL -2  m ut ei n ( p oi nt m ut ati o n N 8 8 D) wit h r e d u c e d bi n di n g t o t h e i nt er m e di at e affi nit y 

I L-2 R β γ c  r e c e pt or. Alt h o u g h M elr e d a bl e u ki n alf a pr ef er e nti all y e x p a n d e d  Tr e g c ell s b ut n ot 

eff e ct or T c ell s  i n c y n o m ol g us m o n k e ys a n d h u m a ni z e d mi c e [ 4 1 6], P h as e I a n d II cli ni c al 

st u di es t esti n g it s cli ni c al b e n efit i n ul c er ati v e c oliti s a n d a ut oi m m u n e h e p atitis ( N C T 0 4 7 9 0 9 1 6, 

N C T 0 3 9 4 3 5 5 0 ) w er e t er mi n at e d d u e t o t h e l a c k of s u p eri or effi c a c y o v er st a n d ar d tr e at m e nt.  

A n ot h er si g nifi c a nt f usi o n m ut ei n  is M D N A 1 1, wit h a hi g h er bi n di n g affi nit y  f or I L-

2 R β a n d bl o c k e d  I L-2 R α i nt er a cti o n. M D N A 1 1 is a f usi o n pr ot ei n c o m p os e d of m ut at e d S u p er-

2 ( wit h t w o a d diti o n al c h a n g es: F 4 2 A a n d E 6 2 A) a n d h u m a n al b u mi n, u s e d t o i n cr e as e t h e 

m ol e c ul ar si z e a n d i m pr o v e  t h e i n vi v o h alf -lif e. T his l o n g-a cti n g  s u p er ki n e  pr e d o mi n a ntl y 
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sti m ul at es N K a n d n ai v e C D 8 +  T c ell s o v er Tr e g c ell s. M D N A 1 1 e x hi bits a f a v or a bl e 

p h ar m a c o d y n a mi c pr ofil e, tr a nsl ati n g t o str o n g t h er a p e uti c effi c a c y i n pr e cli ni c al t u m or m o d els 

a n d r o b ust, d ur a bl e i m m u n e r es p o ns es i n n o n -h u m a n pri m at es [ 4 1 7]. 

 

I.3. 2 .2    P e g yl at e d  I L -2  

I n a d diti o n t o e n h a n ci n g t h e s p e cifi cit y of I L-2, ot h er str at e gi es s e e k t o i m pr o v e t h e h alf -

lif e a n d bi ol o gi c al a cti vit y of I L-2. P e g yl ati o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei ns  c a n i m pr o v e h alf -lif e 

[ 4 1 8-4 2 0] , a n d p e g yl at e d I L -2  ( P E G-I L-2) m ol e c ul es h a v e b e e n g e n er at e d wit h  a n i n cr e as e d 

h alf -lif e, e n h a n c e d bi ol o gi c al a cti vit y , a n d a ntit u m or a cti vit y i n c o m p aris o n t o n o n -p e g yl at e d 

I L-2 [ 4 2 1-4 2 6] . P e g yl at e d I L -2 h as s h o w n pr o mi si n g effi c a c y i n cli ni c al tri als f or m et ast ati c 

m el a n o m a a n d r e n al c ell c ar ci n o m a  [ 4 2 7], i n di c ati n g it s p ot e nti al as a p ot e nt 

i m m u n o m o d ul at or. 

A n a d d e d b e n efit of p e g yl ati o n , b esi d es  i n cr e a si n g t h e h alf-lif e t hr o u g h i n cr e as e d 

m ol e c ul ar w ei g ht,  is t h e p ot e nti al alt er ati o n of t h e I L-2 m ol e c ul e t o r e dir e ct it s c ell ul ar t ar g et 

s p e cifi cit y. Pr o dr u g v ersi o ns of r hI L -2, d e c or at e d wit h r el e as a bl e P E G c h ai ns, all o w e d: (i) a 

s ust ai n e d r el e as e of t h e c yt o ki n e; (ii) a pr ol o n g e d sti m ul ati o n of t h e I L -2 R si g n ali n g p at h w a y; 

a n d (iii) a bi as e d bi n di n g of I L -2 eit h er t o I L -2 R α/ C D 2 5 or I L -2 R β/ C D 1 2 2, d e p e n di n g o n t h e 

sit es of P E G yl ati o n [ 4 2 8]. F or i nst a n c e, N K T R -2 1 4  ( B e m p e g al d esl e u ki n, B E M P E G) is a n 

e n gi n e er e d A l d esl e u ki n pr o dr u g wit h si x p e g yl at e d s urf a c e l ysi n es w hi c h  e xt e n d s it s h alf-lif e 

a n d r e d u c es it s a bilit y t o bi n d  t o I L-2 R α . T h us, t hi s m ol e c ul e is t h er ef or e bi as e d t o t h e I L -2 R β 

( Fi g ur e 15 ) [ 4 2 8, 4 2 9]. W h e n a d mi nist er e d i n vi v o, t h e P E G c h ai ns sl o wl y r el e as e, cr e ati n g a 

c as c a d e of i n cr e asi n gl y a cti v e I L -2 pr ot ei n c o nj u g at es b e ari n g  f e w er P E G c h ai ns [ 4 2 8]. D u e t o  

it s li mit e d a cti v ati o n of t h e hi g h -affi nit y  tri m eri c I L-2 R α β γ c  e x pr ess e d o n Tr e gs, N K T R -2 1 4 

w as pr e di ct e d t o  i n d u c e o nl y mil d Tr e g c ell e x p a nsi o n c o m p ar e d t o t h e e x p a nsi o n a n d a cti v ati o n 

of T a n d N K c ell s, w hi c h o nl y e x pr ess t h e i nt er m e di at e affi nit y di m eri c I L -2 R.  I n e arl y 

pr e cli ni c al st u di es, N K T R -2 1 4 m o n ot h er a p y i n d u c e d t u m or r e gr essi o n a c c o m p a ni e d b y 

pr ef er e nti al p eri p h er al a n d i ntr at u m or al e x p a nsi o n of T eff o v er Tr e gs i n v ari o us i m m u n o g e ni c 

m uri n e t u m or m o d els [ 4 2 3]. M e c h a nisti c all y, i ntr at u m or al Tr e g d e pl eti o n w as m e di at e d b y 

C D 8 +  T eff -ass o ci at e d c yt o ki n es I F N -γ a n d T N F -α. Si mil ar tr e n ds of p eri p h er al a n d 

i ntr at u m or al Tr e g a n d T eff d y n a mi cs t o g et h er wit h t u m or s hri n k a g e a n d d ur a bl e r e gr essi o n 

w er e o bs er v e d i n a s m all c o h ort of p ati e nts tr e at e d wit h N K T R -2 1 4, a n d wit h o ut c a usi n g s eri o us 

t o xi cit y [ 4 3 0]. I n a dj u v a nt t h er a p y, N K T R-2 1 4 c o m bi n e d wit h t h e P D -1 i n hi bit or Ni v ol u m a b 

pr o gr ess e d t o P h as e III tri als, s h o wi n g pr ol o n g e d s ur vi v al i n p ati e nts wit h c o m pl et el y r es e ct e d 

st a g e III/I V m el a n o m a at hi g h ris k of r e c urr e n c e [ 4 3 1]. H o w e v er, a st u d y c o m bi ni n g N K T R -

2 1 4 wit h a n ot h er P D -1 i n hi bit or, P e m br oli z u m a b, di d n ot m e et it s pri m ar y e n d p oi nt s of 

i m pr o v e d o bj e cti v e r es p o ns e r at e a n d pr o gr essi o n-fr e e s ur vi v al i n m et ast ati c m el a n o m a. Wit h 

2 0 r e gist er e d cli ni c al tri al s N K T R -2 1 4 is t h e m ost st u di e d I L -2 -b as e d c o m p o u n d, h o w e v er, d u e 

t o a l a c k of effi c a c y r e p ort e d i n t w o p h as e 3 tri als cli ni c al d e v el o p m e nt of N K T R-2 1 4 w as 

t er mi n at e d i n 2 0 2 2 [ 4 3 2, 4 3 3]. Si n c e O ct o b er 2 0 2 2, t w o ot h er n o n -al p h a I L -2 v ari a nts, N L -2 0 1 

a n d T h or -7 0 7 ( S A R 4 4 4 2 4 5) h a v e b e e n  dis c o nti n u e d or d e pri oriti z e d fr o m cli ni c al 

d e v el o p m e nt.  
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Fi g u r e 1 5 . M o d el d e m o nstr ati n g r e gi o n of P E G yl ati o n sit es at I L -2 i nt erf a c e wit h I L 2 R α. N K T R -2 1 4 

i s I L-2 at its c or e ( gr e e n) , sit es of P E G yl ati o n ar e d e pi ct e d b y r e d cir cl es. T h e γ c  r e c e pt or is d e pi ct e d i n 

pi n k, I L 2 R β i n a q u a bl u e a n d I L 2 Rα i n d ar k bl u e. A d a pt e d fr o m [ 4 2 3]. 

C o n v ers el y, N K T R -3 5 8 , a P E G yl at e d I L-2 v ari a nt wit h a l o w er affi nit y f or I L -2 R β 

c o m p ar e d t o I L -2 R α, pr ef er e nti all y sti m ul at es  Tr e gs o v er c o n v e nti o n al T c ell s ( Tc o n v). I niti al 

st u di es i n m uri n e a n d si mi a n m o d els of S L E a n d c ut a n e o us h y p ers e nsiti vit y s h o w e d t h at 

N K T R -3 5 8 c o ul d r est or e Tr e g c ell f u n cti o n [ 4 3 4]. I n h u m a ns, a P h as e I st u d y i n di c at e d t h at 

N K T R -3 5 8 w as w ell -t ol er at e d, h a d a s uit a bl e p h ar m a c o ki n eti c pr ofil e all o wi n g  bi w e e kl y 

d osi n g, a n d si g nifi c a ntl y i n cr e as e d C D 2 5 bri g ht  Tr e gs wit h o ut aff e cti n g Tc o n v c ell s [ 4 3 5]. T h es e 

pr o misi n g r es ult s s u p p ort f urt h er cli ni c al e v al u ati o n of N K T R -3 5 8 i n S L E a n d ot h er 

i nfl a m m at or y dis e as es.  H o w e v er, of t h e ni n e r e gist er e d tri als t esti n g N K T R -3 5 8, o nl y o n e 

P h as e I st u d y ( N C T 0 3 5 5 6 0 0 7) r e p orts cli ni c al r es ult s. T h es e r es ult s di d n ot r e v e al a n y 

si g nifi c a nt tr e at m e nt -r el at e d c h a n g es i n t h e v ali d at e d S L E Dis e as e A cti vit y I n d e x or t h e c o u nts 

of aff e ct e d j oi nts i n S L E p ati e nts. N o n et h el es s, a d os e -d e p e n d e nt i m pr o v e m e nt i n s ki n 

m a nif est ati o ns, m e as ur e d usi n g t h e C ut a n e o us L u p us Er yt h e m at os us Dis e as e Ar e a a n d S e v erit y 

I n d e x, w as o bs er v e d. 

 

I.3. 2. 3    T a r g et e d I L -2 a n d I L -2 m ut ei n s  
T o miti g at e t h e t o xi cit y a ss o ci at e d wit h t h e s yst e mi c a d mi nistr ati o n of H D I L -2, v ari o us 

I L-2 -b as e d i m m u n o c yt o ki n es (I C )s h a v e b e e n d e v el o p e d. S o m e I Cs c o nsist of I L -2 f us e d t o 

a nti b o di es t ar g eti n g t u m or -ass o ci at e d a nti g e ns ( T A A) a n d s u c h I Cs h a v e s h o w n pr o misi n g 

r es ult s i n pr e cli ni c al m o d els [ 4 3 6-4 4 1] . O n c e b o u n d t o t h e T A A, t h es e I L-2 -b as e d I Cs pr o m ot e 

t h e i n sit u r e cr uit m e nt a n d a cti v ati o n of N K a n d c yt ot o xi c C D 8 +  T c ells. T his r e cr uit m e nt 

f a cilit at es a s hift i n t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt t o w ar ds a cl assi c al T h 1 a nti -t u m or i m m u n e 

r es p o ns e, w hi c h is f urt h er s u p p ort e d b y t h e i nt er a cti o n b et w e e n N K c ell s a n d D Cs. 

A d diti o n all y, s o m e t u m or -t ar g et e d I L-2 -b as e d I Cs h a v e b e e n d e m o nstr at e d t o i n d u c e t u m or c ell 
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killi n g t hr o u g h a nti b o d y -d e p e n d e nt c ell ul ar c yt ot o xi cit y ( A D C C) vi a e n g a g e m e nt of F c γ 

r e c e pt ors [ 4 4 2, 4 4 3].  

D arl e u ki n  ( L 1 9I L 2) is a f ull y h u m a n i m m u n osti m ul at or y pr o d u ct c o nsisti n g of t h e 

h u m a n L 1 9 a nti b o d y f us e d t o t h e rh I L-2  ( Fi g ur e 16 ). T h e f usi o n of I L -2 t o t h e L 1 9 a nti b o d y, 

s p e cifi c t o t h e  h u m a n fi br o n e cti n e xtr a -d o m ai n B  r es ult s i n a t u m or-t ar g et e d m ol e c ul e , w hi c h 

s el e cti v el y l o c ali z es at t h e sit e of dis e as e, w hil e s p ari n g h e alt h y or g a ns [ 4 4 4]. D arl e u ki n, gi v e n 

i. v. or i ntr at u m or all y,  s h o ws str o n g a nti -c a n c er a cti vit y, es p e ci all y w h e n c o m bi n e d wit h ot h er 

t h er a p e uti c m o d aliti es. M e c h a nisti c all y, D arl e u ki n  a cti v at es  t u m or-s p e cifi c T c ell s a n d N K 

c ell s at t h e sit e of dis e as e , i. e. dir e ctl y wit hi n t h e t u m or m ass. D arl e u ki n h as b e e n t est e d i n 

n u m er o us cli ni c al st u di es  (I-III) a n d n u m er o u s t u m ors ( m et ast ati c m el a n o m a, v ari o us 

c ar ci n o m as of t h e s ki n, et c.), b ot h as m o n ot h er a p y a n d i n c o m bi n ati o n wit h ot h er dr u gs  [ 4 4 5]. 

Pr o misi n g p h as e I r es ult s h a v e b e e n o bt ai n e d es p e ci all y w h e n D arl e u ki n w as c o m bi n e d wit h 

st er e ot a cti c a bl ati v e r a di ot h er a p y ( S A B R). I n c oll a b or ati o n wit h t h e I M M U N O S A B R 

E ur o p e a n C o ns orti u m, D arl e u ki n is c urr e ntl y b ei n g st u di e d i n a p h as e II cli ni c al tri a l i n p ati e nts 

wit h a d v a n c e d n o n -s m all c ell l u n g c a n c er i n c o m bi n ati o n wit h S A B R a n d a nti -P D -1 t h er a p y  

[ 4 4 6]. 

 

Fi g u r e 1 6 . D arl e u ki n ( L 1 9I L 2) c o nsi st s  of t h e h u m a n i z e d L 1 9 m A b  f us e d t o t h e h I L-2.  A d a pt e d fr o m  

P hil o g e n. c o m  

A L T -8 0 1  is a n ot h er I C  c o m p os e d of a n  I L-2 li n k e d t o a si n gl e -c h ai n T C R d o m ai n 

r e c o g ni zi n g a mi n o a ci ds 2 6 4– 2 7 2 of h u m a n p 5 3 a nti g e n, t h us s h uttli n g I L -2 t o t h e t u m or  [ 4 4 7, 

4 4 8] . H u 1 4. 1 8 -I L 2 c o nsi st s of t w o h I L-2 m ol e c ul es f us e d t o a n a nti -g a n gli osi d e G D 2 m A b 

[ 4 4 9-4 5 1]  a n d DI -L e u 1 6 – I L 2 is a f usi o n pr ot ei n of I L-2 a n d a C D 2 0 -t ar g eti n g m A b  [ 4 5 2]. All 

t h es e m ol e c ul es a d v a n c e d t o cli ni c al tri als; h o w e v er, t h e y h a v e eit h er b e e n c o m pl et e d, 

t er mi n at e d, or wit h dr a w n, i n di c ati n g t h at f urt h er cli ni c al d e v el o p m e nt h as b e e n s us p e n d e d.  
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F urt h er m or e, t h e m o d ul ati o n of t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt ( T M E) c a n als o b e 

a c hi e v e d usi n g I L-2 -b as e d I Cs . A n o v el  cl ass of m o n o m eri c t u m or -t ar g et e d I C i n w hi c h a 

si n gl e-e n gi n e er e d  I L-2 v ari a nt (I L -2 v) wit h a b oli s h e d C D 2 5 bi n di n g is f us e d t o t h e C -t er mi n us 

of a n a nti b o d y a g ai nst t h e C E A h as b e e n d es cri b e d  [ 4 4 2]. C E A -I L-2 v d e m o nstr at e d s u p eri or 

s af et y, p h ar m a c o ki n eti cs , a n d t u m or t ar g eti n g w hil e l a c ki n g pr ef er e nti al i n d u cti o n of Tr e g c ell s 

d u e t o a b oli s h e d C D 2 5 bi n di n g. At t h e s a m e ti m e, t hi s c o nstr u ct s h o w e d m o n o v al e n c y a n d hi g h -

affi nit y t u m or t ar g eti n g a s c o m p ar e d t o cl assi c al I L-2 -b as e d  I Cs. M or e o v er, C E A -I L-2 v r et ai ns 

t h e c a p a cit y t o a cti v at e a n d e x p a n d N K a n d C D 8+  eff e ct or T c ell s t hr o u g h I L -2 R β γ c  i n t h e 

p eri p h er y a n d t h e T M E.  C E A -I L 2 v tr e at m e nt r es ult e d i n s u p eri or effi c a c y w h e n a d mi nist er e d 

i n c o m bi n ati o n wit h P D-L 1 c h e c k p oi nt bl o c k a d e or wit h A D C C -c o m p et e nt  a nti b o di es, s u c h as 

tr ast u z u m a b a n d c et u xi m a b [ 4 4 2]. 

H o w e v er, t ar g eti n g pr ot ei ns e x pr ess e d o n t h e s urf a c e of t u m or c ell s p oss e ss es  s e v er al 

li mit ati o ns. T h es e i n cl u d e t h e tr a nsi e nt e x pr essi o n of T A As, a n d r a pi d i nt er n ali z ati o n a n d 

d e gr a d ati o n of I Cs i n t h e l ys os o m al c o m p art m e nt, all of w hi c h c o ntri b ut e t o t h e f ail ur e t o 

a c hi e v e t h e e x p e ct e d t h er a p e uti c eff e ct. F urt h er m or e, t h e hi g h er affi nit y of I L -2 f or it s r e c e pt or 

c o m p ar e d t o t h e a nti b o d y f or it s a nti g e n m a y li mit eff e cti v e t u m or t ar g eti n g. R e c e nt st u di es als o 

s u g g est t h at t h e effi c a c y a n d bi o di stri b uti o n o f I L-2 v ari a nts m a y n ot a d e q u at el y b e attri b ut e d 

s ol el y t o T A A  t ar g eti n g [ 4 5 3, 4 5 4]. A d diti o n all y, t h e s yst e mi c d eli v er y of I Cs m a y a cti v at e T 

c ell s i n b ot h l y m p h oi d a n d n o n -l y m p h oi d ti ss u es, c o ntri b uti n g t o s e v er e t o xi cit y a n d li mit e d 

a nti -t u m or effi c a c y. 
I L-2 R β γ c -bi as e d I L-2  a g o nist s h a v e  als o b e e n dir e ct e d t o s p e cifi c T c ell s u bs ets wit h 

‘ bis p e cifi c’ a nti b o di es, r ef err e d t o as cis -t ar g eti n g, f or e x a m pl e, t o C D 8+  T  c ell s or T c ell s 

e x pr essi n g P D -1  [ 4 5 5, 4 5 6]. T h es e a p pr o a c h es ar e e x p e ct e d t o i n cr e as e t h e I L-2 eff e ct wit hi n 

t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt a n d/ or bi as I L-2 a w a y fr o m i nt er a cti o n wit h N K c ell s  a n d Tr e gs.  

C D 8 cis -t ar g et e d I L-2  p r o m ot ed  ro b ust e ff e ct or T c ell res p o ns es a n d p ot e nt a ntit u m or im m u nit y  

[ 4 5 5] a n d dr o v e  p ot e nt a nti vir al r es p o ns e a g ai nst h e p atiti s B vir us  [ 4 5 7]. A  r e c e nt p u bli c ati o n 

i n di c at es t h at cis -t ar g eti n g of n o n-al p h a I L -2 m ut ei n t o T-c ell s m a y b y p ass t h e r e q uir e m e nt f or 

C D 2 5 bi n di n g  n e e d e d f or t h e g e n er ati o n of b ett er eff e ct ors  [ 4 5 6]. I n t hi s w a y, a sp e cifi c I L -2 

d eli v er y t o C D 8 +  P D 1 +  T c ell s, w hi c h ar e f o u n d p arti c ul arl y i n t u m ors, is e ns ur e d usi n g a 

c hi m eri c m ol e c ul e of a nti -P D -1 m A b f us e d t o I L-2 v ari a nts bi n di n g s p e cifi c all y t o i nt er m e di at e 

affi nit y I L -2 R β γ c . Pr o misi n g pr e cli ni c al d at a  [ 4 5 6, 4 5 8, 4 5 9] e n c o ur a g e d cli ni c al  tri als wit h 

i m m u n o c yt o ki n e P D 1 -I L 2 v, eit h er al o n e or c o m bi n e d wit h At e z oli z u m a b , i n a d v a n c e d t u m ors 

( N C T 0 4 3 0 3 8 5 8). 

 

I.3. 3    C o m pl e x es of I L-2 a n d a nti -I L-2 m A bs  

A n ot h er str at e g y t o r e d u c e t h e li mit ati o ns of I L-2 t h er a p y i n v ol v es c o m pl e xi n g  I L-2 

wit h s p e cifi c a nti -I L-2 m A bs, cr e ati n g I L -2/ a nti -I L-2 m A b c o m pl e x es (I L -2 c o). T h es e 

c o m pl e x es e x hi bit si g nifi c a ntl y e n h a n c e d bi ol o gi c al a cti vit y i n vi v o [ 7 4]. M or e o v er, t h e y 

p oss ess s el e cti v e sti m ul at or y a cti vit y f or disti n ct I L -2 -r es p o nsi v e i m m u n e c ell s u bs ets g o v er n e d  

b y t h e cl o n e of  m A b us e d . 
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I.3. 3 . 1   C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o   

C o m pl e x es f or m e d b y  t h e S 4 B 6 m A b ( m I L 2-s p e cifi c ; I L-2/ S 4 B 6 h e n c ef ort h ) a n d 

M A B 6 0 2 ( h I L-2 -s p e cifi c ; I L-2/ M A B 6 0 2 h e n c ef ort h ) ar e C D 1 2 2 -bi as e d . T his I L-2 c o r e q uir es 

o nl y t h e I L-2 R β γ c  t o e x ert it s bi ol o gi c al a cti vit y a n d pr ef er e nti all y sti m ul at es C D 1 2 2 hi g h  c ell 

p o p ul ati o ns, s u c h as m e m or y C D 8 +  T a n d N K c ell s [ 9 4]. I n mi c e, a d mi nistr ati o n of I L-2/ S 4 B 6 

h as b e e n s h o w n t o i n cr e as e m e m or y -p h e n ot y p e  ( M P) C D 8 + T c ell c o u nts u p t o 1 0 0 -f ol d a n d 

si g nifi c a ntl y b o ost N K c ell n u m b ers b y d a y 7 p ost -a d mi nistr ati o n, pri m aril y i n t h e s pl e e n a n d 

l y m p h n o d es, wit h o nl y mi ni m al i n cr e as es i n C D 4+  T c ell s or B c ell s [ 7 4, 4 6 0, 4 6 1]. 

I nt er esti n gl y, I L-2/ S 4 B 6 c o m pl e x es als o sti m ul at e Tr e gs, al b eit t o a l es s er e xt e nt ( < 2 -f ol d 

i n cr e as e), i n a C D 2 5-i n d e p e n d e nt m a n n er [ 7 4].  

Kri e g et al.  r e p ort e d t h at s e v er e p ul m o n ar y e d e m a, a n ot a bl e si d e eff e ct of I L-2 t h er a p y, 

d o es n ot r es ult fr o m c yt o ki n e r el e as e b y a cti v at e d N K c ell s b ut r at h er fr o m t h e dir e ct i nt er a cti o n 

of I L -2 wit h tri m eri c I L -2 R  o n C D 3 1 +  l u n g e n d ot h eli al c ell s [ 9 4]. T his a d v ers e eff e ct c a n b e 

miti g at e d eit h er b y usi n g C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o  or b y e m pl o yi n g bl o c ki n g a nti b o di es a g ai nst 

C D 2 5  [ 9 4, 2 1 4]. 

Pr e cli ni c al st u di es i n m el a n o m a -b e ari n g mi c e r e v e al e d t h e s u p eri orit y of I L -2/ S 4 B 6 

o v er fr e e I L -2 b e c a us e: (i) t h e I L -2 i nt er a cti o n wit h I L -2 R α +  e n d ot h eli al c ell s w as disr u pt e d 

a n d v as c ul ar l e a k s y n dr o m e w as pr e v e nt e d; a n d (ii) n ai v e I L -2 R β γ c
+  C D 8 +  T a n d N K c ell s w er e 

pr ef er e nti all y a m plifi e d o v er I L -2 R α β γ c
+  Tr e gs. T h es e c o m pl e x es n ot o nl y e x hi bit hi g h er 

a ntit u m or a cti vit y b ut als o s h o w p ot e nti al s y n er g y wit h i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit ors [ 9 4, 4 6 2, 

4 6 3] . F or i nst a n c e, i n a n a ut o c ht h o n o us l u n g a d e n o c ar ci n o m a m o d el, c o m bi ni n g I L -2/ M A B 6 0 2 

wit h a nti -P D -1  m A b  i n cr e as e d C D 8 +  T  c ell i nfiltr ati o n i n t h e l u n g a n d c o ntr oll e d t u m or gr o wt h. 

E v e n i n m o d els r esist a nt t o c h e c k p oi nt i n hi bit ors, s u c h as B 1 6 -O V A, c o m bi ni n g I L -2/ M A B 6 0 2 

wit h eit h er P D -1 or C T L A -4 p at h w a y bl o c k a d e c o ul d r e v ers e r esist a n c e. T h es e eff e cts c a n b e 

attri b ut e d t o r ei n vi g or ati n g e x h a ust e d i ntr at u m or al C D 8 +  T c ell s si mil ar  t o t h os e i n d u c e d b y 

P D -1 + I L -2 c o m bi n ati o n t h er a p y  i n c hr o ni c i nf e cti o n. M or e o v er, I L -2/ M A B 6 0 2 c o m b i n e d 

wit h a nti -C T L A -4  m A b  u ni q u el y r es c u e d N K c ell a ntit u m or f u n cti o n b y m o d ul ati n g 

i ntr at u m or al Tr e g c ell s. T his d e m o nstr at es t h at c o m bi ni n g I L-2/ M A B 6 0 2 wit h P D -1 or C T L A -

4 p at h w a y bl o c k a d e o p er at es t hr o u g h diff er e nt c ell ul ar m e c h a nis m s, s u g g e sti n g a p at h t o w ar d 

t h e r ati o n al d esi g n of c o m bi n at ori al a ntit u m or t h er a pi es [ 4 6 2]. I n ot h er st u di es, I L-2/ S 4 B 6 

tr e at m e nt pr e v e nt e d l et h al t o x o pl as m osis t hr o u g h I L-1 2 - a n d I L -1 8 -d e p e n d e nt I F N -γ 

pr o d u cti o n b y n o n -C D 4 i m m u n e c ell s [ 4 6 4] a n d si g nifi c a ntl y r e d u c e d vir al l o a ds d uri n g 

p ersist e nt vir us i nf e cti o n s [ 4 6 5]. 

T o pr o c e e d t o w ar d cli ni c al d e v el o p m e nt, Ar e n as -R a mir e z a n d c oll e a g u es [ 4 6 6] 

d e v el o p e d a m A b  t o hI L-2, n a m e d N A R A 1, w hi c h bi n ds t o t h e C D 2 5 -bi n di n g  e pit o p e i n I L-2 . 

T his pr e v e nts t h e ass o ci ati o n of I L-2 wit h C D 2 5 a n d f or ms C D 1 2 2 -bi a s e d hI L -2/ N A R A 1 

c o m pl e x es [ 4 6 6]. C o m p ar e d t o u n b o u n d hI L-2 a n d si mil arl y t o I L -2/ S 4 B 6 c o m pl e x es, s u c h 

hI L -2/ N A R A 1 c o m pl e x e s pr ol o n g t h e h alf -lif e of hI L-2 a n d pr ef er e nti all y a cti v at e C D 1 2 2 hi g h  

C D 8 +  T a n d N K c ell s, w hil e r e d u ci n g t h e ass o ci ati o n wit h C D 2 5 -e x pr essi n g Tr e g a n d 

e n d ot h eli al c ell s. T his r es ult s i n e n h a n c e d e x p a nsi o n of t u m or -s p e cifi c as w ell as ot h er  C D 8 +  T 

c ell s wit h r o b ust I F N-γ pr o d u cti o n a n d l o w l e v els of e x h a usti o n m ar k ers ( P D -1, L A G -3, TI M -

3), l e a di n g t o s u p eri or C D 8 + T c ell -m e di at e d t u m or c o ntr ol i n s e v er al m el a n o m a m o us e m o d els 

[ 4 6 6]. 
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A N V 4 1 9, a s e c o n d -g e n er ati o n I L -2 c o  f usi o n pr ot ei n of I L-2 f us e d t o t h e a nti -I L-2 m A b 

N A R A 1 [ 4 6 7], h as e nt er e d P h as e I/II cli ni c al t esti n g as a m o n ot h er a p y or i n c o m bi n ati o n wit h 

a nti -P D -1 or a nti -C T L A -4 m A bs ( cli ni c al tri als N C T 0 4 8 5 5 9 2 9, N C T 0 5 5 7 8 8 7 2). First-

g e n er ati o n I L -2 c o m pl e x es, A U -0 0 7 a n d S L C -3 0 1 0, w h er e I L -2 is n o n -c o v al e ntl y c o m pl e x e d 

t o s p e cifi c a nti -I L-2 m A bs ar e als o i n cli ni c al d e v el o p m e nt  ( cli ni c al tri als N C T 0 5 2 6 7 6 2 6 , 

N C T 0 5 5 2 5 2 4 7 ). 

I.3. 3 . 2   C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o   

I n c o ntr ast t o C D 1 2 2 -bi a s e d c o m pl e x es, C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o , utili zi n g m A bs s u c h as 

m o us e J E S 6 -1 A 1 2  (I L-2/J E S 6 h e n c ef ort h)  a n d h u m a n 5 3 4 4, i nt er a ct hi g hl y s el e cti v el y  wit h 

c ell s e x pr essi n g hi g h l e v els of C D 2 5 al o n g wit h I L -2 R β γ c  [ 9 4]. T his s p e cifi cit y eff e cti v el y 

e x cl u d es C D 2 5 −  c ell p o p ul ati o ns t h at d o n ot utili z e I L -2/J E S 6 e v e n if t h e y e x pr ess b ot h C D 1 2 2 

a n d C D 1 3 2, m a ki n g t h es e c o m pl e x es hi g hl y s el e cti v e f or Tr e g c ell s  a n d a cti v at e d T c ell s  [ 7 4]. 

T his s el e cti v e sti m ul ati o n h as si g nifi c a nt i m pli c ati o ns: e x p a n d e d Tr e g c ells e x hi bit at 

l e ast si mil ar s u p pr essi v e a cti vit y  c o m p ar e d t o n or m al Tr e g c ell s  [ 4 6 8]. T h e p h e n ot y p e of 

e x p a n d e d Tr e g c ell s is c h ar a ct eri z e d b y a c o nsi d er a bl e, al b eit tr a nsi e nt, i n cr e as e i n m ol e c ul es 

criti c al f or t h eir s u p pr essi v e p ot e nti al, i n cl u di n g C D 2 5, I C O S, C T L A -4, a n d GI T R. 

A d diti o n all y, t h es e I L-2 c o  i n d u c e a mil d tr a nsi e nt ris e i n ot h er m ar k ers li k e C D 4 4, T G F-β, 

I C A M-1, a n d P D -1, t y pi c all y f o u n d o n Tr e g c ell s. T h er e is als o a c o nsi d er a bl e b uil d -u p of I L -

1 0 m R N A pr o d u cti o n wit h a r es p e cti v e i n cr e as e i n t h e s u p pr essi v e a cti vit y i n vit r o a n d wit h t h e 

s a m e tr a nsi e nt c h ar a ct er as is s e e n  f or t h e s urf a c e m ol e c ul es [ 3 5 2]. 

I nt er esti n gl y, a si mil ar r es p o ns e is o bs er v e d i n r e c e ntl y a cti v at e d C D 8 +  T c ell s, w hi c h 

u p o n T C R sti m ul ati o n e x pr ess C D 2 5, m a ki n g t h e m r e c e pti v e t o I L -2/J E S 6. T h e e x p a nsi o n of 

t h es e c ell s c a n i n cr e as e t h eir c o u nt b y m or e t h a n t hr e e or d ers of m a g nit u d e wit hi n o n e w e e k, 

cr e ati n g a r o b ust p o p ul ati o n of m e m or y p h e n ot y p e C D 8 +  T c ell s ( C D 4 4 hi g h C D 1 2 2 hi g h ) c a p a bl e 

of e x e c uti n g eff e ct or f u n cti o ns u p o n r e c ei vi n g a T C R si g n al  [ 4 6 9]. T h us, C D 2 5 -bi as e d  I L-2 c o  

ar e c a p a bl e of i n d u ci n g s el e cti v e e x p a nsi o n of C D 2 5 + C D 4 +  Tr e gs a n d r e c e ntl y a cti v at e d T c ell s 

m u c h m or e effi ci e ntl y t h a n I L -2 a d mi nistr ati o n al o n e [ 7 4, 9 4]. 

L ét o ur n e a u a n d c oll e a g u es d e m o nstr at e d t h at t h e i n vi v o a cti vit y of C D 2 5 -bi as e d  I L-

2 c o  is h e a vil y d e p e n d e nt o n t h e pr es e n c e of n e o n at al F c r e c e pt or ( F c R n), w hil e t h e f u n cti o n of 

C D 1 2 2 -bi as e d  I L-2 c o  b e n efits fr o m a pr ol o n g e d h alf -lif e a n d r e d u c e d i nt er a cti o n wit h C D 2 5 

[ 4 6 3]. It h as b e e n o bs er v e d t h at d e pl eti n g C D 8+  T a n d N K c ell s e xt e n ds t h e h alf -lif e of C D 1 2 2-

bi as e d  I L-2 c o  t o a p pr o xi m at e t h at of C D 2 5-bi as e d  o n es . T his s u g g e sts t h at t h e r a pi d 

c o ns u m pti o n of I L -2 b y di vi di n g M P  C D 8 +  T a n d N K c ell s li mits t h e h alf -lif e of C D 1 2 2-bi as e d  

I L-2 c o  t o a b o ut 2 4 h . I n c o ntr ast, C D 2 5-bi as e d  I L-2 c o  s el e cti v el y bi n ds  t o a s m all er p o p ul ati o n 

of C D 2 5 -e x pr essi n g c ells, pri m aril y C D 2 5 + C D 4 +  T c ell s, w hi c h r es ult s i n a lif es p a n of 

a p pr o xi m at el y 7 2 h . T h e diff er e nti al c o ns u m pti o n of t h es e I L -2 c o  pr o vi d es i nsi g ht i nt o t h eir 

v ar yi n g h alf -li v es a n d F c R n d e p e n d e n c y. T his is s u p p ort e d b y fi n di n gs t h at t h e h alf-lif e of 

C D 2 5 -bi as e d  I L-2 c o  is si g nifi c a ntl y s h ort er i n F c R n− /−  mi c e, w hil e t h e h alf -lif e of C D 1 2 2-

bi as e d  I L-2 c o  r e m ai ns l ar g el y u n c h a n g e d. I m p ort a ntl y, F c R n is k n o w n t o pl a y a cr u ci al r ol e i n 

t h e s er u m I g G h alf-lif e [ 4 7 0].  

T h es e o bs er v ati o ns u n d ers c or e t h e p ot e nti al of C D 2 5 -bi as e d  I L-2 c o  as a str at e gi c t o ol 

f or i m pr o vi n g I L-2 -b as e d i m m u n ot h er a pi es. B y mi mi c ki n g t h e bi ol o gi c al eff e cts of I L -2 

m o n ot h er a p y b ut at a t ar g et e d a n d l o w er c o n c e ntr ati o n, t h es e c o m pl e x es c o ul d mi ni mi z e t h e 
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u n d esir a bl e si d e eff e cts a ss o ci at e d wit h I L -2. T h e effi c a c y of I L -2/J E S 6 a d mi ni str ati o n h as b e e n 

c o nfir m e d i n v ari o u s pr e cli ni c al m o d els, i n cl u di n g e x p eri m e nt al a ut oi m m u n e 

e n c e p h al o m y eliti s  [ 3 5 2], di a b et es [ 3 5 7], all er g y [ 4 7 1], a n d s oli d or g a n tr a ns pl a nt ati o n [ 3 5 7]. 

A d diti o n al st u di es h a v e s h o w n t h at I L -2/J E S 6 tr e at m e nt c a n s u p pr ess c oll a g e n -i n d u c e d art hritis 

[ 4 7 2], pr o m ot e l o n g-t er m a c c e pt a n c e of isl et all o gr afts [ 3 5 2], att e n u at e at h er os cl er osis [ 4 7 3], 

a n d r e d u c e e x p eri m e nt al m y ast h e ni a i n mi c e  [ 4 6 8], f urt h er a d v o c ati n g f or it s r ol e i n tr e ati n g 

a ut oi m m u n e dis or d ers.  

M or e o v er, i n a st u d y b y Di a z -d e -D ur a n a a n d c oll e a g u es  [ 4 7 4], I L-2/J E S 6 tr e at m e nt w as 

ass o ci at e d wit h i n cr e as e d  p a n cr e ati c isl et  β -c ell pr olif er ati o n, i n di c ati n g a p ossi bl e r ol e f or I L -

2 i m m u n ot h er a p y i n β -c ell r e g e n er ati o n. H o w e v er, t h e s p e cifi c m e c h a nis ms u n d erl yi n g t hi s 

eff e ct r e m ai n u n cl e ar, hi g hli g hti n g t h e n e e d f or f urt h er i n v esti g ati o n i nt o h o w I L -2/J E S 6 m a y 

c o ntri b ut e t o β -c ell r e g e n er ati o n.  

I n pr e cli ni c al  st u di es , F 5 1 1 1. 2 , a first-g e n er ati o n cli ni c al -gr a d e pr o -Tr e g a nti -I L-2  m A b  

c o m pl e x e d wit h r hI L -2, h as s h o w n eff e cti v e n ess i n i n d u ci n g T 1 D r e mi ssi o n i n di a b eti c mi c e 

a n d i n r e d u ci n g t h e s e v erit y of x e n o g e n ei c G v H D a n d E A E  [ 4 7 5]. 
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II. Ai ms  

T h e ai m s of t hi s t h esis ar e f o c us e d o n m a ki n g pr o gr ess i n t h e fi el d of i m m u n ot h er a p y b y 

d e v el o pi n g a n d e v al u ati n g t h e bi ol o gi c al a cti viti es of i n n o v ati v e I L-2 -b as e d 

i m m u n ot h er a p e uti cs wit h e n h a n c e d t h er a p e uti c pr ofil es f or t h e tr e at m e nt of c a n c er a n d 

a ut oi m m u n e dis e as es. S p e cifi c all y, t hi s r es e ar c h f o c us es o n o v er c o mi n g t h e li mit ati o ns 

ass o ci at e d wit h n ati v e I L -2 t h er a p y, s u c h as it s s h ort h alf -lif e a n d d ose -d e p e n d e nt a d v ers e 

eff e cts, b y d esi g ni n g a n d t esti n g n o v el I L -2 f or m ul ati o ns. T hr o u g h a c o m bi n ati o n of m ol e c ul ar 

e n gi n e eri n g a n d pr ot ei n c h e mi str y, t h e t h esis is ai m e d t o:  

 

1.  D esi g n a n d d e v el o p n o v el I L -2 f o r m ul ati o n s : 

o  I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e : a n I L-2 m o difi e d wit h p ol y( N -( 2-

h y dr o x y pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e), d esi g n e d t o i m pr o v e t h e p h ar m a c o ki n eti c 

pr o p erti es a n d bi ol o gi c al a cti vit y of I L -2 i n vi v o.  

o  I m m u n o c yt o ki n es : 

1.  s cI L -2/ S 4 B 6 I C : a pr ot ei n c hi m er a w h er e I L-2 is c o v al e ntl y li n k e d t o 

t h e li g ht c h ai n of t h e S 4 B 6 m A b vi a a fl e xi bl e ( Gl y4 S er) 3  s p a c er, 

d esi g n e d  t o i n cr e as e t h e bi ol o gi c al a cti vit y of I L-2 w hil e mi ni m ali zi n g 

li mit ati o ns ass o ci at e d wit h I L-2 c o (st oi c hi o m etr y, p ossi bl e diss o ci ati o n 

of I L -2 c o) , a n d t o s el e cti v el y sti m ul at e C D 1 2 2 hi g h  c ell s.  

2.  J Y 3 I C : a n e n gi n e er e d I L-2 -J E S 6 pr ot ei n c hi m er a pr es er v es  t h e u ni q u e 

m e c h a nis m of a cti o n of C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o wit h o ut t h e w ell -k n o w n  

li mit ati o ns (st oi c hi o m etr y, p ossi bl e diss o ci ati o n of I L -2 c o ), d esi g n e d  t o 

s el e cti v el y sti m ul at e Tr e g c ell e x p a nsi o n a n d t h eir s u p pr essi v e a cti vit y.  

2.  E v al u at e bi ol o gi c al a cti vit y a n d t h e r a p e uti c effi c a c y : 

o  C o n d u ct c o m pr e h e nsi v e i n vit r o a n d i n vi v o ass ess m e nts t o d et er mi n e t h e 

bi ol o gi c al a cti vit y of t h e d e v el o p e d I L -2 v ari a nts.  

o  T est t h e t h er a p e uti c effi c a c y of t h es e I L -2 f or m ul ati o ns i n e x p eri m e nt al m o d els 

of v a c ci n ati o n a n d a ut oi m m u n e dis e as e, e x a mi ni n g t h eir p ot e nti al t o e n h a n c e 

i m m u n e r es p o ns es a n d c o ntr ol dis e as e pr o gr essi o n. 

3.  P r o vi d e m e c h a nisti c i n si g hts : 

o  E x pl or e t h e disti n ct i nt er a cti o ns of I L -2 R s u b u nits wit h I L -2 b o u n d t o eit h er 

S 4 B 6 or J E S 6 -1 A 1 2 a nti -I L-2 m A bs.  

o  El u ci d at e h o w t h es e i nt er a cti o ns aff e ct t h e b al a n c e b et w e e n t h e sti m ul ati o n of 

C D 1 2 2 hi g h  eff e ct or T a n d N K c ell s a n d C D 2 5 hi g h  Tr e g c ell s, c o ntri b uti n g t o t h e 

o bs er v e d bi ol o gi c al a cti viti es a n d t h er a p e uti c o ut c o m es.  

4.  A d d r ess s af et y c o n c e r n s of C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o : 

o  I n v esti g at e t h e u n e x p e ct e dl y  p o w erf ul s e nsiti z ati o n of mi c e t o L P S -m e di at e d 

s h o c k a n d m ort alit y t hr o u g h C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o.  

o  El u ci d at e t h e m e c h a nis m of t hi s e xtr a or di n aril y  str o n g s e nsiti z ati o n a n d  i d e ntif y 
t h e k e y c ell s u bs ets as w ell as t h e m ol e c ul ar m e di at ors i n v ol v e d.  

o   
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III. M at e ri als a n d m et h o ds  

All f urt h er d es cri b e d m et h o ds  w er e c o n d u ct e d usi n g m uri n e m o d els . W e utili z e d t h e 

f oll o wi n g m o us e str ai ns: i n br e d str ai ns C 5 7 B L/ 6  ( B 6 h e n c ef ort h), B A L B/ c; T C R tr a ns g e ni c 

O T -I a n d  O T -II o n B 6 b a c k gr o u n d;  c o n g e ni c str ai n B 6. S J L ( L y 5. 1) ; at h y mi c C D 1 n u d e 

( N u/ N u); mi c e d efi ci e nt i n p arti c ul ar g e n e  I F N-γ -/- ( B 6 b a c k gr o u n d), a n d R a g 1-/- ( B A L B/ c 

b a c k gr o u n d) . B ot h m al e a n d f e m al e mi c e a g e d b et w e e n 8  a n d 1 6  w e e k s w er e us e d i n t h e 

e x p eri m e nts. A g e - a n d s e x -m at c h e d p airs of a ni m als w er e us e d i n t h e e x p eri m e nt al gr o u ps. All 

a ni m als w er e br e d i n t h e a ni m al f a ciliti es of t h e I n stit ut e of M ol e c ul ar Bi ol o g y or t h e I nstit ut e 

of P h ysi ol o g y u n d er  C z e c h R e p u bli c l a ws. T h e y w er e h o us e d i n i n di vi d u all y v e ntil at e d c a g es 

u n d er s p e cifi c p at h o g e n -fr e e c o n diti o ns. A ni m al pr ot o c ols w er e a p pr o v e d b y t h e C z e c h  

A c a d e m y of S ci e n c es, C z e c h R e p u bli c.  

T h e m ost c o m m o n  a p pr o a c h of t h e f oll o wi n g st u d i es w as t h e e x e c uti o n of i n vi v o or e x 

vi v o  e x p eri m e nts, f oll o w e d b y fl o w c yt o m etr y. Ot h er i n vi v o a p pr o a c h e s i n cl u d e d s ur vi v al 

m o nit ori n g, b o d y t e m p er at ur e m e as ur e m e nt s, or  a ss ess m e nt of v as c ul ar l e a k s y n dr o m e i n t h e 

l u n gs. I n vit r o a n d e x vi v o  ass a ys us e d d uri n g m y P h D  st u d i es i n cl u d e d E LI S A, M A C S -b as e d 

c ell is ol ati o ns,  pr olif er ati o n ass a ys  vi a  [3 H] -t h y mi di n e i n c or p or ati o n i n vit r o a n d  vi a  C T V  or 

C F S E  l a b eli n g of p urifi e d c ell s u bs ets e x vi v o , i n vi v o Br d U i n c or p or ati o n, e x vi v o  d et e cti o n of 

i ntr a c ell ul ar c yt o ki n es i n i m m u n e c ell s wit h i n vi v o i nj e cti o n of Br ef el di n A. M et h o ds ar e 

d es cri b e d i n  d et ail wit hi n  t h e r el e v a nt p u bli c ati o ns. M et h o ds n ot i n cl u d e d i n p u bli s h e d p a p ers 

i n v ol ve  Tr e g s u p pr essi o n ass a ys  i n vit r o, is ol ati o n of b o n e m arr o w c ell s , is ol ati o n of p erit o n e al 

m a cr o p h a g es , a n d p h os p h or yl at e d S T A T 5 st ai ni n g. A d diti o n all y, I o pti mi z e d  wit hi n m y w or k 

t h e pr ot o c ols f or i) is ol ati o n of l e u k o c yt es  fr o m t h e li v er, l u n gs, a n d p erit o n e al fl ui d, ii) is ol ati o n 

of  c ell s fr o m b o n e m arr o w, a n d iii) is ol at i o n of m o n o c yt es a n d d e n driti c c ell s fr o m t h e s pl e e n.  

T h e m et h o ds d es cri b e d h er ei n e n a bl e d  us  to  o bt ai n  s o m e  of  t h e d at a  pr es e nt e d i n t h e 

att a c h e d p u bli c ati o n s, b ut t h es e m et h o ds  ar e n ot d es cri b e d i n s uffi ci e nt d et ail wit hi n t h os e  

p a p ers . W hil e s o m e e x p eri m e nts di d n ot yi el d si g nifi c a nt r es ult s, ot h ers c o ntri b ut e d t o m y 

p arti ci p ati o n i n  a m a n us cri pt e ntitl e d  " T e m p or al o pti mi z ati o n of C D 2 5 -bi as e d I L -2 a g o nists 

a n d i m m u n e c h e c k p oi nt bl o c k a d e l e a ds t o s y n er gisti c a nti -c a n c er a cti vit y d es pit e r o b ust 

r e g ul at or y T c ell e x p a nsi o n"  c urr e ntl y pr e p ar e d f or s u b missi o n.  T his m a n us cri pt d es cri b es a 

k e y r ol e  of ti mi n g f or t h e a ntit u m or effi c a c y of i m m u n e c h e c k p oi nt bl o c k a d e c o m bi n e d  wit h 

I L-2 a g o nist wit h s el e cti v e sti m ul at or y a cti vit y f or C D 2 5 +  T c ell s  a n d t h e a bilit y of t hi s I L -2 

a g o nist t o o v er c o m e Tr e g c ell -m e di at e d s u p pr essi o n of C D 8 +  T c ell s . 

Is ol ati o n of b o n e m a r r o w  c ell s  

Mi c e w er e s a crifi c e d b y c er vi c al disl o c ati o n, a n d t h e a b d o m e n a n d hi n d l e gs w er e 

w as h e d  wit h 7 0 % et h a n ol. A n i n cisi o n w as m a d e al o n g t h e a b d o mi n al mi dli n e, a n d t h e s ki n 

w as p e el e d o ut w ar d t o e x p os e t h e hi n d l e gs. All m us cl e ti ss u e w as r e m o v e d fr o m t h e f e m ur 

usi n g s ciss ors a n d cl e a n e d wit h st eril e g a u z e s pr a y e d wit h 7 0 % et h a n ol. B ot h f e m ur e n ds w er e 

c ut  off . A st eril e 1 8 G n e e dl e w as us e d t o pi er c e a h ol e i n t h e b ott o m of a st eril e 0. 5 mL  

E p p e n d orf t u b e. T h e 0. 5 m L  t u b e w as pl a c e d i nt o a 1. 5 mL  t u b e ( wit h it s c a p r e m o v e d) 

c o nt ai ni n g 0. 5 m L  of R P MI m e di a s u p pl e m e nt e d wit h 2 0 m M H E P E S. T h e b o n es w er e pl a c e d 

i nt o t h e 0. 5 mL  t u b e. T h e E p p e n d orf t u b es w er e c e ntrif u g e d ( 5 0 0  x g , 1 5 mi n). C ell s i n t h e 1. 5 
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m L  t u b e w er e p ass e d t hr o u g h a 7 0 μ m c ell str ai n er a n d  w as h e d wit h a c o m pl et e R P MI  m e di u m . 

T h e c ell s w er e c o u nt e d a n d pl at e d i n a c o m pl et e R P MI m e di a.  

Is ol ati o n of Li v e r L e u k o c yt es  

Mi c e w er e s a crifi c e d  b y c er vi c al disl o c ati o n, a n d t h e s ki n w as w as h e d  usi n g 7 0 % 

et h a n ol. A n i n cisi o n w as m a d e al o n g t h e a b d o mi n al mi dli n e, a n d t h e s ki n w as p e el e d o ut w ar d 

t o e x p os e t h e p erit o n e u m, w hi c h w as t h e n i n cis e d. T h e li v er, e x cl u di n g t h e g all bl a d d er, w as 

as e pti c all y diss e ct e d a n d pl a c e d i nt o a 6 0 m m P etri dis h c o nt ai ni n g 6 m L  of H A N K S b uff er. 

T h e li v er ti ss u e w as h o m o g e ni z e d usi n g t h e pl u n g er of a 5  ml  s yri n g e a n d c ell str ai n er ( 7 0 μ m)  

m es h . T h e r es ulti n g si n gl e-c ell s us p e nsi o n w as filt er e d t hr o u g h  a st eril e c ell str ai n er i nt o a 5 0 

m L  c o ni c al t u b e. T his s us p e nsi o n w as t h e n tr a nsf err e d t o a 1 5 m L  c o ni c al t u b e, a d di n g 2 m L  of 

H A N K S b uff er t o ri ns e t h e 5 0 m L  t u b e, m a ki n g t h e t ot al v ol u m e 8 m L . S u bs e q u e ntl y, 4. 5 mL  

of is ot o ni c P er c oll a n d 1 2 5 μ L  of h e p ari n w er e a d d e d t o e a c h 1 5  m L  t u b e, a c hi e vi n g a fi n al 

P er c oll c o n c e ntr ati o n of 3 3  %. T h e t u b es w er e c e ntrif u g e d f or 2 0 mi n at 4 0 0  x  g  at r o o m 

t e m p er at ur e. T h e s u p er n at a nt, c o nt ai ni n g p ar e n c h y m al c ell s, w as c ar ef ull y a s pir at e d, l e a vi n g a 

p ell et c o m p os e d of r e d bl o o d c ell s (R B C s ) a n d l e u k o c yt es. T hes e c ell s  w er e  w as h e d wit h 1 2 

m L  H A N K S b uff er a n d c e ntrif u g e d at 2 2 6 x g  f or 5 mi n at 4 ° C. R B C s  w er e l ys e d usi n g  1 X 

A C K l ysi n g b uff er ( 5 m L/ li v er) a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 1 0 mi n. L ysis w as 

st o p p e d b y a d di n g H A N K S b uff er c o nt ai ni n g 5  % F T S, f oll o w e d b y c e ntrif u g ati o n at 2 2 6 x g  

f or 5 mi n at 4 ° C. Aft er as pir ati n g t h e s u p er n at a nt, t h e p ell et w as r es us p e n d e d i n 1 -1 0 ml of 

R P MI m e di u m. Fi n all y, t h e c ell s w er e c o u nt e d a n d a n al y z e d usi n g fl o w c yt o m etr y.  

Is ol ati o n of l y m p h o c yt es f r o m l u n gs  
Mi c e w er e s a crifi c e d  b y c er vi c al disl o c ati o n, a n d t h e s ki n w as w as h e d  usi n g 7 0 % 

et h a n ol. A n i n cisi o n w as m a d e al o n g t h e a b d o mi n al mi dli n e, a n d t h e s ki n w as p e el e d o ut w ar d 

t o e x p os e t h e p erit o n e u m, w hi c h w as t h e n i n cis e d. L u n gs  w er e  as e pti c all y diss e ct e d a n d pl a c e d 

i nt o a 6 0 m m P etri dis h c o nt ai ni n g 6 mL  of H A N K S b uff er. T h e l u n gs w er e c ut i nt o s m all 

pi e c es  ( ~ 3 m m) a n d pl a c e d i n M A C S C  t u b es c o nt ai ni n g u p t o 5 mL  of c oll a g e n as e  s ol uti o n  

wit h 1 m g/ ml C ol l a g e n as e I V. G e ntl e M A C S pr o gr a m LU N G S  1. 1  w as a p pli e d  f oll o w e d b y 

i n c u b ati o n at 3 7 ° C f or 3 0 mi n. C oll a g e n as e I V  w a s st o p p e d b y a d di n g 1 m L  of 5 0 m M E D T A 

( p H 7) t o e a c h t u b e, a n d t h e mi xt ur e w as l eft f or 5 mi n. S u bs e q u e ntl y,  t h e G e ntl e M A C S 

pr o gr a m L U N G S 2. 1  w a s a p pli e d . T h e h o m o g e ni z e d ti ss u e w as t h e n str ai n e d t hr o u g h a 7 0 µ m 

c ell str ai n er. C ell s w er e  s p u n f or 1 0 mi n at 1 4 5 x g  at 2 0 ° C a n d  t h e s u p er n at a nt w as dis c ar d e d. 

A C K L ysi n g b uff er, a p pr o xi m at el y 2 -3 m L  p er l u n g, w as a d d e d t o e a c h s a m pl e a n d i n c u b at e d 

f or 1 0 mi n t o l ys e R B C. L ysis w as st o p p e d b y a d di n g  a 1 0 ti m es  bi g g er v ol u m e  of  F A C S b uff er.  

C ell s w er e s p u n f or 1 0 mi n at 1 4 5 x g  at 4 ° C a n d t h e s u p er n at a nt w a s  dis c ar d e d. Fi n all y, 0. 5 -1 

m L  of t h e a p pr o pri at e b uff er w as a d d e d t o e a c h t u b e t o r es us p e n d t h e c ell s  f or f urt h er a n al ysi s. 

Is ol ati o n of p e rit o n e al  m a c r o p h a g es  

T h e m i c e w er e  e ut h a ni z e d, s pr a y e d wit h 7 0 % et h a n ol, a n d m o u nt e d o n it s b a c k o n t h e 

st yr of o a m bl o c k. A n i n ci si o n w as m a d e al o n g t h e a b d o mi n al mi dli n e, a n d t h e s ki n w as p e el e d 

o ut w ar d t o e x p os e t h e p erit o n e u m . 5 m L  i c e-c ol d P B S ( wit h 3  % F B S) w as  i nj e ct e d i nt o t h e 

p erit o n e al c a vit y usi n g a 2 7 G  n e e dl e. T h e n e e dl e w as p us h e d sl o wl y i nt o t h e p erit o n e u m, b ei n g 

c ar ef ul n ot t o p u n ct ur e a n y or g a ns. Aft er i nj e cti o n, t h e p erit o n e u m w as g e ntl y m ass a g e d t o 
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disl o d g e a n y att a c h e d c ells i nt o t h e P B S s ol uti o n.  A 2 5 G  n e e dl e, b e v el u p, att a c h e d t o a 5 ml 

s yri n g e, w as i ns ert e d i nt o t h e p erit o n e u m, a n d t h e fl ui d w as c oll e ct e d w hil e m o vi n g t h e ti p of 

t h e n e e dl e g e ntl y t o a v oi d cl o g gi n g b y f at ti ss u e or ot h er or g a ns. As m u c h fl ui d as p ossi bl e w as 

c oll e ct e d a n d d e p osit e d i n t o t u b es k e pt o n i c e aft er r e m o vi n g t h e n e e dl e fr o m t h e s yri n g e. A n 

i n cisi o n w as m a d e i n t h e i n n er s ki n of t h e p erit o n e u m, a n d w hil e h ol di n g u p t h e s ki n wit h 

f or c e ps, a pl asti c P ast e ur pi p ett e w as us ed t o c oll e ct t h e r e m ai ni n g fl ui d fr o m t h e c a vit y. T h e 

s a m pl e w as dis c ar d e d  if visi bl e bl o o d c o nt a mi n ati o n w as d et e ct e d. T h e c oll e ct e d c ell 

s us p e nsi o n w as s p u n at 2 2 6 x g  f or 8 min a n d  t h e s u p er n at a nt w as dis c ar d e d. T h e c ell s w er e 

r es us p e n d e d i n t h e d esir e d m e di a or P B S. 

T r e g s u p p r essi o n ass a y  

R o u n d -b ott o m 9 6 -w ell pl at es w er e c o at e d wit h eit h er α C D 3 m A b  ( 1 0 μ g/ ml) al o n e or 

i n c o m bi n ati o n wit h  α C D 2 8 m A b  ( 1 0 μ g/ ml). T h e pl at es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 3 h a n d 

t h e n t h or o u g hl y w as h e d . B 6 mi c e w er e e ut h a ni z e d,  a n d t h eir s ki n w as w as h e d  wit h 7 0 % 

et h a n ol. A n i n cisi o n w as m a d e al o n g t h e a b d o mi n al mi dli n e, a n d t h e s ki n w as p e el e d o ut w ar d 

t o e x p os e t h e p erit o n e u m. Si n gl e-c ell s us p e nsi o ns w er e pr e p ar e d fr o m h ar v est e d ly m p h n o d es 

(i n g ui n al, a xill ar y, m a n di b ul ar, br a c hi al, m es e nt eri c, a n d l u m b ar) a n d s pl e e ns . Tr e gs 

( C D 4+ C D 2 5 + ) a n d T c o n v ( C D 4+  or C D 8 +  T c ell s  wit h n aï v e p h e n ot y p e ) w er e is ol at e d usi n g 

r es p e cti v e M A C S kit s o n a M A C S s e p ar at or. T h e c ell s w er e c o u nt e d, a n d t h eir n u m b ers w er e 

a dj ust e d i n a T -c ell c ult ur e m e di u m  (c o m pl et e R P MI 1 6 4 0  s u p pl e m e nt e d wit h a nti bi oti cs, 2 -

M er c a pt o et h a n ol, a n d H E P E S) . Tr e gs a n d eit h er n aï v e C D 4 +  or C D 8 +  T c ell s  w er e t h e n c o -

c ult ur e d at  v ari o us r ati os i n m e di u m o nl y, wit h I L-2 or I L -2/J E S 6 . T h e pl at es w er e i n c u b at e d 

at 3 7 ° C i n 5 % C O 2  f or 7 2 h. P l at es w er e p uls e d wit h 0. 1 μ Ci [ 3 H] -t h y mi di n e/w ell  f or t h e l ast 

1 6 h of i n c u b ati o n . T h e c ult ur es w er e t h e n h ar v est e d usi n g a c o m m er ci al c ell h ar v est er a n d 

c o u nts p er mi n ut e w er e d et er mi n e d usi n g  a pl asti c s ci ntill at or a n d  b et a c o u nt er.  Alt er n ati v el y,  

n aï v e C D 4 +  or C D 8 +  T c ell s w er e st ai n e d wit h C T V b ef or e t h e ass a y s et u p a n d  a n al y z e d b y 

fl o w c yt o m etr y aft er 7 2 h  of c o -c ult ur e.  

P h os p h o r yl at e d S T A T 5 st ai ni n g wit h i n t h e c ell s b y t h e us e of m et h a n ol p e r m e a bili z ati o n  
I niti all y, t h e st ai ni n g of c ell s  f or s urf a c e a nti g e ns w as p erf or m e d  as d es cri b e d i n 

p u bli c ati o ns . T h e n, t r e at e d a n d u ntr e at e d c ell s w er e fi x e d b y a d di n g 1 6 % f or m al d e h y d e dir e ctl y 

i nt o t h e c ult ur e m e di u m t o o bt ai n a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1. 5 % f or m al d e h y d e. C ell s w er e 

i n c u b at e d i n fi x ati v e f or 1 0 mi n at r o o m t e m p er at ur e a n d p ell et e d.  T h e c ell s w er e t h e n 

p er m e a bili z e d b y r es us p e n di n g wit h vi g or o us v ort e xi n g i n 5 0 0 μ l i c e-c ol d M e O H p er 1 0 6  c ell s 

a n d i n c u b at e d at 4 ° C f or 2 0 mi n.  C ell s w er e w as h e d t wi c e i n st ai ni n g m e di a ( P B S c o nt ai ni n g 

1 % B S A) a n d t h e n r es us p e n d e d i n st ai ni n g m e di a at 0. 5-1 × 1 0 6  c ell s p er 1 0 0 μ l. T h e  a nti -

p h os p h or yl at e d  S T A T 5 ( p Y 6 9 4) -P E a nti b o d y w as dil ut e d a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er´s 

r e c o m m e n d ati o n. T h e v ol u m e i n e a c h t u b e w as n or m ali z e d usi n g st ai ni n g m e di a  s o t h at t h e 

fi n al st ai ni n g v ol u m e w a s 1 0 0 µ L. T h e a nti b o d y m ast er mi x w as a d d e d t o e a c h t u b e, a n d t h e 

c o nt e nts w er e mi x e d b y pi p etti n g u p a n d d o w n. T h e t u b es w er e i n c u b at e d f or 3 0 mi n  at r o o m 

t e m p er at ur e. T h e c ell s w er e t h or o u g hl y w as h e d as d es cri b e d a b o v e a n d a n al y z e d b y fl o w 

c yt o m etr y. 
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I V.  R es ults  

T h e t h esis is b as e d o n  t h e f oll o wi n g p u bli c ati o ns:  

I V. 1 T o m al a J., K o v ar o v a J., K a b es o v a M., V ot a v o v a P. , C h m el o v a H., D v or a k o v a B., 

Ri h o v a B., K o v ar M. C hi m e r a of I L -2 li n k e d t o li g ht c h ai n of a nti -I L -2 m A b mi mi cs 

I L -2/ a nti -I L -2 m A b c o m pl e x es b ot h st r u ct u r all y a n d f u n cti o n all y.  A C S C h e m Bi ol. 

2 0 1 3; 1 7; 8( 5): 8 7 1 -6. (I F2 0 1 3  = 5 . 3 5 6) 

I V. 2 V ot a v o v a P. , T o m al a J., S u br V., Str o h al m J., Ul bri c h K., Ri h o v a B., K o v ar M.: N o v el 

I L -2 -P ol y( H P M A) N a n o c o nj u g at e B as e d I m m u n ot h e r a p y . J Bi o m e d N a n ot e c h n ol. 

2 0 1 5; 1 1( 9): 1 6 6 2 -7 3. (I F2 0 1 5  = 3. 9 2 9)  

I V. 3 S p a n gl er J. B., T o m al a J., L u c a V. C., J u d e K. M., D o n g S., Ri n g A. M., V ot a v o v a P. , 

P e p p er M., K o v ar M., G ar ci a K. C.: A nti b o di es t o I nt e rl e u ki n -2 eli cit s el e cti v e T c ell 

s u b s ets p ot e nti ati o n t h r o u g h disti n ct c o nf o r m ati o n al m e c h a nis m s . I m m u nit y 2 0 1 5; 

4 2( 5): 8 1 5 -2 5. (I F2 0 1 5  = 2 4. 0 8 2)  

I V. 4 S p a n gl er J. B., Tr ott a E., T o m al a J., P e c k A., Y o u n g T. A., S a v vi d es C. S., Sil v eri a S, 

V ot a v o v a P. , S al afs k y J., P a n d e V.J., K o v ar M, Bl u est o n e J. A., G ar ci a K. C.: 

E n gi n e e ri n g a si n gl e -a g e nt c yt o ki n e -a nti b o d y f usi o n t h at s el e cti v el y e x p a n d s 

r e g ul at o r y T c ell s f o r a ut oi m m u n e dis e as e t h e r a p y . J I m m u n ol. 2 0 1 8; 2 0 1( 7): 2 0 9 4-

2 1 0 6. (I F2 0 1 8  = 4. 7 1 8)  

I V. 5 T o m al a J., W e b e r o v a P. , T o m al o v a B., Jir as k o v a Z a k ost els k a Z., Si v a k L., K o v ar o v a 

J., K o v ar M.: I L -2/ J E S 6 -1 m A b c o m pl e x es d r a m ati c all y i n c r e as e s e n siti vit y t o L P S 

t h r o u g h I F N-γ p r o d u cti o n b y C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s.  e Lif e 2 0 2 1; 1 0: e 6 2 4 3 2. (I F2 0 2 1  = 

8, 7 1 3)  

 

Ot h er i m p a ct e d p u bli c ati o ns  ( n ot i n cl u d e d): 

V ot a v o v a P. , T o m al a J., K o v ar M.: I n c r e asi n g t h e bi ol o gi c al a cti vit y of I L -2 a n d I L -1 5 
t h r o u g h c o m pl e xi n g wit h a nti-I L -2 m A bs a n d I L -1 5 R α -F c c hi m e r a.  I m m u n ol L ett. 2 0 1 4; 
1 5 9( 1 -2): 1 -1 0. (I F 2 0 1 4  = 2 . 5 1 2) 

 

I c o nfir m t h at P etr a W e b er o v á, t h e a ut h or of t hi s t h esis, h as c o ntri b ut e d si g nifi c a ntl y  t o t h e 

p u bli c ati o ns li st e d  a b o v e . P. W e b er o v á  c o n d u ct e d m ost of t h e e x p eri m e nt al w or k a n d 

si g nifi c a ntl y c o ntri b ut e d t o t h e m a n us cri pt pr e p ar ati o n i n t h e c as e of h er first-a ut h or 

p u bli c ati o n.  

R N Dr. M ar e k K o v ář, P h .D.  

 

5 1



I V. 1 C hi m e r a of I L -2 li n k e d t o li g ht c h ai n of a nti -I L-2 m A b mi mi cs I L -2/ a nti -I L -2 

m A b c o m pl e x es b ot h st r u ct u r all y  a n d f u n cti o n all y   

Pr e vi o us st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h at I L -2/ a nti -I L-2 m A b I L-2 c o  e x hi bits  

si g nifi c a ntl y hi g h er  bi ol o gi c al a cti vit y t h a n fr e e I L -2 i n vi v o. B uil di n g u p o n t hi s, w e e n gi n e er e d 

a c hi m eri c f usi o n pr ot ei n t h at c o nsists of  I L-2 li n k e d t o t h e li g ht c h ai n of t h e a nti -I L-2 m A b 

S 4 B 6 t hr o u g h a fl e xi bl e oli g o p e pti d e s p a c er ( Gl y 4 S er) 3 , t h us cr e ati n g a n I C. S u c h I C  eff e cti v el y 

r e pli c at es t h e str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e I L-2/ S 4 B 6 IL -2 c o  w hil e o v er c o mi n g its i n h er e nt 

li mit ati o ns, s u c h as t h e p ot e nti al e x c ess of I L-2 or a nti -I L-2 m A b  wit hi n t h e pr e p ar e d I L -2 c o  

a n d t h e p ossi bilit y of diss o ci ati o n t o fr e e I L-2 a n d a ntiI L -2 m A b, p arti c ul arl y at  l o w 

c o n c e ntr ati o ns. W e pr o vi d e d e vi d e n c e t h at o ur I C  m ai nt ai ns i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o n b et w e e n 

I L-2 a n d t h e S 4 B 6 m A b bi n di n g sit e, si mil ar t o t h e n ati v e I L-2 c o . W e als o pr o v e d t h at o ur I C 

sti m ul at es t h e pr olif er ati o n of a cti v at e d O T -I C D 8+  T c ell s c o m p ar a bl y t o I L -2/ S 4 B 6 I L-2 c o  i n 

vit r o . F urt h er m or e, i n vi v o st u di es s h o w e d  t h at t h e I C i n d u c es a m or e pr o n o u n c e d e x p a nsi o n of 

C F S E -l a b el e d  O T -I  C D 8 +  T  c ell s   a cti v at e d   b y  a l o w d os e of SII N F E K L p e pti d e t h a n t h e 

I L-2/ S 4 B 6 I L-2 c o , hi g hli g hti n g its s u p eri or sti m ul at or y a cti vit y. 

P. W e b e r o v á ’s c o nt ri b uti o n t o t his p u bli c ati o n:

I w as i n v ol v e d i n E LI S A ass a ys , i n vit r o c ult ur es, a n d i n vi v o e x p eri m e nts wit h C F S E -l a b el e d 

O T -I C D 8 +  c ell s, as w ell as i n d at a a c q uisiti o n a n d a n al ysi s. I als o p arti ci p at e d i n t h e pr e p ar ati o n 

of t h e  m a n us cri pt.  O v er all c o ntri b uti o n ~ 1 5 %.  
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C hi m er a of I L ‑2 Li n k e d t o Li g ht C h ai n of a nti-I L ‑2  m A b  Mi mi c s I L- 2/
a nti-I L ‑2  m A b C o m pl e x e s B ot h Str u ct ur all y a n d F u n cti o n all y
Ja k u b  T o mala, Jiri na  K o var o va,  Marti na  Ka b es o va, P etra  V ota v o va,  H el e na  C h m el o va, Bar b ora  D v ora k o va,
Bla n ka  Ri h o va, a n d  Mar e k  K o var *

La b or at or y of  T u m or I m m u n ol o g y, I nstit ut e of  Mi cr o bi ol o g y of  A c a d e m y of S ci e n c es of t h e  Cz e c h  R e p u bli c, v. v.i., Pr a g u e,  Cz e c h
R e p u bli c

*S S u p p orti n g I nf or m ati o n

A B S T R A C T: I L- 2 / a nti-I L- 2  m A b i m m u n o c o m pl e x es  w er e d es cri b e d t o h a v e dr a m ati c all y
hi g h er a cti vit y t h a n fr e e I L- 2 i n viv o.  W e d esi g n e d pr ot ei n c hi m er a c o nsisti n g of I L- 2 li n k e d t o
li g ht c h ai n of a nti-I L- 2  m A b S 4 B 6 t hr o u g h fl e xi bl e oli g o p e pti d e s p a c er ( Gl y 4 S er ) 3 .  T his pr ot ei n
c hi m er a  mi mi cs t h e str u ct ur e of I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es b ut eli mi n at es g e n er al
dis a d v a nt a g es of i m m u n o c o m pl e x es li k e p ossi bl e e x c ess of eit h er I L- 2 or a nti-I L- 2  m A b a n d
t h eir diss o ci ati o n t o a nti b o d y a n d I L- 2 at l o w c o n c e ntr ati o ns.  T his n o v el ki n d of pr ot ei n
c hi m er a is c h ar a ct eriz e d b y a n i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o n b et w e e n I L- 2 a n d bi n di n g sit e of
S 4 B 6  m A b si mil arl y as i n I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es.  O ur pr ot ei n c hi m er a h as bi ol o gi c al a cti vit y c o m p ar a bl e t o I L- 2 /
S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es i n vitr o, as s h o w n b y sti m ul ati o n of pr olif er ati o n of p urifi e d a n d a cti v at e d  O T-I  C D 8 + T c ells.  T h e
pr ot ei n c hi m er a e x erts hi g h er sti m ul at or y a cti vit y t o dri v e e x p a nsi o n of p uri fi e d  C F S E-l a b el e d  O T-I  C D 8 + T c ells a cti v at e d b y a n
i nj e cti o n of a l o w d os e of SII N F E K L p e pti d e t h a n I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es i n viv o.

T h e i n viv o bi ol o gi c al a cti vit y of I L- 2 c a n b e dr a m ati c all y
i n cr e as e d b y c o m pl e xi n g I L- 2  wit h c ert ai n a nti-I L- 2  m A b.1

M or e o v er, t h es e I L- 2 i m m u n o c o m pl e x es h a v e s el e cti v e
sti m ul at or y a cti vit y d e p e n di n g o n t h e cl o n e of a nti-I L- 2  m A b
us e d ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 ). I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m-
pl e x es ( h e n c ef ort h, I L- 2i c ) ar e hi g hl y sti m ul at or y f or  m e m or y
C D 8 + T a n d  N K c ells ( C D 1 2 2 hi g h p o p ul ati o ns ). 1, 2 T h e y h a v e
als o  m o d er at e sti m ul at or y a cti vit y f or  T r e g c ells. 3 C o n v ers el y,
I L- 2 /J E S 6. 1  m A b i m m un o c o m pl e x es h a v e n o e ff e ct o n
C D 1 2 2 hi g h c ell p o p ul ati o ns, b ut t h e y c o nsi d er a bl y e x p a n d  T r e g

c ells ( C D 2 5 hi g h p o p ul ati o n ). 1, 4 I nt er esti n gl y, b ot h I L- 2
i m m u n o c o m pl e x es ar e v er y p ot e nt i n e x p a n di n g r e c e ntl y
a cti v at e d n ai  v e  C D 8 + T c ells i n viv o,5 a n d I L- 2i c p oss ess
si g nifi c a nt a ntit u m or a cti vit y. 2, 3

I L- 2i c ar e pr e p ar e d si m pl y b y  mi xi n g r mI L- 2 a n d S 4 B 6  m A b
at  m ol ar r ati o 2: 1 ( Fi g ur e 1 A ). I n t h e or y, t his s h o ul d l e a d t o
f or m ati o n of I L- 2 / a nti b o d y c o m pl e x es  wit h o ut eit h er pr ot ei n
l eft ( o mitti n g t h e K d ).  H o w e v er, it is li k el y t h at o n e pr ot ei n  will
b e i n s m all e x c ess si n c e it is v er y h ar d t o e x a ctl y q u a ntif y a n d
h a n dl e S 4 B 6  m A b a n d I L- 2, es p e ci all y  w h e n s m all b at c h es of
I L- 2i c ar e pr e p ar e d (t y pi c all y, 1 0− 1 0 0 μ g of I L- 2 is c o m pl e x e d
f or l a b or at or y e x p eri m e nts ). I n or d er t o  m a k e a  m or e d efi n e d
str u ct ur e,  w e d esi g n e d c hi m eri c pr ot ei n of I L- 2 a n d S 4 B 6  m A b
( h e n c ef ort h, s cI L- 2 / S 4 B 6 )  w h er e t h e  C-t er mi n us of I L- 2 is
li n k e d vi a a fl e xi bl e oli g o p e pti d e s p a c er t o  N-t er mi n us of li g ht
c h ai n of S 4 B 6  m A b ( Fi g ur e 1 B ). I L- 2 c o ul d n ot diss o ci at e f ar
a w a y fr o m s cI L- 2 / S 4 B 6 li k e fr o m I L- 2i c  w h er e t h e i nt er a cti o n
b et w e e n I L- 2 a n d bi n di n g sit e of S 4 B 6  m A b is i nt err u pt e d
( Fi g ur e 1 A, B ). I nst e a d, I L- 2 st a ys i n t h e vi ci nit y of t h e bi n di n g
sit e of S 4 B 6  m A b (t h e l e n gt h of t h e s p a c er d efi n es  m a xi m al
dist a n c e ), a n d t h er e b y, it is c o nti n u o usl y a v ail a bl e f or
r e ass o ci ati o n ( Fi g ur e 1 B ).  Alt h o u g h t his diff er e n c e b et w e e n

s cI L- 2 / S 4 B 6 a n d I L- 2i c d o es n ot h a v e pr o b a bl y a n y  m e as ur a bl e
e ff e ct o n bi ol o gi c al a cti vit y at s u ffi ci e ntl y hi g h a n d st a bl e
c o n c e ntr ati o ns, it  mi g ht pl a y a si g ni fi c a nt r ol e at l o w a n d
gr a d u all y d e cr e asi n g c o n c e ntr ati o ns, a n d t h us, it c o ul d b e t h e
f a ct or  m a ki n g s cI L- 2 / S 4 B 6 s u p eri or t o I L- 2i c i n c ert ai n
sit u ati o ns, f or e x a m pl e, i n viv o.  T h e str u ct ur e of s cI L- 2 / S 4 B 6
is a n o v el o n e si n c e f usi o n pr ot ei n of c yt o ki n e li n k e d t o  N-
t er mi n us of li g ht c h ai n of r es p e cti v e a nti c yt o ki n e  m A b h as n ot
b e e n, t o o ur b est k n o wl e d g e, d es cri b e d s o f ar.  C hi m er as  w h er e
I L- 2  w as li n k e d t o t h e  C-t er mi n us of t h e h e a v y c h ai n of  m A b
( Fi g ur e 1 C ) r e c o g nizi n g t u m or a nti g e ns  w er e r e p ort e d. 6 − 8

N e v ert h el ess, t h es e pr ot ei n c hi m er as  w er e d esi g n e d t o d eli v er
I L- 2 i nt o t u m or  mi cr o e n vir o n m e nt a n d t h er e b y i n d u c e
a ntit u m or i m m u nit y. I L- 2 is li n k e d t o  m A b  m ol e c ul e, b ut at
v er y di ff er e nt sit es, a n d t h er e is n ot a n y bi n di n g i nt er a cti o n
b et w e e n I L- 2 a n d a nti b o d y.  T h es e c hi m er as t h us d o n ot  mi mi c
c yt o ki n e / a nti c yt o ki n e  m A b i m m u n o c o m pl e x es at all. I L- 2  w as
als o li n k e d t o t h e F c p art of t h e a nti b o d y ( Fi g ur e 1 D ), t h e
str u ct ur e k n o w n as i m m u n o c yt o ki n e,  wit h t h e ai m t o pr ol o n g
t h e h alf-lif e of t h e c yt o ki n e i n cir c ul ati o n.9, 1 0

T h e ai m of t his st u d y  w as t o d esi g n a n d pr o d u c e s cI L- 2 /
S 4 B 6 as a r e c o m bi n a nt pr ot ei n.  W e  w a nt e d als o t o c h ar a ct eriz e
t h e pr ot ei n  w e pr o d u c e d a n d t o v erif y  w h et h er it c o nt ai ns
a nti b o d y a n d I L- 2  wit hi n o n e pr ot ei n  m ol e c ul e a n d p oss ess
pr e di ct e d  m ol e c ul ar  w ei g ht b ot h i n r e d u ci n g a n d n o nr e d u ci n g
c o n diti o ns. F urt h er c h ar a ct eriz ati o n of o ur pr ot ei n c hi m er a  w as
f o c us e d o n pr o vi n g t h at I L- 2 i n t his c hi m er a i nt er a cts  wit h t h e
bi n di n g sit e of a nti b o d y i n cis a n d t h us s h o wi n g t h at t his

R e c ei v e d: D e c e m b er 2 6, 2 0 1 2
A c c e pt e d: F e br u ar y 1 8, 2 0 1 3
P u blis h e d: F e br u ar y 1 8, 2 0 1 3

L ett er s

p u b s. a c s. or g/ a c s c h e mi c al bi ol o g y

© 2 0 1 3  A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y d x. d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ c b 3 0 0 7 2 4 2 | A C S C h e m. Bi ol. 2 0 1 3, 8, 8 7 1 − 8 7 6
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c hi m er a str u ct ur all y  mi mi cs I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m-
pl e x es. Fi n all y,  w e d e ci d e d t o d et er mi n e t h e bi ol o gi c al a cti vit y
of o ur pr ot ei n c hi m er a a n d c o m p ar e it  wit h bi ol o gi c al a cti vit y of
I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es b ot h i n vitr o a n d i n viv o
a n d t h us c o n fi r m t h at it  mi mi cs I L- 2 / S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m-
pl e x es als o f u n cti o n all y.

Fl e xi bl e oli g o p e pti d e li n k er of 1 5 a mi n o a ci ds ( Gl y 4 S er ) 3 h as
b e e n us e d t o li n k  C-t er mi n al a mi n o a ci d of I L- 2 t o  N-t er mi n al
a mi n o a ci d of κ li g ht c h ai n of S 4 B 6  m A b. S e q u e n c es e n c o di n g
t his f usi o n p ol y p e pti d e a n d h e a v y c h ai n of S 4 B 6  m A b  w er e
cl o n e d s e p ar at el y i n t w o disti n ct e x pr essi o n v e ct ors ( S u p pl e-
m e nt ar y Fi g ur e 2 ) a n d c o ul d b e s e e n i n S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e
3.  C otr a nsf e cti o n of  C H O- S c ells  wit h b ot h pr e p ar e d
e x pr essi o n v e ct ors s h o ul d l e a d t o pr o d u cti o n of s cI L- 2 / S 4 B 6.
I n d e e d,  w e d et e ct e d a pr ot ei n i n t h e s u p er n at a nt of
c otr a nsf e ct e d  C H O- S c ells b y o ur c ust o mi z e d s a n d wi c h
E LI S A c ali br at e d  wit h I L- 2i c ( Fi g ur e 2 A ),  w hi c h r e a ct e d b ot h
wit h a ntir at I g G 2 a  m A b a n d a nti-r κ li g ht c h ai n  m A b.  T h us,  w e
d e ci d e d t o d esi g n at e t his pr o d u c e d pr ot ei n as s cI L- 2 / S 4 B 6, t o
f urt h er c h ar a ct eriz e it a n d t o c o nfi r m its str u ct ur e a n d f e at ur es.
T h e pr o d u cti o n of s cI L- 2 / S 4 B 6 b y tr a nsi e ntl y c otr a nsf e ct e d
C H O- S c ells  w as c o nsi d er a bl y i n cr e as e d b y v al pr oi c a ci d, 1 1

a p pr o xi m at el y fr o m 2 5 t o 8 0 n g / m L of I L- 2 e q ui v al e nt ( Fi g ur e
2 B ).  W e als o est a blis h e d st a bil e tr a nsf e ct e d  C H O- S cl o n e
e ntitl e d 1 0 4 / 5 3 aft er t w o r u ns of si n gl e c ell cl o ni n g a n d
s el e cti o n pr o c ess,  w hi c h c o nti n u o usl y pr o d u c e s cI L- 2 / S 4 B 6
( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 4 ).  H o w e v er, t h e pr o d u cti o n of
c hi m eri c pr ot ei n s cI L- 2 / S 4 B 6 b y 1 0 4 / 5 3 cl o n e  w as q uit e l o w
( a b o ut 5 − 1 0 n g / m L ), a n d  w e t h us d e ci d e d t o us e  m ai nl y

tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n as t h e s o ur c e of s cI L- 2 / S 4 B 6.  N e xt,  w e
a n al yz e d o ur pr o d u c e d s cI L- 2 / S 4 B 6 b y  W est er n bl ot. S u p er-
n at a nts  w er e c o n c e ntr at e d 2 0 − 4 0 ti m es o n 1 0 0 k D a
m e m br a n es, e xt e nsi v el y di al yz e d a g ai nst P B S a n d r a n t o g et h er
wit h S 4 B 6  m A b o n S D S- P A G E u n d er r e d u cti v e ( Fi g ur e 2 C )
a n d n o nr e d u cti v e c o n diti o ns ( Fi g ur e 2 D ).  N o nr e d u c e d S 4 B 6
m A b a n d s cI L- 2 / S 4 B 6 g a v e b a n ds of pr e di ct e d M w 1 5 0 a n d 1 9 0
k D a, r es p e cti v el y,  w h e n d et e ct e d eit h er  wit h a nti-rI g G 2 a  m A b
or a nti-rI g G p ol y cl o n al a nti b o d y.  T h e s a m e a nti b o di es u n d er

Fi g ur e 1. S c h e m ati c c h art s h o wi n g a p pr o a c h es of h o w t o i n cr e as e t h e
bi ol o gi c al a cti vit y of I L- 2 i n viv o. ( A ) I L- 2 a n d a nti-I L- 2  m A b f or m
i m m u n o c o m pl e x es, b ut t h es e c a n als o diss o ci at e b a c k t o fr e e I L- 2 a n d
a nti-I L- 2  m A b. ( B ) Pr ot ei n c hi m er a  mi mi c ki n g I L- 2 i m m u n o c o m-
pl e x es. I L- 2 c a n diss o ci at e fr o m its i nt er a cti o n  wit h a nti b o d y; h o w e v er,
t h es e t w o str u ct ur es ar e li n k e d t hr o u g h a s h ort fl e xi bl e p e pti d e li n k er,
a n d t h us, it r e m ai ns cl os e t o t h e bi n di n g sit e of t h e a nti b o d y,
i n cr e asi n g t h e pr o b a bilit y of r e ass o ci ati o n. ( C ) I L- 2 f us e d t o t h e  C-
t er mi n al p art of h e a v y c h ai ns of s el e ct e d  m A b. ( D ) I L- 2 li n k e d t o t h e
F c- p art of t h e a nti b o d y, a str u ct ur e als o c all e d i m m u n o c yt o ki n e.

Fi g ur e 2. I n vitr o c h ar a ct eriz ati o n of s u p er n at a nt of  C H O- S c ells
c otr a nsf e ct e d  wit h b ot h e x pr essi o n v e ct ors i d e nti fi es a pr ot ei n  wit h
bi o c h e mi c al f e at ur es pr e di ct e d f or s cI L- 2 / S 4 B 6. ( A ) I L- 2  w as  mi x e d
wit h S 4 B 6  m A b at a  m ol ar r ati o 2: 1, a n d r es ult a nt I L- 2i c  w er e us e d t o
c ali br at e s a n d wi c h E LI S A f or d et e cti o n of s cI L- 2 / S 4 B 6. ( B )
S u p er n at a nt of  C H O- S c ells aft er c otr a nsf e cti o n a n d 5 d a y c ulti v ati o n
eit h er  wit h o ut ( n o  V A ) or  wit h 0. 4 or 4  m m ol v al pr oi c a ci d ( V A )  w er e
a n al yz e d b y E LI S A c ali br at e d as i n p a n el  A eit h er u n dil ut e d or 1 0
ti m es a n d 1 0 0 ti m es dil ut e d ( bl a c k, gr a y, a n d e m pt y b ars, r es p e cti v el y ).
( C )  W est er n bl ot of S 4 B 6  m A b ( ● ) a n d 5 0 ti m es c o n c e ntr at e d a n d
e xt e nsi v el y di al yz e d s u p er n at a nt of  C H O- S c ells c otr a nsf e ct e d  wit h
b ot h e x pr essi o n v e ct ors ( □ ).  T h e s p e ci fi cit y of e a c h a nti b o d y us e d f or
d et e cti o n is s h o w n a b o v e e a c h i n di vi d u al S D S- P A G E g el.  G els  w er e
r u n u n d er r e d u cti v e c o n diti o ns. ( D )  W est er n bl ot of S 4 B 6  m A b (● ),
2 5 ti m es c o n c e ntr at e d a n d e xt e nsi v el y di al yz e d s u p er n at a nt of  C H O- S
c ells c otr a nsf e ct e d  wit h b ot h e x pr essi o n v e ct ors ( ○ ), a n d 5 0 ti m es
c o n c e ntr at e d a n d e xt e nsi v el y di al yz e d s u p er n at a nt of cl o n e 1 0 4 / 5 3
( □ ).  T h e s p e ci fi cit y of e a c h a nti b o d y us e d f or d et e cti o n is s h o w n
a b o v e e a c h i n di vi d u al S D S- P A G E g el.  G els  w er e r u n u n d er
n o nr e d u cti v e c o n diti o ns.
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r e d u cti v e c o n diti o n d et e ct e d S 4 B 6  m A b as 5 0 a n d 2 5 k D a
b a n ds c orr es p o n di n g t o h e a v y a n d li g ht c h ai ns, r es p e cti v el y,
a n d s cI L- 2 / S 4 B 6 as 5 0 a n d 4 5 k D a b a n ds c orr es p o n di n g t o
h e a v y a n d I L- 2-li n k er-li g ht c h ai ns, r es p e cti v el y.  A nti-r κ c h ai n
m A b u n d er r e d u cti v e c o n diti o n d et e ct e d S 4 B 6  m A b as si n gl e
b a n d of 2 5 k D a a n d s cI L- 2 / S 4 B 6 as 4 5 k D a b a n d.
U n e x p e ct e dl y, a nti-r κ c h ai n  m A b als o d et e ct e d a 5 0 k D a
b a n d.  N ot a bl y, a nti- mI L- 2  m A b u n d er r e d u cti v e c o n diti o ns
g a v e n o si g n al i n t h e c as e of S 4 B 6  m A b, b ut a ni c e 4 5 k D a b a n d
w as d et e ct e d i n t h e c as e of s cI L- 2 / S 4 B 6.  All t h es e d at a
c oll e cti v el y s h o w t h at t h e s cI L- 2 / S 4 B 6  w e pr o d u c e b y
c otr a nsf e cti o n of  C H O- S c ells  wit h b ot h pr e p ar e d e x pr essi o n
pl as mi ds h as M w of a b o ut 2 0 0 k D a a n d c o nt ai ns  mI L- 2, r κ li g ht
c h ai n, a n d rI g G 2 a str u ct ur es. F urt h er, d et e cti o n  wit h a nti- mI L-
2  m A b a n d a nti-r κ li g ht c h ai n  m A b u n d er r e d u cti v e c o n diti o ns
pr o vi d es t h e i d e nti c al b a n d  wit h M w of n eit h er of t h es e t w o
pr ot ei ns b ut  wit h M w c orr es p o n di n g t o t h e s u m of M w of t h es e
t w o pr ot ei ns. Si n c e t h e pr o d u c e d s cI L- 2 / S 4 B 6 h as all i m p ort a nt
f e at ur es as t h e or eti c all y pr e di ct e d,  w e t h us c o n cl u d e t h at t his
pr ot ei n is i n d e e d s cI L- 2 / S 4 B 6 as  w e d esi g n e d it.

F urt h er,  w e d e ci d e d t o pr o v e t h at I L- 2 is b o u n d t o t h e
bi n di n g sit e of S 4 B 6  m A b i n s cI L- 2 / S 4 B 6.  T h us,  w e  m o di fi e d
o ur s a n d wi c h E LI S A b y usi n g a nti- mI L- 2  m A b i nst e a d of a nti-
rκ li g ht c h ai n  m A b as t h e d et e cti o n a nti b o d y.  W e us e d
bi oti n yl at e d S 4 B 6, J E S 6. 1, J E S 6. 5 a nti- mI L- 2  m A bs, a n d c o ntr ol
a nti-I F N γ m A b as d et e cti o n a nti b o di es.  A ntir at I g G 2 a  m A b  w as
still us e d as c at c hi n g a nti b o d y.  W h e n I L- 2i c  w er e a n al yz e d i n
s u c h E LI S A, t h e o nl y d et e cti o n  m A b t h at pr o vi d e d p ositi v e
si g n al  w as J E S 6. 1 ( Fi g ur e 3 A ). It s e e ms t h at I L- 2 is si g nifi c a ntl y
w as hi n g o ut fr o m I L- 2i c d uri n g n u m er o us  w as hi n g st e ps i n t h e
E LI S A si n c e o nl y r el ati v el y hi g h c o n c e ntr ati o ns of I L- 2i c ( at
l e ast 1 0 0 n g / m L ) pr o vi d e d r e as o n a bl y str o n g si g n al. I L- 2i c ar e
n ot  w as h e d o ut fr o m a nti-I g G 2 a- c o at e d  w ells si n c e t h e s a m e
c at c hi n g a nti b o d y is us e d f or d et e cti o n of pr o d u c e d s cI L- 2 /
S 4 B 6  w h er e  w e ar e a bl e t o d et e ct  m u c h l o w er c o n c e ntr ati o ns of
I L- 2i c ( 1 n g / m L b ei n g us u all y t h e d et e cti o n li mit ).  N e xt, s cI L-
2 / S 4 B 6  w as b o u n d t o t h e  w ells c o at e d  wit h a nti-rI g G 2 a  m A b
a n d d et e ct e d b y s el e ct e d  m A b ( Fi g ur e 3 B ). J E S 6. 1  m A b
pr o vi d e d t h e hi g h est si g n al,  w hi c h is i n c o n c or d a n c e  wit h t h e
f a ct t h at t his  m A b r e c o g niz es t h e e pit o p e l o c at e d o p p osit el y t o
t h e S 4 B 6  m A b e pit o p e.  H o w e v er, S 4 B 6  m A b pr o vi d e d sli g htl y
hi g h er si g n al t h a n c o ntr ol a nti- mI F N- γ m A b.  T his s h o ws t h at
pr o b a bl y a v er y littl e fr a cti o n of s cI L- 2 / S 4 B 6 is i n c o nf or m ati o n
w h er e I L- 2 is a v ail a bl e t o bi n d S 4 B 6 i n tr a ns.  A sli g htl y hi g h er
si g n al o bt ai n e d  wit h J E S 6. 5 H 4  m A b r efl e cts t h at J E S 6. 5 H 4
m A b e pit o p e is cl os e, b ut n ot i d e nti c al t o, S 4 B 6  m A b e pit o p e,
a n d t h er e b y, t h es e t w o  m A bs si g ni fi c a ntl y c o m p et e  wit h e a c h
ot h er i n bi n di n g t o I L- 2.  W e als o s h o w t h at n eit h er S 4 B 6  m A b
n or J E S 6. 5  m A b c o m p et e  wit h bi n di n g of J E S 6. 1  m A b t o I L- 2
i n I L- 2i c ( Fi g ur e 3 C ) a n d i n s cI L- 2 / S 4 B 6 ( Fi g ur e 3 D ).

Fi n all y,  w e d et er mi n e d t h e bi ol o gi c al a cti vit y of s cI L- 2 / S 4 B 6
i n vitr o a n d i n viv o.  W e f o u n d t h at s cI L- 2 / S 4 B 6 a d d e d i n
titr at e d d os es t o n ai v e  C D 8+ T c ells a cti v at e d vi a  T C R si g n al
p ot e ntl y sti m ul at e d t h eir pr olif er ati o n i n vitr o.  T h e  m a xi m al
pr olif er ati o n a cti vit y r e a c h e d b y s cI L- 2 / S 4 B 6  w as t h e s a m e as
t h at r e a c h e d b y I L- 2i c ( Fi g ur e 4 A, B ). I nt er esti n gl y, c al c ul at e d
c o n c e ntr ati o ns of s cI L- 2 / S 4 B 6 i n s u p er n at a nts o n t h e b asis of
t his ass a y c orr es p o n d e d v er y  w ell t o t h os e d et er mi n e d b y
s a n d wi c h E LI S A c ali br at e d  wit h I L- 2i c as s h o w n i n Fi g ur e 2 A.
T h us, it s e e ms t h at s cI L- 2 / S 4 B 6 a n d I L- 2i c p oss ess v er y si mil ar
bi ol o gi c al a cti vit y i n vitr o ( Fi g ur e 4 C ).  T o ass ess t h e bi ol o gi c al
a cti vit y of s cI L- 2 / S 4 B 6 i n viv o,  w e e m pl o y e d a d o pti v e tr a nsf er
of  C F S E-l a b el e d  O T-I  C D 8 + T c ells i nt o c o n g e n ei c  C D 4 5. 1

mi c e.  Tr a nsf err e d  T c ells  w er e a cti v at e d b y i nj e cti o n of a l o w
d os e of SII N F E K L p e pti d e, a n d eit h er I L- 2i c or s cI L- 2 / S 4 B 6
w er e us e d t o sti m ul at e t h eir pr olif er ati o n a n d e x p a nsi o n ( Fi g ur e
4 D ).  T h e s a m e s u p er n at a nt as a b o v e  w as us e d as a s o ur c e of
s cI L- 2 / S 4 B 6, a n d t h e d os e  w as d et er mi n e d b y b ot h E LI S A a n d
i n vitr o pr olif er ati o n ass a y. S ur prisi n gl y, t h e r es ults s h o w t h at,
u nli k e i n vitr o, bi ol o gi c al a cti vit y of s cI L- 2 / S 4 B 6 is hi g h er t h a n
I L- 2i c i n viv o ( Fi g ur e 4 D ).

Fi g ur e 3. I L- 2  m oi et y bi n ds t o t h e bi n di n g sit e of a nti b o d y  m oi et y i n
s cI L- 2 / S 4 B 6 c hi m er a,  w hi c h str u ct ur all y r es e m bl es I L- 2 / a nti-I L- 2
S 4 B 6  m A b i m m u n o c o m pl e x es. ( A ) I L- 2i c  w er e a n al yz e d i n a  wi d e
r a n g e of c o n c e ntr ati o ns b y E LI S A  wit h a nti-rI g G 2 a  m A b as c o ati n g
a nti b o d y a n d S 4 B 6, J E S 6. 1, J E S 6. 5 H 4, a n d a nti-I F N- γ as d et e cti o n
m A bs. ( B ) I L- 2i c, 5 0 ti m es c o n c e ntr at e d s u p er n at a nt of cl o n e 1 0 4 / 5 3
a n d 2 5 ti m es c o n c e ntr at e d s u p er n at a nt fr o m tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n
w er e a n al yz e d b y E LI S A  wit h a nti-rI g G 2 a  m A b as c o ati n g a nti b o d y
a n d  wit h S 4 B 6, J E S 6. 1, J E S 6. 5 H 4, a n d a nti-I F N- γ as d et e cti o n  m A bs
( d ar k gr a y, bl a c k, p al e gr a y, a n d e m pt y b ars, r es p e cti v el y ).  T h e
b a c k gr o u n d of t h e ass a y is s h o w n f or e a c h d et e cti o n  m A b b y t h e us e of
P B S. ( C ) I L- 2i c  w er e a n al yz e d b y E LI S A  wit h a nti-rI g G 2 a  m A b as t h e
c o ati n g a nti b o d y a n d  wit h J E S 6. 1 as t h e d et e cti o n  m A b.  D et e cti o n
wit h J E S 6. 1  m A b  w as pr o c e e d e d b y i n c u b ati o n  wit h S 4 B 6, J E S 6. 1,
J E S 6. 5 H 4, a n d a nti-I F N-γ m A bs as c o m p etiti v e a nti b o di es. ( D )  T h e
s a m e ass a y as t h at i n p a n el  C, b ut 2 5 ti m es c o n c e ntr at e d s u p er n at a nt
fr o m tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n  w as us e d.
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■ M E T H O D S
A ni m al s a n d C ell Li n e s. Tr a ns g e ni c  O T-I, c o n g e n ei c B 6. SJ L

( L y 5. 1 ), a n d  C 5 7 B L / 6  mi c e  w er e br e d a n d k e pt at t h e  G M O f a cilit y of

t h e I nstit ut e of  M ol e c ul ar  G e n eti cs of  A S C R, v. v.i.  Mi c e  w er e us e d at 9
t o 1 5  w e e ks of a g e.  All e x p eri m e nts  w er e a p pr o v e d b y t h e  A ni m al
W elf ar e  C o m mitt e e at t h e I nstit ut e of  Mi cr o bi ol o g y of  A S C R, v. v.i.
C H O- S c ell li n e  w as p ur c h as e d fr o m I n vitr o g e n.

M o n o cl o n al  A nti b o di e s a n d  Ot h er R e a g e nt s. T h e f oll o wi n g
a nti m o us e  m A bs  w er e us e d f or e x p eri m e nts: a C D 8- P er C P- C y 5. 5,
a C D 4 5. 2- A P C, a n d a C D 2 5- P E ( e Bi os ci e n c e ) f or fl o w c yt o m etr y
a n al ysis; f u nti o n al gr a d e aI F N- γ , a C D 1 2 2, a nti-I L- 2  m A b J E S 6. 1- A 1 2,
a nti-I L- 2  m A b J E S 6. 1. 5 H 4 ( e Bi os ci e n c e ), a nti-I L- 2  m A b J E S 6. 5 H 4-
bi oti n, a n d aI F N- γ - bi oti n ( e Bi os ci e n c e ) f or E LI S A, pr olif er ati o n ass a ys,
a n d  W est er n bl ot.  U n c o nj u g at e d a nti-I L- 2  m A b S 4 B 6  w as p ur c h as e d
fr o m Bi o p ort.  T h e f oll o wi n g a ntir at  m A bs  w er e us e d f or  W est er n bl ot:
a nti- κ - bi oti n, a nti-I g G 2 a ( B D Bi os ci e n c es ), a n d p ol y cl o n al a nti-I g G-
bi oti n ( e Bi os ci e n c e ).  C T L A- 4I g f usi o n pr ot ei n c hi m er a  w as p ur c h as e d
fr o m B D Bi os ci e n c es.  A nti bi oti n- H R P a n d a nti-I g G- H R P c o nj u g at es
w er e p ur c h as e d fr o m  C ell Si g n ali n g  T e c h. E xtr a vi di n − p er o xi d as e
c o nj u g at e  w as p ur c h as e d fr o m Si g m a.

Bi oti n yl ati o n. A nti-I L- 2  m A b J E S 6. 1- A 1 2 a n d S 4 B 6  w er e
bi oti n yl at e d b y E Z- Li n k S ulf o- N H S- L C- Bi oti n ( Pi er c e ) a c c or di n g t o
t h e st a n d ar d pr ot o c ol.

Pr e p ar ati o n of E x pr e s si o n  V e ct or s. T ot al  R N A  w as is ol at e d
fr o m M us  m usc ul us C 5 7 B L / 6 s pl e e n c ells sti m ul at e d f or 2 4 h  wit h
a C D 3 ( 5 μ g / m L ) a n d a C D 2 8 ( 2 0 μ g / m L )  m A b a n d t h e n fr o m R att us
r att us S 4 B 6 h y bri d o m a c ells usi n g  T RI Z O L r e a g e nt ( Gi b c o ) a c c or di n g
t o t h e  m a n uf a ct ur er pr ot o c ol.  D N as eI-tr e at e d t ot al  R N A ( 2 μ g )  w er e
r e v ers e-tr a ns cri b e d usi n g oli g o ( d T )1 2 − 1 8 a n d S u p ers cri pt II  R e v ers e
Tr a ns cri pt as e (I n vitr o g e n ) t o c D N A a n d t h e n us e d i n P C R.  M o us e I L-
2 c D N A  w as a m pli fi e d b y pri m ers F-I L 2 / R-I L 2- S P A C E R , a n d li g ht rκ
c h ai n c D N A  w as a m pli fi e d b y pri m ers V K B 1 - S P A C E R /V K F  M Y S
usi n g Pl ati n u m  T a q  D N A P ol y m er as e (I n vitr o g e n ), r es ulti n g i n
s p e cifi c P C R pr o d u cts ( T a bl e 1 ). B ot h pr o d u cts  w er e di g est e d b y
B a m HI ( F er m e nt as ) a n d li g at e d i n o n e f us e d fr a g m e nt li n k e d b y a
3 0 b p s p a c er.  T h e fr a g m e nt  w as di g est e d b y K p n I / X h oI a n d cl o n e d
i nt o K p n I / X h oI r estri cti o n sit e of p c D N A 3. 1 ( + ) / H Y G R O v e ct or,
w hi c h  w as t h e n tr a nsf or m e d i nt o  T O P 1 0 F ′c ells.  R at h e a v y c h ai n
c D N A  w as a m pli fi e d si mil arl y t o t h e li g ht c h ai n, y et b y pri m ers
V H B 1 N E W R F / V H F R A T 2 A .  T h e P C R pr o d u ct  w as di g est e d  wit h
Hi n dIII / K p n I a n d t h e n li g at e d i nt o Hi n dIII / K p n I di g est e d p S e c T a g A /
Z E O,  w hi c h  w as t h e n tr a nsf or m e d i nt o  T O P 1 0 F ′c ells.

Tr a n si e nt E x pr e s si o n a n d Pr o d u cti o n  of s cI L- 2/ S 4 B 6.
Tr a nsi e nt e x pr essi o n  w as c arri e d o ut i n  C H O- S c ells a n d  m e di at e d
b y F u G e n e tr a nsf e cti n g r e a g e nt ( Pr o m e g a ) a c c or di n g t o t h e st a n d ar d
pr ot o c ol i n  O pti M E M pr ot ei n-fr e e  m e di u m (I n vitr o g e n ).  C ells  w er e
c otr a nsf e ct e d b y t w o e x pr essi o n v e ct ors c o nt ai ni n g I L- 2- κ li g ht c h ai n
s e q u e n c e a n d h e a v y c h ai n, r es p e cti v el y.  Tr a nsf e ct o m as  w er e gr o w n i n
O pti M E M pr ot ei n-fr e e  m e di u m  wit h d esir e d c o n c e ntr ati o n of v al pr oi c
a ci d ( R & D S yst e ms ), a n d s u p er n at a nts  w er e c oll e ct e d, di al yz e d a g ai nst
P B S, c o n c e ntr at e d, a n d st or e d i n − 7 0 ° C.

E st a bli s hi n g of St a bl e Tr a n sf e ct a nt. St a bl e tr a nsf e ct a nt cl o n e
1 0 4 / 5 3  w as  m a d e usi n g t h e s a m e r e a g e nts,  m e di a, a n d e x pr essi o n
v e ct ors as i n t h e tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n.  C H O- S c ells  w er e fi rst
tr a nsf e ct e d b y a n e x pr essi o n v e ct or c o nt ai ni n g I L- 2-κ li g ht c h ai n
s e q u e n c e  wit h  H y gr o m y ci n  B s el e cti o n c ass ett e, f oll o w e d b y
c otr a nsf e cti o n  wit h a n e x pr essi o n v e ct or c o nt ai n g a h e a v y c h ai n
s e q u e n c e  wit h Z e o ci n s el e cti o n c ass ett e. St a bl e cl o n e  w as o bt ai n e d o ut
of t w o s u bs e q u e nt si n gl e c ell cl o ni n g a n d s el e cti o n c y cl es  wit h risi n g
c o n c e ntr ati o ns of  H y gr o m y ci n B ( 1 0 − 7 5 μ g / m L ) a n d Z e o ci n ( 5 − 2 5

Fi g ur e 4. Bi ol o gi c al a cti vit y of s cI L- 2 / S 4 B 6  mi mi c ki n g I L- 2 / S 4 B 6
i m m u n o c o m pl e x es i n vitr o a n d i n viv o. ( A )  C D 8+ T c ells p uri fi e d fr o m
t h e s pl e e n of  O T-I tr a ns g e n ei c  mi c e  w er e c ult ur e d  wit h 5 0 n M
SII N F E K L p e pti d e a n d di ff er e nt c o n c e ntr ati o ns of I L- 2i c.  C T L A- 4-I g
pr ot ei n c hi m er a ( 2. 5 μ g / m L )  w as a d d e d t o c ulti v at e d  T c ells t o l o w er
pr olif er ati o n b a c k gr o u n d. Pr olif er ati o n  w as d et er mi n e d b y [ 3 H]-
t h y mi di n e i n c or p or ati o n ass a y. ( B )  T h e s a m e ass a y as t h at i n p a n el  A,
b ut 2 5 ti m es c o n c e ntr at e d s u p er n at a nt fr o m tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n  w as
us e d. ( C )  C D 8 + T c ells p uri fi e d fr o m t h e s pl e e n of  O T-I tr a n g e n ei c
mi c e  w er e c ult ur e d  wit h 5 0 n M SII N F E K L p e pti d e a n d eit h er  wit h I L-
2i c or  wit h s u p er n at a nt fr o m tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n.  C o ntr ol, a nti-
C D 1 2 2, a n d a nti-I L- 2 J E S 6. 1  m A bs  w er e a d d e d t o c ells o n t h e
b e gi n ni n g of c ulti v ati o n.  C T L A- 4-I g pr ot ei n c hi m er a ( 2. 5 μ g / m L )  w as
a d d e d t o c ulti v at e d  T c ells t o l o w er pr olif er ati o n b a c k gr o u n d.
Pr olif er ati o n  w as d et er mi n e d b y [ 3 H]-t h y mi di n e i n c or p or ati o n ass a y.
( D )  C D 8 + T c ells p uri fi e d fr o m s pl e e n of  O T-I tr a ns g e n ei c  mi c e  w er e
l a b el e d  wit h  C F S E a n d a d o pti v el y tr a nsf err e d i nt o L y 5. 1  mi c e.  N e xt
d a y, all  mi c e e x c e pt c o ntr ols  w er e i. p. i nj e ct e d  wit h 2 n m ol SII N F E K L
p e pti d e. I L- 2i c a n d s cI L- 2 / S 4 B 6  w er e i nj e ct e d i. p. t h e s a m e d a y a n d
t h e n 2 4 a n d 4 8 h l at er. S pl e e n c ells  w er e a n al yz e d b y fl o w c yt o m etr y
o n e d a y aft er t h e l ast d os e.  N u m b ers s h o w e x p a nsi o n of tr a nsf err e d
C D 8 + T c ells r el ati v e t o c o ntr ol.

T a bl e 1

pri m er n u cl e oti d e s e q u e n c e ( 5 ′− 3 ′) p ur p os e r estri cti o n sit e

F-I L 2 G C A A G G T A C C A T G T A C A G C A T G C A G C T C G C I L- 2 K p n I

R-I L 2- S P A C E R C A G G A T C C T C C T C C T C C A G A A C C T C C G C C A C C T T G A G G G C T T G T T G A G B a m HI

V K B 1- S P A C E R G T G G A T C C G G T G G C G G A G G T T C T G A C A T Y C A G R T G A C C C A G T C T C li g ht κ c h ai n B a m HI

V K F  M Y S G C C A C T C G A G ct a A C A C T C A T T C C T G T T G X h oI

V H B 1 N E W  R F  G T G T A A G C T T C R A G G T G C A R C T G C A G G A G T C T G h e a v y c h ai n Hi n dIII

V H F R A T 2 A G C A G G T A C C T C A T T T A C C A G G A G A G T G G G A G K p n I

A C S  C h e mi c al Bi ol o g y L ett er s

d x. d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ c b 3 0 0 7 2 4 2 | A C S C h e m. Bi ol. 2 0 1 3, 8, 8 7 1 − 8 7 6

5 6



μ g / m L ).  Cl o n es  w er e s cr e e n e d f or pr o d u cti o n of s cI L- 2 / S 4 B 6 b y
E LI S A, cr y o pr es er v e d, a n d st or e d i n − 1 5 2 ° C.

I L- 2/ S 4 B 6 I m m u n o c o m pl e x e s. T h es e i m m u n o c o m pl e x es 1, 5 w er e
pr e p ar e d b y a d di n g r mI L- 2 ( Pr os p e c ) i nt o a s ol uti o n of a nti-I L- 2  m A b
S 4 B 6 ( b ot h r e a g e nts i n P B S ) at a  m ol ar r ati o 2: 1.  Aft er a 1 5  mi n
i n c u b ati o n at  R T, t h e i m m u n o c o m pl e x es  w er e dil ut e d  wit h P B S t o t h e
d esir e d c o n c e ntr ati o n.

S urf a c e St ai ni n g a n d Fl o w C yt o m etr y  A n al y si s. A si n gl e c ell
s us p e nsi o n  w as pr e p ar e d fr o m h ar v est e d s pl e e ns of  O T-I  mi c e b y
G e ntl e M A C S  Diss o ci at or ( Milt e n yi Bi ot e c h ).  Aft er  R B C l ysis, c ells
w er e r es us p e n d e d i n F A C S b u ff er ( P B S, 2 % F C S, a n d 2  m m ol
E D T A ), bl o c k e d b y 1 0 %  m o us e s er u m f or 3 0  mi n o n i c e, a n d st ai n e d
wit h fl u or o c hr o m e-l a b el e d  m A bs f or 3 0  mi n o n i c e i n d ar k.  C ells  w er e
w as h e d t wi c e aft er e a c h st e p i n F A C S b u ff er a n d fi x e d i n 4 %
p ar af or m al d e h y d e pri or t o a n al ysis. Fl o w c yt o m etri c a n al ysis  w as
p erf or m e d o n L S RII ( B D Bi os ci e n c es ) a n d d at a  w er e a n al yz e d usi n g
Fl o wJ o s oft w ar e ( Tr e e St ar ).

E LI S A. N U N C  M a xi S or p 9 6- w ell fl at- b ott o m pl at es  w er e pl at e d
wit h 5 μ g / m L a nti-I g G 2 a  m A b a n d i n c u b at e d o v er ni g ht i n 4 ° C.  W ells
w er e ri ns e d a n d t h e n bl o c k e d  wit h 1 % g el ati n i n P B S ( 2 h,  R T ), a n d
s a m pl es  w er e pl at e d i n a d esir e d dil uti o n or c o n c e ntr ati o n, al o n e or i n
t h e pr es e n c e of c o m p etiti v e  m A bs, al o n g  wit h bl a n k ( P B S ) a n d titr at e d
I L- 2 / S 4 B 6 as st a n d ar d ( 2 h,  R T, a git at e d ).  Aft er ri nsi n g, d et e cti o n
a nti b o di es  w er e a d d e d i n dil uti o n b u ff er ( P B S, 0. 5 % g el ati n, 3 % P E G
6 0 0 0, a n d 0. 1 %  T w e e n 2 0 ) i n a c o n c e ntr ati o n of 0. 0 5 μ g / m L ( 1. 5 h,
R T ), f oll o w e d b y ri nsi n g a n d i n c u b ati o n  wit h e xtr a vi di n − p er o xi d as e
c o nj u g at e ( 1 h,  R T ).  Aft er t h e l ast ri ns e, a pl at e  w as d e v el o p e d usi n g
3, 3 ′, 5, 5′-t etr a m et h yl b e nzi di n e ( Si g m a ) f or 1 0  mi n  m a xi m u m, st o p p e d
b y 2  M  H 2 S O 4 , a n d a n al yz e d o n  T e c a n  R ai n b o w E LI S A r e a d er a n d
BI O LI S A s oft w ar e ( T e c a n ).

Pr olif er ati o n  A s s a y i n Vitr o. A si n gl e c ell s us p e nsi o n  w as
pr e p ar e d fr o m t h e s pl e e n of  O T-I  mi c e b y  G e ntl e M A C S  Diss o ci at or
( Milt e n yi Bi ot e c h ).  Aft er  R B C l ysis, c ells  w er e  w as h e d, c e ntrif u g e d f or
5  mi n at 3 0 0 g , r es us p e n d e d i n fr es h c ult ur e  m e di u m, a n d s e e d e d i nt o
N u n c 9 6- w ell fl at- b ott o m pl at es i n 0. 2  m L v ol u m e a n d 5 × 1 0 4 c ells /
m L d e nsit y. SII N F E K L p e pti d e ( 5 0 n M ) ( M B L i nt er n ati o n al ),  C T L A-
4-I g pr ot ei n c hi m er a ( 2. 5 μ g / m L ), a n d eit h er I L- 2i c or s u p er n at a nt
fr o m tr a nsi e nt tr a nsf e cti o n  w as a d d e d, t o g et h er  wit h c o ntr ol, a nti-
C D 1 2 2, a n d a nti-I L- 2 J E S 6. 1  m A bs o n t h e b e gi n ni n g of c ulti v ati o n.
T h e pl at es  w er e t h e n c ult ur e d i n 5 %  C O 2 f or 7 2 h at 3 7 ° C, a n d 1 8. 5
k B q of [ 3 H]-t h y mi di n e  w as a d d e d f or t h e fi n al 8 h of c ulti v ati o n b ef or e
h ar v esti n g.

W e st er n Bl ot. C ells ( 1 − 5 × 1 0 7 )  w er e  w as h e d t wi c e  wit h a n i c e-
c ol d  Tris- b u ff er e d s ali n e ( T B S )  wit h 1 μ M N a 3 V O 4 a n d c e ntrif u g e d
( 4 0 0 0 g , 4 ° C ).  C ells  w er e t h e n r es us p e n d e d i n e xtr a ct b u ff er
c o m p os e d of 1 %  N o ni d et P- 4 0 ( Pi er c e ), 1  m M  N a 3 V O 4 , 1 m M
E D T A, 2  m M E G T A, 1 0  m M  N a F, 1  m M  D T T, 5 % Pr ot e as e  mi x
( Si g m a ), 1  m M P M S F, a n d  T B S at p H 7. 4 a n d p ass e d t e n ti m es
t hr o u g h a n e e dl e ( 2 5− 3 0 G ).  C ell l ys at es  w er e c e ntrif u g e d at 4 0 0 0 g ( 4
° C ) a n d pr ot ei n c o n c e ntr ati o n i n as pir at e d s u p er n at a nts  w as
d et er mi n e d. 2 0 μ g of pr ot ei n  w as l o a d e d p er l a n e a n d r u n o n S D S-
P A G E eit h er u n d er st a n d ar d or d e n at ur ati n g c o n diti o ns usi n g 1 0 %
p ol y a cr yl a mi d e g el. S e mi dr y bl otti n g pr o c e d ur e  wit h nitr o c ell ul os e
m e m br a n e  w as p erf or m e d, a n d s cI L- 2 / S 4 B 6  w as d et e ct e d b y o n e of
t h e pri m ar y a nti b o di es ( a nti-rκ - bi oti n, a nti-rI g G- bi oti n, a nti-rI g G 2 a, or
a nti- mI L- 2 J E S 6. 5 H 4- bi oti n ) t o g et h er  wit h a s e c o n d ar y a nti b o d y
( a nti bi oti n- H R P or a nti- mI g G- H R P ).

A d o pti v e Tr a n sf er. P uri fi e d  O T-I  C D 8 + T c ells ( L y 5. 2 )  w er e
l a b el e d  wit h  C F S E a n d i nj e ct e d i. v. i nt o B 6. SJ L r e ci pi e nts ( L y 5. 1 ) at 1
× 1 0 6 c ells p er  m o us e.  T h e n e xt d a y, t h e  mi c e  w er e i nj e ct e d i. p.  wit h
P B S, 4 n m ol SII N F E K L p e pti d e ( M B L I nt er n ati o n al ), 4 n m ol
SII N F E K L p e pti d e pl us I L- 2i c, or 4 n m ol SII N F E K L p e pti d e pl us
s cI L- 2 / S 4 B 6 ( 4 0, 8 0, or 2 4 0 n g of I L- 2 e q ui v ). I L- 2i c a n d s cI L- 2 / S 4 B 6
w er e i nj e ct e d 2 4 a n d 4 8 h l at er (t ot al of 3 d os es ).  Mi c e  w er e s a cri fi c e d
2 4 h aft er t h e l ast d os e, a n d s pl e e ns  w er e h ar v est e d.

C F S E L a b eli n g. L a b eli n g of t h e c ells  wit h  C F S E  w as c arri e d o ut as
d es cri b e d els e w h er e. 1

■ A S S O CI A T E D C O N T E N T

*S S u p p orti n g I nf or m ati o n
S c h e m e of t w o ki n ds of I L- 2 i m m u n o c o m pl e x es; s c h e m e
s h o wi n g t h e cl o ni n g of g e n es; pr ot ei n s e q u e n c es cl o n e d i nt o
e x pr essi o n v e ct ors; i d e nti fi c ati o n of st a bil e tr a nsf e ct e d  C H O- S
cl o n e 1 0 4 / 5 3.  T his  m at eri al is a v ail a bl e fr e e of c h ar g e vi a t h e
I nt er n et at htt p: / / p u bs. a cs. or g.

■ A U T H O R I N F O R M A TI O N

C orr e s p o n di n g  A ut h or
* T el: + 4 2 0 2 4 1 0 6 2 3 6 2. F a x: + 4 2 0 2 4 1 7 2 1 1 4 3. E- m ail:
m a k o v ar @ bi o m e d. c as. cz.

N ot e s
T h e a ut h ors d e cl ar e t h e f oll o wi n g c o m p eti n g fi n a n ci al
i nt er est (s ):  M ar e k  K o v ar is list e d as c o-i n v e nt or o n p at e nt
e ntitl e d  M et h o ds f or I m pr o vi n g I m m u n e F u n cti o n a n d
M et h o ds f or Pr e v e nti o n or  Tr e at m e nt of  Dis e as e i n a
M a m m ali a n s u bj e ct,  w hi c h  w as fi l e d o n F e br u ar y 1 6, 2 0 0 7,
a n d n o w b e ars I nt er n ati o n al  A p pli c ati o n  N u m b er P C T /
U S 2 0 0 7 / 0 6 2 3 6 3 1.

■ A C K N O W L E D G M E N T S

T his  w or k  w as s u p p ort e d b y  Cz e c h S ci e n c e F o u n d ati o n gr a nt
P 3 0 1 / 1 1 / 0 3 2 5 a n d b y I nstit uti o n al  R es e ar c h  C o n c e pt  R V O
6 1 3 8 8 9 7 1.

■ R E F E R E N C E S

( 1 ) B o y m a n,  O.,  K o v ar,  M.,  R u bi nst ei n,  M. P., S ur h,  C.  D., a n d
S pr e nt, J. ( 2 0 0 6 ) S el e cti v e sti m ul ati o n of  T c ell s u bs ets  wit h
a nti b o d y − c yt o ki n e i m m u n e c o m pl e x es. Scie nce 3 1 1 , 1 9 2 4− 1 9 2 7.
( 2 )  K a mi m ur a,  D., S a w a, Y., S at o,  M.,  A g u n g, E.,  Hir a n o,  T., a n d

M ur a k a mi,  M. ( 2 0 0 6 ) I L- 2 i n viv o a cti viti es a n d a ntit u m or effi c a c y
e n h a n c e d b y a n a nti-I L- 2  m A b. J. I m m u n ol. 1 7 7, 3 0 6− 3 1 4.
( 3 )  T o m al a, J.,  C h m el o v a,  H., Str o h al m, J.,  Ul bri c h,  K., Sir o v a,  M.,

Ri h o v a, B., a n d  K o v ar,  M. ( 2 0 1 1 )  A ntit u m or a cti vit y of I L- 2 / a nti-I L- 2
m A b i m m u n o c o m pl e x es e x ert s s y n er gis m wit h t h at of N - ( 2-
h y dr o x y pr o p yl ) m et h a cr yl a mi d e c o p ol y m er- b o u n d d o x or u bi ci n c o n-
j u g at e d u e t o its l o w i m m u n os u p pr essi v e a cti vit y. I nt. J.  C a ncer 1 2 9,
2 0 0 2 − 2 0 1 2.
( 4 )  W e bst er,  K. E.,  W alt ers, S.,  K o hl er,  R. E.,  Mr k v a n,  T., B o y m a n,

O., S ur h,  C.  D.,  Gr e y, S.  T., a n d S pr e nt, J. ( 2 0 0 9 ) I n viv o e x p a nsi o n of
T r e g c ells  wit h I L- 2- m A b c o m pl e x es: i n d u cti o n of r esist a n c e t o E A E
a n d l o n g-t er m a c c e pt a n c e of isl et all o gr afts  wit h o ut i m m u n os u p pr es-
si o n. J. E x p.  Me d. 2 0 6, 7 5 1− 7 6 0.
( 5 )  T o m al a, J.,  C h m el o v a,  H.,  Mr k v a n,  T.,  Ri h o v a, B., a n d  K o v ar,  M.

( 2 0 0 9 ) I n viv o e x p a nsi o n of a cti v at e d n ai v e  C D 8 +  T c ells a n d  N K c ells
dri v e n b y c o m pl e x es of I L- 2 a n d a nti-I L- 2  m o n o cl o n al a nti b o d y as
n o v el a p pr o a c h of c a n c er i m m u n ot h er a p y. J. I m m u n ol. 1 8 3, 4 9 0 4−
4 9 1 2.
( 6 )  H or ni c k, J. L.,  K h a wli, L.  A.,  H u, P., L y n c h,  M.,  A n d ers o n, P.  M.,

a n d E pst ei n,  A. L. ( 1 9 9 7 )  C hi m eri c  C L L- 1 a nti b o d y f usi o n pr ot ei ns
c o nt ai ni n g gr a n ul o c yt e- m a cr o p h a g e c ol o n y-sti m ul ati n g f a ct or or
i nt erl e u ki n- 2  wit h s p e cifi cit y f or B- c ell  m ali g n a n ci es e x hi bit e n h a n c e d
eff e ct or f u n cti o ns  w hil e r et ai ni n g t u m or t ar g eti n g pr o p erti es. Bl o o d 8 9 ,
4 4 3 7 − 4 4 4 7.
( 7 )  H or ni c k, J. L.,  K h a wli, L.  A.,  H u, P., S h arifi, J.,  K h a n n a,  C., a n d

E pst ei n,  A. L. ( 1 9 9 9 ) Pr etr e at m e nt  wit h a  m o n o cl o n al a nti b o d y /
i nt erl e u ki n- 2 f usi o n pr ot ei n dir e ct e d a g ai nst  D N A e n h a n c es t h e
d eli v er y of t h er a p e uti c  m ol e c ul es t o s oli d t u m ors. Cli n.  C a ncer Res. 5 ,
5 1 − 6 0.
( 8 )  Xi a n g,  R., L o d e,  H.  N.,  D ol m a n,  C. S.,  Dr ei er,  T.,  V ar ki,  N.  M.,

Qi a n,  X., L o,  K.  M., L a n, Y., S u p er,  M.,  Gilli es, S.  D., a n d  R eisf el d,  R.  A.
( 1 9 9 7 ) Eli mi n ati o n of est a blis h e d  m uri n e c ol o n c ar ci n o m a  m et ast as es
b y a nti b o d y-i nt erl e u ki n 2 f usi o n pr ot ei n t h er a p y. C a ncer Res. 5 7 ,
4 9 4 8 − 4 9 5 5.
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( 9 )  Cr ai u,  A., B ar o u c h,  D.  H., Z h e n g,  X.  X.,  K ur o d a,  M. J., S c h mitz, J.
E., Lift o n,  M.  A., St e e n b e k e,  T.  D.,  Ni c k ers o n,  C. E., B e a u dr y,  K.,
Fr ost, J.  D.,  R ei m a n n,  K.  A., Str o m,  T. B., a n d L et vi n,  N. L. ( 2 0 0 1 )  A n
I L- 2 /I g f usi o n pr ot ei n i nfl u e n c es  C D 4 +  T l y m p h o c yt es i n n ai v e a n d
si mi a n i m m u n o d efi ci e n c y vir us-i nf e ct e d  R h es us  m o n k e ys. AI D S Res.
H u m. Retr ovir uses 1 7 , 8 7 3− 8 8 6.
( 1 0 ) B u d a gi a n,  V.,  N a n ni, P., L olli ni, P. L.,  M usi a ni, P.,  Di  C arl o, E.,

B ul a n o v a, E., P a us,  R., a n d B ulf o n e- P a us, S. ( 2 0 0 2 ) E n h a n c e d
i n hi biti o n of t u m o ur gr o wt h a n d  m et ast asis, a n d i n d u cti o n of
a ntit u m o ur i m m u nit y b y I L- 2-I g G 2 b f usi o n pr ot ei n. Sc a n d. J. I m m u n ol.
5 5 , 4 8 4− 4 9 2.
( 1 1 ) F a n, S.,  M a g uir e,  C.  A.,  R a mir ez, S.  H., Br a d el- Tr et h e w a y, B.,

S a pi n or o,  R., S ui, Z.,  C h a kr a b ort y- S ett, S., a n d  D e w h urst, S. ( 2 0 0 5 )
V al pr oi c a ci d e n h a n c es g e n e e x pr essi o n fr o m vir al g e n e tr a nsf er
v e ct ors. J.  Vir ol.  Met h o ds 1 2 5, 2 3− 3 3.
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I V. 2 N o v el I L -2 -P ol y( H P M A)  N a n o c o nj u g at e B as e d I m m u n ot h e r a p y  

 T his st u d y i ntr o d u c es a n o v el a p pr o a c h b y c o v al e ntl y att a c hi n g s y nt h eti c s e mit el e c h eli c  

p ol y m ers b as e d o n N -( 2-h y dr o x y pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e ( H P M A) t o I L -2  t hr o u g h a mi n ol ysis 

of t h e ε -a mi n o gr o u ps wit hi n t h e l ysi n e r esi d u es.  T h e r es ult a nt I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e, 

a v er a gi n g 2 -3 p ol y m er c h ai ns p er I L -2 m ol e c ul e, e x hi bit e d  r e d u c e d i n vit r o bi ol o gi c al a cti vit y 

c o m p ar e d t o n ati v e I L -2  d u e t o p ol y( H P M A) c h ai ns p arti all y pr e v e nti n g t h e i nt er a cti o n wit h 

I L-2 R.  H o w e v er , t hi s a p pr o a c h s u bst a nti all y i n cr e as e d  t h e h alf-lif e of I L-2 -p ol y( H P M A) 

c o nj u g at e  i n cir c ul ati o n ( ~ 4 h f or t h e c o nj u g at e c o m p ar e d t o  ˂ 1 0 mi n f or fr e e I L -2), w hi c h, 

t o g et h er wit h it s p arti all y C D 1 2 2-bi as e d a cti vit y, l e d  t o e n h a n c e d bi ol o gi c al a cti vit y i n vi v o. 

T his c o nj u g at e  si g nifi c a nt l y e x p a n d e d  m e m or y C D 8 +  T, N K, N K T, γ δ T, a n d Tr e g c ell s . 

F urt h er m or e, t h e c o nj u g at e m ar k e dl y p ot e nti at e d  t h e C D 8 +  T c ell  r es p o ns e f oll o wi n g p e pti d e -

b as e d v a c ci n ati o ns. T h e s e fi n di n gs u n d ers c or e d  t h e p ot e nti al of p ol y m er-m o difi e d I L -2 i n 

i m pr o vi n g t h e t h er a p e uti c pr ofil e of c yt o ki n e-b as e d tr e at m e nts, pr o vi di n g a gr o u n d br e a ki n g 

pr o of -of -c o n c e pt f or p ol y m er/ pr ot ei n m o difi c ati o ns i n e n h a n ci n g t h eir bi ol o gi c al a cti vit y f or 

i m m u n ot h er a p y a p pli c ati o ns. 

 

P. W e b e r o v á ’s c o nt ri b uti o n t o t his p u bli c ati o n: 

All bi ol o gi c al st u di es r e p ort e d  i n t hi s m a n us cri pt r es ult e d fr o m m y w or k , i n cl u di n g 

e x p eri m e nts' d esi g n, e x e c uti o n, d at a a n al ysi s , a n d i nt er pr et ati o n of r es ult s. I si g nifi c a ntl y 

c o ntri b ut e d t o t h e pr e p ar ati o n of t h e m a n us cri pt.  O v er all c o ntri b uti o n ~ 6 0 %.  
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I V. 3 A nti b o di es t o I nt e rl e u ki n -2 eli cit s el e cti v e T c ell s u b s ets p ot e nti ati o n t h r o u g h 

disti n ct c o nf o r m ati o n al m e c h a nis m s  

I L-2 m e di at es it s eff e cts b y si g n ali n g t hr o u g h I L-2 R β:I L -2 R γ c  h et er o di m ers o n c ell s t h at 

e x pr ess v ar yi n g l e v els of I L -2 R α . T h e diff er e nti al e x pr essi o n of I L -2 R α d eli n e at es c ell s i nt o 

hi g h -e x pr essi n g Tr e g c ell s a n d l o w -e x pr essi n g eff e ct or c ell s. Utili zi n g a nti -I L-2  m A bs , s u c h as 

J E S 6 -1 A 1 2 (J E S 6)  a n d S 4 B 6, m o d ul at es t hi s p at h w a y t o pr ef er e nti all y e x p a n d eit h er Tr e g or 

eff e ct or c ell s, r es p e cti v el y, pr es e nti n g a t ar g et e d a p pr o a c h f or t h er a p e uti c i nt er v e nti o ns. O ur 

r es e ar c h  h as  r e v e al e d  t h at  J E S 6 st eri c all y bl o c ks t h e i nt er a cti o ns of I L-2 wit h I L -2 R β a n d 

I L-2 R γ, w hil e si m ult a n e o usl y d e cr e asi n g t h e affi nit y of I L-2  f or I L-2 R α t hr o u g h a n all ost eri c 

m e c h a nis m, t h er e b y s el e cti v el y e n h a n ci n g t h e p ot e nti al of I L -2 R α hi g h  Tr e g c ell s  t o utili z e s u c h 

I L-2 c o  as hi g h a m o u nt s of s urf a c e I L-2 R α w er e r e q uir e d t o dis pl a c e J E S 6 m A b b y m ass a cti o n . 

I L-2/J E S 6 a u g m e nts I L -2 R α e x pr essi o n, est a blis hi n g  a b e n efi ci al f e e d b a c k l o o p f or Tr e g c ell 

a cti v ati o n. I n c o ntr ast, S 4 B 6 s el e cti v el y bl o c ks t h e I L -2:I L -2 R α i nt er a ct i o n a n d st a bili z es t h e 

I L-2:I L -2 R β i nt er a cti o n b y i n d u ci n g a n affi nit y -e n h a n ci n g c o nf or m ati o n al c h a n g e  i n I L-2. 

All ost eri c e n h a n c e m e nt of I L -2:I L -2 R β i nt er a cti o n b y S 4 B 6 l e a d s t o i n cr e as e d sti m ul at or y 

a cti vit y t h at p arti c ul arl y f a v or s I L-2 R β hi g h  eff e ct or c ell s . T h es e fi n di n gs pr o vi d e a d et ail e d 

m ol e c ul ar fr a m e w or k f or t h e d e v el o p m e nt of s el e cti v el y e n h a n ci n g t h er a p e uti c a nti b o di es, 

off eri n g si g nifi c a nt p ot e nti al f or pr e cisi o n  i m m u n ot h er a p y. 

P. W e b e r o v á ’s c o nt ri b uti o n t o t his p u bli c ati o n:

I p arti ci p at e d i n t h e e x p eri m e nts  i n vi v o. I h a v e as s ess e d t h e e x p a nsi o n of v ari o us i m m u n e c ell 

s u bs ets  i n r es p o ns e t o I L-2, I L -2/ S 4 B 6, a n d I L -2/J E S 6 a n d  l e v els of I L-2 R α  e x pr essi o n  i n t h es e 

c ell s.  O v er all c o ntri b uti o n ~ 1 0 %.  

7 2



A nti b o di e s t o I nt erl e u ki n- 2 eli cit s el e cti v e T c ell s u b s et 

p ot e nti ati o n t hr o u g h di sti n ct c o nf or m ati o n al m e c h a ni s m s

J a mi e B. S p a n gl er 1, 2, 3 , J a k u b T o m al a 4 , Vi n c e nt C. L u c a 1, 2, 3 , K e vi n M. J u d e 1, 2, 3 , S h e n 

D o n g 1, 2, 3 , A ar o n M. Ri n g 1, 2, 3 , P etr a V ot a v o v a 4 , M ari o n P e p p er 5 , M ar e k K o v ar 4 , a n d K. 

C hri st o p h er G ar ci a 1, 2, 3,*

1 H o w ar d H u g h e s M e di c al I n stit ut e, St a nf or d U ni v er sit y S c h o ol of M e di ci n e, St a nf or d, C alif or ni a, 

U S A

2 D e p art m e nt of M ol e c ul ar a n d C ell ul ar P h y si ol o g y, St a nf or d U ni v er sit y S c h o ol of M e di ci n e, 

St a nf or d, C alif or ni a, U S A

3 D e p art m e nt of Str u ct ur al Bi ol o g y, St a nf or d U ni v er sit y S c h o ol of M e di ci n e, St a nf or d, C alif or ni a, 

U S A

4 L a b or at or y of T u m or I m m u n ol o g y, I n stit ut e of Mi cr o bi ol o g y of t h e A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e 

C z e c h R e p u bli c, Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c

5 D e p art m e nt of I m m u n ol o g y, U ni v er sit y of W a s hi n gt o n, S e attl e, W a s hi n gt o n, U S A

S U M M A R Y

I nt erl e u ki n- 2 (I L- 2) is a pl ei otr o pi c c yt o ki n e t h at r e g ul at es i m m u n e c ell h o m e ost asis, a n d h as b e e n 

us e d t o tr e at a r a n g e of dis or d ers s u c h as c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as e. I L- 2 si g n als vi a 

i nt erl e u ki n- 2 r e c e pt or-β (I L- 2 Rβ ):I L- 2 Rγ  h et er o di m ers o n c ells e x pr essi n g hi g h (r e g ul at or y T 

c ells, Tr e g) or l o w ( eff e ct or c ells) a m o u nts of I L- 2 R α ( C D 2 5). W h e n c o m pl e x e d wit h I L- 2, 

c ert ai n a nti- c yt o ki n e a nti b o di es pr ef er e nti all y sti m ul at e e x p a nsi o n of Tr e g (J E S 6- 1) or eff e ct or 

( S 4 B 6) c ells, off eri n g a str at e g y f or t ar g et e d dis e as e t h er a p y. W e f o u n d t h at J E S 6- 1 st eri c all y 

bl o c k e d t h e I L- 2:I L- 2 R β  a n d I L- 2:I L- 2 Rγ  i nt er a cti o ns, b ut als o all ost eri c all y l o w er e d t h e 

© 2 0 1 5 P u blis h e d b y Els e vi er I n c.
*C orr es p o n d e n c e k c g ar ci a @st a nf or d. e d u ( K. C. G.).

A C C E S SI O N N U M B E R S
C o or di n at es a n d str u ct ur e f a ct ors f or t h e mI L- 2:J E S 6- 1 a n d mI L- 2: S 4 B 6 c o m pl e x es h a v e b e e n d e p osit e d i nt o t h e Pr ot ei n D at a B a n k 
u n d er a c c essi o n c o d es 4 Y Q X a n d 4 Y U E, r es p e cti v el y.

S U P P L E M E N T A L I N F O R M A TI O N
Fi g ur es S 1 – S 7, T a bl e S 1, a n d S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es

A U T H O R C O N T RI B U TI O N S
J. B. S., V. C. L., a n d K. M.J. p erf or m e d cr yst all o gr a p hi c st u di es of t h e mI L- 2: a nti b o d y c o m pl e x es a n d d et er mi n e d a n d r efi n e d t h es e 
str u ct ur es; J. B. S. p erf or m e d bi n di n g c h ar a ct eri z ati o n st u di es; J. B. S a n d S. D. c arri e d o ut c ell si g n ali n g st u di es; J. T. a n d P. V. p erf or m e d 
i n vi v o si g n ali n g a n d t h er a p e uti c st u di es; J. B. S. a n d A. M. R. d esi g n e d a n d pr e p ar e d t h e c yt o ki n e pr ot ei ns a n d r e c o m bi n a nt a nti b o d y 
fr a g m e nts us e d i n t his w or k; J. B. S., J. T., M. P., M. K., a n d K. C. G. d esi g n e d e x p eri m e nts; J. B. S. a n d J. T. pr e p ar e d t h e fi g ur es; J. B. S. 
a n d K. C. G. wr ot e t h e p a p er; a n d M. P, M. K., a n d K. C. G. s u p er vis e d t h e r es e ar c h.

T h e a ut h ors h a v e n o ot h er c o m p eti n g fi n a n ci al i nt er ests.

P u blis h e r's Dis cl ai m e r: T his is a P D F fil e of a n u n e dit e d m a n us cri pt t h at h as b e e n a c c e pt e d f or p u bli c ati o n. As a s er vi c e t o o ur 
c ust o m ers w e ar e pr o vi di n g t his e arl y v ersi o n of t h e m a n us cri pt. T h e m a n us cri pt will u n d er g o c o p y e diti n g, t y p es etti n g, a n d r e vi e w of 
t h e r es ulti n g pr o of b ef or e it is p u blis h e d i n its fi n al cit a bl e f or m. Pl e as e n ot e t h at d uri n g t h e pr o d u cti o n pr o c ess err ors m a y b e 
dis c o v er e d w hi c h c o ul d aff e ct t h e c o nt e nt, a n d all l e g al dis cl ai m ers t h at a p pl y t o t h e j o ur n al p ert ai n.

H H S P u bli c A c c e s s
A ut h or m a n us cri pt
I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.

P u blis h e d i n fi n al e dit e d f or m as:
I m m u nit y. 2 0 1 5 M a y 1 9; 4 2( 5): 8 1 5 – 8 2 5. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.i m m u ni. 2 0 1 5. 0 4. 0 1 5.
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I L- 2:I L- 2 Rα  affi nit y t hr o u g h a ‘tri g g er e d e x c h a n g e’ m e c h a nis m f a v ori n g I L- 2 Rα hi  Tr e g c ells, 

cr e ati n g a p ositi v e f e e d b a c k l o o p f or I L- 2 R α hi  c ell a cti v ati o n. C o n v ers el y, S 4 B 6 st eri c all y bl o c k e d 

t h e I L- 2:I L- 2 Rα  i nt er a cti o n, w hil e als o c o nf or m ati o n all y st a bili zi n g t h e I L- 2:I L- 2 Rβ  i nt er a cti o n, 

t h us sti m ul ati n g all I L- 2 r es p o nsi v e i m m u n e c ells, p arti c ul arl y I L- 2 Rβ hi  eff e ct or c ells. O ur i nsi g hts 

pr o vi d e a m ol e c ul ar bl u e pri nt f or e n gi n e eri n g s el e cti v el y p ot e nti ati n g t h er a p e uti c a nti b o di es.

I N T R O D U C TI O N

I nt erl e u ki n (I L)- 2 is a f o ur- h eli x b u n dl e c yt o ki n e t h at pl a ys a criti c al r ol e i n i m m u n e c ell 

diff er e nti ati o n, gr o wt h, a n d a cti vit y. I L- 2 si g n als t hr o u g h f or m ati o n of eit h er a hi g h- affi nit y 

q u at er n ar y c o m pl e x wit h t h e i nt erl e u ki n- 2 r e c e pt or- α (I L- 2 Rα , C D 2 5), I L- 2 Rβ , a n d I L- 2 Rγ 

c h ai ns ( K d ≈ 1 0 p M), or a n i nt er m e di at e- affi nit y t er n ar y c o m pl e x ( K d ≈ 1 n M) wit h o nl y t h e 

I L- 2 Rβ  a n d I L- 2 Rγ  c h ai ns (B o y m a n a n d S pr e nt, 2 0 1 2 ; Li a o et al., 2 0 1 3 ). C o ns e q u e ntl y, 

e x pr essi o n of t h e n o n-si g n ali n g I L- 2 R α  s u b u nit r e g ul at es c yt o ki n e s e nsiti vit y. I L- 2 Rα  is 

r o b ustl y e x pr ess e d o n r e g ul at or y T ( Tr e g) c ells b ut is virt u all y a bs e nt fr o m n aï v e eff e ct or 

c ells s u c h as m e m or y- p h e n ot y p e ( M P) C D 8 +  T c ells a n d n at ur al kill er ( N K) c ells, r es ulti n g 

i n diff er e nti al r es p o nsi v e n ess of t h es e i m m u n e c ell s u bs ets t o I L- 2 (F o nt e n ot et al., 2 0 0 5 ; 

J os ef o wi c z et al., 2 0 1 2 ; M al e k a n d B a y er, 2 0 0 4 ). U p o n I L- 2 c o m pl e x f or m ati o n, 

i ntr a c ell ul ar J a n us ki n as e (J A K) pr ot ei ns c o nstit uti v el y ass o ci at e d wit h I L- 2 Rβ  a n d I L- 2 Rγ 

p h os p h or yl at e t yr osi n e r esi d u es i n t h e r e c e pt or i ntr a c ell ul ar d o m ai ns, w hi c h r e cr uit a n d 

a cti v at e si g n al tr a ns d u c er a n d a cti v at or of tr a ns cri pti o n ( S T A T)- 5 t o c o or di n at e i m m u n e-

r el at e d g e n e e x pr essi o n pr o gr a ms (M al e k, 2 0 0 8 ). T h e I L- 2 c o m pl e x als o si g n als s e c o n d aril y 

t hr o u g h t h e mit o g e n- a cti v at e d pr ot ei n ki n as e ( M A P K) a n d p h os p h ati d yli n osit ol 3- ki n as e 

( PI 3 K) p at h w a ys (M al e k, 2 0 0 8 ; T a ni g u c hi a n d Mi n a mi, 1 9 9 3 ).

I L- 2 e x erts p ar a d o xi c al eff e cts o n i m m u n e c ell h o m e ost asis, pr o m oti n g a cti v ati o n a n d 

pr olif er ati o n of b ot h i m m u n osti m ul at or y eff e ct or c ells a n d i m m u n os u p pr essi v e Tr e g c ells 

a n d its vit al r ol e i n i m m u n e r e g ul ati o n h as m a d e I L- 2 a n attr a cti v e t h er a p e uti c t ar g et i n a 

r a n g e of i m m u n e-li n k e d dis e as es, b ot h t o pr o m ot e t h e i m m u n e r es p o ns e, as i n c a n c er a n d 

i nf e cti o us dis e as e, a n d t o r e pr ess t h e i m m u n e r es p o ns e, as i n a ut oi m m u n e dis or d ers a n d 

gr aft v ers us h ost dis e as e ( B o y m a n a n d S pr e nt, 2 0 1 2 ; Br us k o et al., 2 0 0 8 ; Li a o et al., 2 0 1 3 ; 

W al d m a n n, 2 0 0 6 ). H o w e v er, t h e cli ni c al p erf or m a n c e of I L- 2 h as b e e n li mit e d b y t h e 

S p a n gl er et al. P a g e 2

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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m ultif ari o us n at ur e of its a cti viti es, w hi c h c a n t h w art effi c a c y a n d l e a d t o t o xi cit y or h ar mf ul 

off-t ar g et eff e cts ( B o y m a n et al., 2 0 0 6 b ; R os e n b er g, 2 0 1 2 ; S h e v a c h, 2 0 1 2 ). It w o ul d t h us b e 

of tr e m e n d o us t h er a p e uti c v al u e t o d e c o u pl e t h e i m m u n osti m ul at or y a n d 

i m m u n os u p pr essi v e a cti viti es of I L- 2 t o c at er t o p arti c ul ar dis e as e a p pli c ati o ns.

O n e str at e g y f or s el e cti v el y m o d ul ati n g t h e eff e cts of I L- 2 is d e v el o p m e nt of c yt o ki n e-

dir e ct e d a nti b o di es t h at bi as a cti vit y t o w ar d s p e cifi c T c ell s u bs ets. C o- a d mi nistr ati o n of 

a nti b o di es wit h I L- 2 off ers i m p ort a nt t h er a p e uti c a d v a nt a g es s u c h as pr ol o n g e d i n vi v o h alf-

lif e d u e t o F c r e c e pt or i nt er a cti o ns (B o y m a n et al., 2 0 0 6 b ; Fi n k el m a n et al., 1 9 9 3 ; 

L et o ur n e a u et al., 2 0 1 0 ). B o y m a n a n d c oll e a g u es est a blis h e d t h at i m m u n o c o m pl e x es f or m e d 

b y pr e- ass o ci ati o n of t w o a nti- m o us e I L- 2 ( mI L- 2) a nti b o di es wit h t h e c yt o ki n e eli cit 

c o ntr asti n g eff e cts: mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x es a cti v el y i n d u c e pr olif er ati o n of 

I L- 2 Rα hi  c ells, pr ef er e nti all y e x p a n di n g Tr e g c ells o v er eff e ct or c ells, w h er e as mI L- 2: S 4 B 6 

i m m u n o c o m pl e x es sti m ul at e pr olif er ati o n of all i m m u n e c ells, b ut p arti c ul arl y f a v or eff e ct or 

c ells ( B o y m a n et al., 2 0 0 6 a ) ( Fi g ur e 1 A). S u bs e q u e nt w or k h as v ali d at e d a v ast arr a y of 

t h er a p e uti c a p pli c ati o ns f or t h es e t w o a nti b o di es: J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x es pr o m ot e gr aft 

t ol er a n c e (P ar k et al., 2 0 1 0 ; W e bst er et al., 2 0 0 9 ) a n d s h o w effi c a c y i n pr e cli ni c al m o d els of 

di a b et es ( Gri n b er g- Bl e y er et al., 2 0 1 0 ; T a n g et al., 2 0 0 8 ) a n d S 4 B 6 i m m u n o c o m pl e x es 

e x hi bit p ot e nt a nti-t u m or a cti vit y ( Ji n et al., 2 0 0 8 ; V er d eil et al., 2 0 0 8 ) wit h o ut i n d u ci n g 

t o xi cit y (Kri e g et al., 2 0 1 0 ). B o y m a n a n d S pr e nt pr o p os e d t h at bi as e d i m m u n o c o m pl e x 

a cti vit y r es ults fr o m a nti b o d y o bstr u cti o n of s p e cifi c e pit o p es o n t h e c yt o ki n e, n a m el y t h at 

J E S 6- 1 bl o c ks o nl y t h e I L- 2 R β  bi n di n g sit e o n mI L- 2 t o disr u pt i nt er a cti o n wit h I L- 2 Rα l o 

eff e ct or c ells w h er e as S 4 B 6 bl o c ks t h e mI L- 2 R α  bi n di n g sit e o n mI L- 2 t o pr e v e nt hi g h-

affi nit y i nt er a cti o ns wit h I L- 2 R α hi  Tr e g c ells (B o y m a n a n d S pr e nt, 2 0 1 2 ). H o w e v er, i n t h e 

a bs e n c e of str u ct ur al or m ol e c ul ar c h ar a ct eri z ati o n, t h e m e c h a nisti c b asis f or s el e cti v e 

c yt o ki n e p ot e nti ati o n r e m ai ns s p e c ul ati v e.

I n t his r e p ort, w e h a v e c o m bi n e d cr yst all o gr a p hi c, bi o p h ysi c al, a n d f u n cti o n al d at a t o 

el u ci d at e t h e m ol e c ul ar r ati o n al e f or a nti b o d y-i n d u c e d bi as of c yt o ki n e a cti vit y. W e s h o w 

t h at J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 e x ert e d c o m pl e x st eri c a n d all ost eri c eff e cts o n I L- 2 t o diff er e nti all y 

a cti v at e i m m u n e c ell s u bs ets b as e d o n t h eir I L- 2 r e c e pt or s urf a c e e x pr essi o n pr ofil es a n d 

t h at t his bi as e d a cti v ati o n w as f urt h er pr o p a g at e d t hr o u g h tr a ns cri pti o n al f e e d b a c k. O ur 

fi n di n gs pr o vi d e a dir e ct li n k b et w e e n t h e m ol e c ul ar i nt er a cti o ns of c yt o ki n e- a nti b o d y 

c o m pl e x es a n d t h eir u ni q u e f u n cti o n al o ut c o m es. T h es e m e c h a nisti c i nsi g hts i nt o i m m u n e 

c ell s u bs et-s p e cifi c p ot e nti ati o n est a blis h a p ar a di g m f or a nti b o d y- m e di at e d m o d ul ati o n of 

I L- 2 b e h a vi or t h at will i nf or m t h e d esi g n of e n h a n c e d c yt o ki n e-t ar g et e d t h er a p e uti cs.

R E S U L T S

I L- 2-t ar g et e d a nti b o di e s i n hi bit c yt o ki n e si g n ali n g t o i n d u c e bi a s e d T c ell s u b s et 

pr olif er ati o n

T o el u ci d at e t h e m ol e c ul ar pr o p erti es of J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 t h at c o ntri b ut e t o t h eir f u n cti o n al 

b e h a vi or, w e pr o b e d a nti b o d y eff e cts o n mI L- 2-i n d u c e d si g n ali n g i n I L- 2 R α −  a n d I L- 2 Rα +

h u m a n Y T- 1 N K c ells as a s urr o g at e f or t h eir eff e cts o n I L- 2 R α l o v ers us I L- 2 Rα hi  i m m u n e 

c ell s u bs ets. Cr oss-r e a cti vit y b et w e e n m o us e a n d h u m a n r e c e pt ors ( Fi g ur e S 1 A) e n a bl e d 

i nt err o g ati o n of m uri n e c yt o ki n e si g n ali n g o n h u m a n c ells, alt h o u g h its p ot e n c y w as r e d u c e d 
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c o m p ar e d t o t h e h u m a n c yt o ki n e d u e t o its w e a k er affi nit y f or t h e h u m a n I L- 2 r e c e pt or 

s u b u nits. O n I L- 2 R α −  c ells, J E S 6- 1 a b olis h e d I L- 2- m e di at e d S T A T 5 a cti v ati o n. S 4 B 6 

sli g htl y i n hi bit e d a cti v ati o n, w hi c h w as u n e x p e ct e d b ut is r ati o n ali z e d b y str u ct ur al a n d 

m e c h a nisti c e x p eri m e nts pr es e nt e d l at er i n t his r e p ort. O n I L- 2 R α +  c ells, b ot h J E S 6- 1 a n d 

S 4 B 6 gr e atl y r e d u c e d I L- 2 p ot e n c y ( Fi g ur e 1 B). I m p ort a ntl y, I L- 2 a cti vit y w as gr e at er o n 

I L- 2 Rα +  c ells i n t h e pr es e n c e of J E S 6- 1 a n d gr e at er o n I L- 2 Rα −  c ells i n t h e pr es e n c e of 

S 4 B 6, c o nsist e nt wit h pr ef er e nti al a cti v ati o n of I L- 2 R α hi  Tr e g c ells a n d I L- 2 Rα l o eff e ct or 

c ells, r es p e cti v el y. S T A T 5 si g n ali n g m o d ul ati o n w as i n d e p e n d e nt of a nti b o d y bi v al e n c y, as 

t h e si n gl e- c h ai n v ari a bl e fr a g m e nt (s c F v) of J E S 6- 1 a n d t h e F a b fr a g m e nt of S 4 B 6 i n d u c e d 

t h e s a m e q u alit ati v e eff e cts as t h eir c orr es p o n di n g a nti b o di es, al b eit wit h att e n u at e d p ot e n c y 

( Fi g ur e S 1 B), pr es u m a bl y a c o ns e q u e n c e of t h e > 2 5-f ol d hi g h er a p p ar e nt affi nit y of t h e 

bi v al e nt v ers us m o n o v al e nt a nti b o di es ( Fi g ur e S 1 C).

I n vitr o I L- 2 Rα  e x pr essi o n- b as e d si g n ali n g bl o c k a d e tr a nsl at e d i nt o i n vi v o s k e wi n g of t h e 

eff e ct or c ell: Tr e g c ell r ati o. I L- 2 R α hi  Tr e g c ells w er e e nri c h e d t hr e e-f ol d f oll o wi n g 

mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x i nj e cti o n i nt o mi c e a n d, c o n v ers el y, I L- 2 R α l o M P C D 8+  T 

c ells a n d N K c ells w er e e nri c h e d fi v e-f ol d f oll o wi n g mI L- 2: S 4 B 6 i m m u n o c o m pl e x i nj e cti o n 

c o m p ar e d t o u n b o u n d c yt o ki n e a d mi nistr ati o n ( Fi g ur e 1 C).

J E S 6- 1 i n d u c e s p ot e nti ati o n of Tr e g c ell gr o wt h a n d i n hi bit s a ut oi m m u n e di s e a s e 

pr o gr e s si o n i n mi c e

As t h e eff e ct or c ell bi as i n d u c e d b y S 4 B 6 h as pr o misi n g i m pli c ati o ns f or c a n c er tr e at m e nt 

(Ji n et al., 2 0 0 8 ; Kri e g et al., 2 0 1 0 ; V er d eil et al., 2 0 0 8 ), w e s o u g ht t o e x pl or e t h e 

t h er a p e uti c p ot e nti al of t h e Tr e g c ell bi as i n d u c e d b y J E S 6- 1 i n t h e c o nt e xt of a ut oi m m u nit y 

usi n g a m o us e m o d el of i nfl a m m at or y b o w el dis e as e (I B D). T o t his e n d, w e ass ess e d t h e 

a bilit y of mI L- 2:J E S 6- 1 c o m pl e x es t o pr e v e nt dis e as e i n t h e d e xtr a n s o di u m s ulf at e ( D S S) 

c olitis m o d el. Pri or t o D S S e x p os ur e, mi c e w er e tr e at e d wit h a v e hi cl e c o ntr ol, a Tr e g c ell-

d e pl eti n g a nti- mI L- 2 R α  a nti b o d y, or mI L- 2:J E S 6- 1 c o m pl e x es, w hi c h e nri c h e d r el ati v e 

Tr e g c ell (I L- 2 R α + F o x p 3 +  c ell) n u m b ers t e n-f ol d ( Fi g ur e 1 D). W e als o o bs er v e d t hr e e-f ol d 

e nri c h m e nt of I L- 2 R α + F o x p 3 −  c ells, c o nsist e nt wit h pr e vi o us r e p orts t h at J E S 6- 1- c o nt ai ni n g 

i m m u n o c o m pl e x es i n d u c e e x p a nsi o n of I L- 2 Rα - e x pr essi n g a cti v at e d T c ells (C astr o et al., 

2 0 1 2 ; T o m al a et al., 2 0 0 9 ). O n e w e e k aft er c olitis i n d u cti o n, w e o bs er v e d t h at mI L- 2:J E S 6- 1 

i m m u n o c o m pl e x pr etr e at m e nt yi el d e d si g nifi c a nt i m pr o v e m e nts i n c ol o n l e n gt h a n d 

hist o p at h ol o g y a n d dr asti c all y r e d u c e d dis e as e a cti vit y, wit h tr e at e d mi c e e x hi biti n g si mil ar 

c h ar a ct eristi cs t o t h os e i n w hi c h dis e as e w as n ot i n d u c e d ( Fi g ur e 1 E, F). N ot a bl y, mi c e 

tr e at e d wit h P B S e x hi bit e d n e arl y i d e nti c al dis e as e s e v erit y t o Tr e g c ell- d e pl et e d mi c e ( a nti-

mI L- 2 R α  a nti b o d y c o h ort), i n di c ati n g t h at i n t h e a bs e n c e of e x p a nsi o n, b a c k gr o u n d a m o u nts 

of Tr e g c ells i n t h es e mi c e pr o vi d e n o pr ot e cti v e a d v a nt a g e. I n c o m bi n ati o n wit h o ur 

si g n ali n g a n d pr olif er ati o n st u di es, t his m o us e m o d el d e m o nstr at es t h e t h er a p e uti c utilit y of 

s el e cti v e i m m u n e c ell s u bs et sti m ul ati o n.

mI L- 2: J E S 6- 1 a n d mI L- 2: S 4 B 6 c o m pl e x str u ct ur e s r e v e al c o ntr a sti n g I L- 2 r e c e pt or st eri c 

c o m p etiti o n pr o p erti e s

T o st u d y t h e bi o c h e mi c al a n d str u ct ur al m e c h a nis ms u n d erl yi n g J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 eff e cts, 

w e is ol at e d t h e v ari a bl e r e gi o n s e q u e n c es of J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 a n d e x pr ess e d t h e m i n s c F v 
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a n d F a b f or m ats. W e s e p ar at el y d et er mi n e d t h e cr yst al str u ct ur es of t h e mI L- 2:s c F v-J E S 6- 1 

a n d mI L- 2: F a b- S 4 B 6 c o m pl e x es t o r es ol uti o ns of 2. 8 a n d 2. 2 Å, r es p e cti v el y ( Fi g ur e S 2 A, B 

a n d T a bl e S 1), a n d c o m p ar e d t h e m t o t h e h u m a n I L- 2 q u at er n ar y c o m pl e x str u ct ur e ( W a n g 

et al., 2 0 0 5 ) ( Fi g ur e 2 A, B). W e o bs er v e d t h at J E S 6- 1 bi n ds v e ntr all y, or ‘ u n d er n e at h’ mI L- 2 

as it w o ul d b e dis p os e d i n t h e si g n ali n g c o m pl e x, b et w e e n t h e I L- 2 R β  a n d I L- 2 Rγ  i nt erf a c es 

o n t h e c yt o ki n e, dir e ctl y o c cl u di n g b ot h s u b u nits. C o n v ers el y, S 4 B 6 bi n ds d ors all y, or o n 

‘t o p’ of mI L- 2, dir e ctl y o c cl u di n g t h e I L- 2 Rα  s u b u nit ( Fi g ur e 2 C). J E S 6- 1 m a k es e xt e nsi v e 

c o nt a cts i n t h e r e gi o n b et w e e n t h e A h eli x a n d t h e N-t er mi n al e n d of t h e A B l o o p of mI L- 2 

t hr o u g h c o m pl e m e nt arit y- d et er mi ni n g r e gi o ns ( C D Rs) 2 a n d 3 of t h e J E S 6- 1 h e a v y c h ai n 

( H C) a n d C D Rs 1 a n d 3 of t h e J E S 6- 1 li g ht c h ai n ( L C) ( Fi g ur e S 2 C). I n p arti c ul ar, mI L- 2 

r esi d u es Q 3 6 a n d E 3 7, w hi c h c orr es p o n d t o hI L- 2 r esi d u es ( Q 2 2 a n d M 2 3) ess e nti al t o t h e 

I L- 2:I L- 2 Rβ  a n d I L- 2:I L- 2 Rγ  i nt er a cti o ns, r es p e cti v el y, e n g a g e i n h y dr o g e n b o n ds wit h 

J E S 6- 1 L C C D Rs 1 a n d 3, ill ustr ati n g t h e b asis f or st eri c c o m p etiti o n b et w e e n J E S 6- 1 a n d 

b ot h t h e I L- 2 R β  a n d I L- 2 Rγ  s u b u nits. I n c o ntr ast, S 4 B 6 pri m aril y i nt er a cts wit h I L- 2 Rα -

bi n di n g r esi d u es i n t h e B a n d C h eli c es of mI L- 2, t hr o u g h c o nt a cts wit h S 4 B 6 H C C D R 3 

a n d L C C D Rs 1 a n d 2 ( Fi g ur e S 2 D). O ur cr yst all o gr a p hi c fi n di n gs ar e c o nsist e nt wit h r e c e nt 

e pit o p e m a p pi n g st u di es p erf or m e d f or J E S 6- 1 ( R oj as et al., 2 0 1 4 ) a n d S 4 B 6 (R oj as et al., 

2 0 1 3 ).

A nti- c yt o ki n e m A b s eli cit all o st eri c eff e ct s o n c yt o ki n e-r e c e pt or i nt er a cti o n s

O ur str u ct ur al a n al ysis als o r e v e al e d all ost eri c eff e cts of a nti b o d y bi n di n g o n I L- 2 c o m pl e x 

f or m ati o n t h at ar e k e y t o f u n cti o n. N o str u ct ur e of t h e m o us e I L- 2:I L- 2 Rα  c o m pl e x h as y et 

b e e n d et er mi n e d t o c o m p ar e wit h t h e mI L- 2:J E S 6- 1 c o m pl e x; h o w e v er, t h e h u m a n 

I L- 2:I L- 2 Rα  c o m pl e x str u ct ur e s er v es as a n a c c ur at e m o d el f or c o m p aris o n si n c e h u m a n 

a n d m o us e I L- 2 s h o w a hi g h d e gr e e of s e q u e n c e a n d str u ct ur al c o ns er v ati o n i n r esi d u es t h at 

e n g a g e t h eir r e c e pt ors. Alt h o u g h t h er e is n o st eri c cl as h b et w e e n J E S 6- 1 a n d I L- 2 R α ( Fi g ur e 

2 B), k e y r esi d u es t h at c o nt a ct I L- 2 R α ‘s wit c h’ c o nf or m ati o ns u p o n bi n di n g t o J E S 6- 1. 

S u p er p ositi o n of t h e hI L- 2: hI L- 2 R α  a n d mI L- 2:J E S 6- 1 i nt erf a c es r e v e als a l ar g e-s c al e 

r e m o d eli n g of t h e A B l o o p i n t h e r es p e cti v e c o m pl e x es, wit h dr asti c c h a n g es i n b ot h si d e 

c h ai n a n d m ai n c h ai n p ositi o ni n g of r esi d u es i m p ort a nt f or b ot h J E S 6- 1 a n d  r e c e pt or bi n di n g 

( Fi g ur e 3). M or e s p e cifi c all y, t w o mI L- 2 r esi d u es ( K 4 9 a n d R 5 2) at t h e N-t er mi n al e n d of 

t h e A B l o o p t h at c o nt a ct J E S 6- 1 ( Fi g ur e S 2 C) als o m e di at e c o nt a cts b et w e e n hI L- 2 (r esi d u es 

K 3 5 a n d R 3 8) a n d hI L- 2 R α . J E S 6- 1 bi n di n g dist orts t h e e ntir e A B l o o p of mI L- 2, 

r e p ositi o ni n g K 4 9 a n d K 5 2 as w ell as K 5 7 ( hI L- 2 r esi d u e K 4 3) a n d Y 5 9 ( hI L- 2 r esi d u e 

Y 4 5) fr o m t h eir pr es u m e d r e c e pt or- b o u n d st at es as s e e n i n t h e h u m a n c o m pl e x. P ot e nti all y, 

I L- 2 Rα  e n g a g e m e nt is i niti at e d b y i nt er a cti o n wit h r esi d u es K 4 9 a n d R 5 2 at t h e N-t er mi n al 

e n d of t h e A B l o o p t h at c o ul d, t h e n, pr o gr essi v el y ‘ p e el off’ t h e c yt o ki n e fr o m J E S 6- 1 i n a 

zi p p er-li k e m e c h a nis m ulti m at el y l e a di n g t o diss o ci ati o n of J E S 6- 1 ( Fi g ur e 3). O n c e J E S 6- 1 

diss o ci at es, t h e I L- 2 R α - b o u n d c yt o ki n e is li b er at e d t o r e cr uit I L- 2 Rβ  a n d I L- 2 Rγ  t o f or m t h e 

f u n cti o n al si g n ali n g c o m pl e x. T h es e all ost eri c c h a n g es c a n n ot b e e x pl ai n e d b y diff er e n c es i n 

str u ct ur e b et w e e n t h e c yt o ki n e s p e ci es, as t h e A B l o o p r e gi o n of mI L- 2 fr o m t h e S 4 B 6-

b o u n d str u ct ur e o v erl a ys cl os el y ( R M S D = 0. 7 7 1 Å f or S 4 B 6 v ers us 3. 1 5 Å f or J E S 6- 1) wit h 

r e c e pt or- b o u n d hI L- 2 ( Fi g ur e S 3). M or e o v er, t h e c o nf or m ati o n al fl e xi bilit y i n t h e A B l o o p 

r e gi o n c o ntr asts wit h t h e cl os e c orr el ati o n b et w e e n J E S 6- 1- b o u n d mI L- 2 a n d r e c e pt or- b o u n d 

hI L- 2 i n ot h er r e gi o ns of t h e str u ct ur es ( R M S D = 3. 1 5 Å f or A B l o o ps v ers us 0. 7 2 9 Å f or 

S p a n gl er et al. P a g e 5
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r e m ai n d er of str u ct ur es). T h us J E S 6- 1 c a pit ali z es o n t h e pr e vi o usl y n ot e d m all e a bilit y of t h e 

I L- 2 Rα  bi n di n g sit e o n I L- 2 (T h a n os et al., 2 0 0 6 ; T h a n os et al., 2 0 0 3 ), a n d c o nf or m ati o n al 

c h a n g es ar e c o nfi n e d l o c all y t o t his r e gi o n of t h e c yt o ki n e. W e s u g g est t h at J E S 6- 1 bi n di n g 

t o o n e sit e all ost eri c all y i m p airs I L- 2 Rα  bi n di n g t o a n o n- o v erl a p pi n g sit e, a n d t his i m p air e d 

bi n di n g ( i. e. l o w er e d affi nit y f or I L- 2 Rα ) r e n d ers J E S 6- 1- b o u n d I L- 2 s el e cti v e f or I L- 2 Rα hi 

c ells, w hi c h e x pr ess s uffi ci e nt I L- 2 R α  t o dis pl a c e t h e a nti b o d y b y m ass a cti o n a n d i niti at e 

t h e e x c h a n g e m e c h a nis m.

O v erl a yi n g t h e I L- 2 r e c e pt or s u b u nits wit h S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 cl e arl y ill ustr at es dir e ct 

o c cl usi o n of I L- 2 R α  bi n di n g b y t h e a nti b o d y ( Fi g ur e 2 B), t o t h e e xt e nt t h at S 4 B 6 a p p e ars t o 

b e a str u ct ur al mi mi c of I L- 2 R α . C o m p aris o n of t h e hI L- 2: hI L- 2 Rα  a n d mI L- 2: S 4 B 6 

i nt erf a c es p ortr a ys t h e stri ki n g si mil arit y b et w e e n t h es e t w o i nt er a cti o ns ( Fi g ur e 4 A). B ot h 

t h e si d e c h ai n a n d m ai n c h ai n p ositi o ni n g of t h e A B l o o p a n d B h eli x ar e hi g hl y c o ns er v e d, 

p arti c ul arl y f or i nt er a cti n g r esi d u es t h at ar e s h ar e d b et w e e n t h e str u ct ur es. H er e a g ai n, cl os e 

e x a mi n ati o n of t h e str u ct ur al eff e cts of S 4 B 6 bi n di n g ill u mi n at es a n u n a nti ci p at e d 

c o nf or m ati o n al c o ns e q u e n c e of t h e a nti b o d y o n I L- 2 e n g a g e m e nt of I L- 2 R β . W e pr e vi o usl y 

n ot e d t h at h u m a n I L- 2 u n d er g o es a sli g ht r e p ositi o ni n g of t h e C h eli x f oll o wi n g I L- 2 R α 

e n g a g e m e nt ( W a n g et al., 2 0 0 5 ) a n d s h o w e d t h at t his str u ct ur al c h a n g e i n t h e c yt o ki n e is 

r e c a pit ul at e d b y a v ari a nt of I L- 2 ( d e n ot e d s u p er- 2) t h at e x hi bits 2 0 0-f ol d hi g h er affi nit y f or 

t h e I L- 2 Rβ  s u b u nit t h a n t h e wil d-t y p e c yt o ki n e (L e vi n et al., 2 0 1 2 ). S 4 B 6 e n g a g es I L- 2 i n a 

si mil ar m a n n er t o I L- 2 R α , a n d w e fi n d t h at t h e a nti b o d y d o es i n d e e d i n d u c e a s hift i n t h e C 

h eli x c o m p ar e d t o t h e u n b o u n d c yt o ki n e, c oi n ci di n g wit h t h e str u ct ur es of b ot h I L- 2 R α -

b o u n d hI L- 2 a n d s u p er- 2 ( Fi g ur e 4 B a n d Fi g ur e S 4 A). T h us S 4 B 6 m e di at es st eri c bl o c k a d e 

b ut als o, t o a l ess er e xt e nt, all ost eri c eff e cts, eli citi n g str u ct ur al c h a n g es dist al fr o m its 

bi n di n g sit e t h at c o ul d i m p a ct I L- 2 R β  bi n di n g. O v erl a y of t h e I L- 2 Rβ  s u b u nit fr o m t h e hI L- 2 

q u at er n ar y c o m pl e x wit h t h e S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 als o r e v e als t h at t h e a nti b o d y m a y sli g htl y 

o bstr u ct a c c essi bilit y of I L- 2 R β  t hr o u g h a t a n g e nti al st eri c cl as h b et w e e n S 4 B 6 L C C D R 1 

a n d d o m ai n 1 of I L- 2 R β ( Fi g ur e S 4 B) w hi c h c o ul d p arti all y miti g at e t h e affi nit y- e n h a n ci n g 

eff e ct of S 4 B 6 bi n di n g o n t h e I L- 2:I L- 2 R β  i nt er a cti o n. S 4 B 6- m e di at e d bl o c k a d e of I L- 2 Rα 

bi n di n g t o g et h er wit h st a bili z ati o n of t h e I L- 2 R β - bi n di n g c o nf or m ati o n of I L- 2 w o ul d b e 

e x p e ct e d t o pr o m ot e pr olif er ati o n of all T a n d N K c ells b e ari n g I L- 2 R β  a n d I L- 2 Rγ , 

p arti c ul arl y f a v ori n g I L- 2 R β hi  eff e ct or c ells, c o nsist e nt wit h t h e f u n cti o n al a cti vit y of t his 

a nti b o d y.

A nti-I L- 2 a nti b o di e s e x ert di sti n ct eff e ct s o n I L- 2 c yt o ki n e:r e c e pt or i nt er a cti o n s

T o r ati o n ali z e o ur str u ct ur al a n al ysis i n t h e c o nt e xt of bi o p h ysi c al m e as ur e m e nts, w e 

dis pl a y e d mI L- 2 o n t h e s urf a c e of y e ast a n d c h ar a ct eri z e d a nti b o d y-r e c e pt or c o m p etiti o n. 

B ot h J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 p ot e ntl y bl o c k e d t h e mI L- 2: mI L- 2 R α  i nt er a cti o n a n d J E S 6- 1 als o 

bl o c k e d t h e mI L- 2: mI L- 2 R β  i nt er a cti o n. S 4 B 6 p arti all y i m p air e d t h e mI L- 2: mI L- 2 Rβ 

i nt er a cti o n ( Fi g ur e 5 A, B), a c c o u nti n g f or its mil d i n hi biti o n of S T A T 5 si g n ali n g ( Fi g ur e 1 B, 

t o p), w hi c h pr es u m a bl y r es ults r es ult e d fr o m t h e st eri c cl as h b et w e e n t h e a nti b o d y a n d 

I L- 2 Rβ ( Fi g ur e S 4 B). C o nsist e nt wit h o ur str u ct ur al fi n di n gs, t h es e c o m p etiti o n st u di es 

d e m o nstr at e t h at b ot h a nti b o di es i m p a ct c yt o ki n e e n g a g e m e nt of t h e I L- 2 R α  a n d I L- 2 Rβ 

s u b u nits.
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W e pr o b e d t h e ki n eti cs of mI L- 2 i nt er a cti o ns wit h its r e c e pt or c h ai ns i n t h e a bs e n c e or 

pr es e n c e of t h e J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 a nti b o di es usi n g s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e ( S P R). W e 

i m m o bili z e d mI L- 2 Rα  a n d t h e n fl o w e d o v er pr e-i n c u b at e d mI L- 2: a nti b o d y c o m pl e x es 

c o nt ai ni n g a fi x e d mI L- 2 c o n c e ntr ati o n a n d v ari a bl e c o n c e ntr ati o ns of c o m p etit or a nti b o d y. 

T h e t w o a nti b o di es e x hi bit e d q u alit ati v el y diff er e nt eff e cts o n bi n di n g: W h er e as S 4 B 6 

c o m pl et el y a br o g at e d bi n di n g of mI L- 2, r esi d u al c yt o ki n e bi n di n g o c c urr e d i n t h e pr es e n c e 

of J E S 6- 1, e v e n w h e n it w as i n 4 0-f ol d e x c ess o v er mI L- 2 ( Fi g ur e 5 C), i m pl yi n g t h at mI L- 2 

c a n si m ult a n e o usl y, b ut tr a nsi e ntl y, e n g a g e b ot h J E S 6- 1 a n d mI L- 2 R α  i n a n e x c h a n gi n g 

i nt er m e di at e st at e w h er ei n J E S 6- 1 ‘r el e as es’ as mI L- 2 Rα  e n g a g es a l o w- affi nit y bi n di n g 

sit e. U p o n J E S 6- 1 diss o ci ati o n, t h e mI L- 2 R α  bi n di n g sit e o n mI L- 2 r e m o d els i nt o t h e hi g h-

affi nit y st at e. A c c or di n gl y, ki n eti c pr ofil es of J E S 6- 1- m o d ul at e d mI L- 2: mI L- 2 R α 

i nt er a cti o ns i n di c at e d t h at t h e a nti b o d y c o n c urr e ntl y d e cr e as e d t h e ass o ci ati o n r at e ( Ko n ) a n d 

i n cr e as es t h e diss o ci ati o n r at e ( Koff ) of t h e mI L- 2: mI L- 2 Rα  c o m pl e x ( Fi g ur e S 5 A). I n 

c o ntr ast, S 4 B 6 c o m p et es wit h I L- 2 R α  f or bi n di n g t o mI L- 2 i n a cl assi c al m a n n er, i n t h at 

I L- 2α  h as t o dis e n g a g e b ef or e S 4 B 6 c a n a c c ess mI L- 2: diss o ci ati o n of I L- 2 Rα  fr o m mI L- 2 

is u n aff e ct e d b y S 4 B 6 ( Fi g ur e S 5 C). T h es e disti n ct m o d es of I L- 2 Rα  dis pl a c e m e nt b y 

J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 r efl e ct t h eir u ni q u e str u ct ur al pr o p erti es a n d ar e ess e nti al t o t h eir 

bi ol o gi c al a cti viti es.

W e als o a n al y z e d t h e mI L- 2: mI L- 2 R β  i nt er a cti o n t hr o u g h S P R st u di es b y i m m o bili zi n g 

mI L- 2 R β  a n d fl o wi n g o v er i m m u n o c o m pl e x es c o nt ai ni n g v ari a bl e r ati os of c o m p etit or 

a nti b o d y t o mI L- 2. J E S 6- 1 f ull y bl o c k e d mI L- 2: mI L- 2 R β  i nt er a cti o n w h er e as S 4 B 6-

c o nj u g at e d mI L- 2 b o u n d t o mI L- 2 R β ( Fi g ur e 5 D). Ki n eti c pr ofil es s h o w e d t h at J E S 6- 1 

eli mi n at e d bi n di n g wit h o ut i m p a cti n g k off , c o nsist e nt wit h dir e ct c o m p etiti v e i n hi biti o n 

( Fi g ur e S 5 B), a n d S 4 B 6 l e d t o a n i n cr e as e i n t h e m ol e c ul ar m ass of b o u n d a n al yt e r efl e cti n g 

mI L- 2 R β  e n g a g e m e nt of b ot h t h e c yt o ki n e a n d a nti b o d y ( Fi g ur e S 5 D).

W e m o difi e d t h e t o p ol o g y of o ur bi n di n g st u di es, i m m o bili zi n g eit h er J E S 6- 1 or S 4 B 6, 

s at ur ati n g t h e a nti b o d y- c o at e d s urf a c e wit h mI L- 2, a n d s u bs e q u e ntl y m e as uri n g mI L- 2 R α  or 

mI L- 2 R β  bi n di n g t o t h e i m m o bili z e d mI L- 2: a nti b o d y c o m pl e x es. mI L- 2 Rα  di d n ot bi n d t o 

t h e i m m o bili z e d mI L- 2: S 4 B 6 i m m u n o c o m pl e x ( Fi g ur e 5 E a n d Fi g ur e S 5I) b ut b o u n d t o t h e 

mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x wit h 2 0 0-f ol d w e a k er affi nit y c o m p ar e d t o its i nt er a cti o n 

wit h mI L- 2 al o n e ( Fi g ur e 5 E). T h e ki n eti c pr ofil e r e v e al e d a dr a m ati c i n cr e as e i n t h e 

mI L- 2 R α  Koff  i n t h e pr es e n c e of J E S 6- 1 ( Fi g ur e S 5 E, G), r eit er ati n g t h e e x c h a n g e b et w e e n 

r e c e pt or a n d a nti b o d y bi n di n g t o t h e c yt o ki n e. St eri c i n hi biti o n pr e cl u d e d bi n di n g of 

mI L- 2 R β  t o t h e i m m o bili z e d mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x ( Fi g ur e 5 F a n d Fi g ur e S 5 H) 

b ut, i nt er esti n gl y, w e o bs er v e d 6-f ol d e n h a n c e m e nt i n t h e bi n di n g of mI L- 2 R β  t o t h e 

mI L- 2: S 4 B 6 i m m u n o c o m pl e x c o m p ar e d t o its bi n di n g t o fr e e mI L- 2 ( Fi g ur e 5 F). T his 

affi nit y i m pr o v e m e nt w as a n et c o ns e q u e n c e of si m ult a n e o us d e cr e as es i n K o n  a n d Koff  f or 

t h e mI L- 2: mI L- 2 Rβ  i nt er a cti o n i n t h e pr es e n c e of S 4 B 6 ( Fi g ur e S 5 F,J). T h e ki n eti cs of t his 

i m m u n o c o m pl e x: mI L- 2 Rβ  i nt er a cti o n w er e r ati o n ali z e d b y str u ct ur al o bs er v ati o ns, as t h e 

pr e di ct e d cl as h b et w e e n S 4 B 6 a n d mI L- 2 R β ( Fi g ur e S 4 B) w o ul d pr es u m a bl y i m p e d e 

a c c essi bilit y of t h e r e c e pt or bi n di n g sit e o n mI L- 2, h a m p eri n g K o n . H o w e v er, t his eff e ct w as 

c o u nt er a ct e d b y t h e c o nf or m ati o n al c h a n g e i n t h e mI L- 2 C h eli x i n d u c e d b y S 4 B 6 bi n di n g 

( Fi g ur e 4 B), w hi c h i m pr o v e d c o m pl e x st a bilit y a n d w o ul d b e pr e di ct e d t o l o w er K off . 

I n d e e d, it w as f o u n d t h at s u p er- 2 pri m aril y a c hi e v es its I L- 2 Rβ  affi nit y e n h a n c e m e nt r el ati v e 
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t o wil d-t y p e I L- 2 b y d e cr e asi n g Koff  (L e vi n et al., 2 0 1 2 ). T a k e n t o g et h er, o ur c o m p etiti v e 

bi n di n g st u di es v ali d at e t h e st eri c a n d all ost eri c eff e cts of a nti-I L- 2 a nti b o di es s e e n i n t h e 

cr yst al str u ct ur es, w hi c h m a nif est as bi as e d f u n cti o n al a cti viti es i n vi v o.

I L- 2: J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x si g n ali n g f e e d s b a c k o nt o I L- 2 Rαα  e x pr e s si o n t o p er p et u at e 

Tr e g c ell pr olif er ati o n

T o f urt h er e x pl or e t h e m e c h a nisti c b asis of t h e J E S 6- 1- m e di at e d Tr e g c ell pr olif er ati o n bi as, 

w e dir e ctl y c o m p ar e d pr olif er ati o n a n d I L- 2 R α  e x pr essi o n i n fi v e i m m u n e c ell s u bs ets 

f oll o wi n g i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt. As a nti ci p at e d, p er c ell I L- 2 Rα  e x pr essi o n a n d t h e 

pr o p orti o n of I L- 2 R α +  c ells w er e s u bst a nti all y hi g h er o n Tr e g c ells c o m p ar e d t o eff e ct or 

c ells a n d ot h er s u bs ets ( Fi g ur e 6 A, B). B ot h I L- 2 R α  s urf a c e d e nsit y a n d t h e p er c e nt a g e of 

I L- 2 Rα +  c ells i n t h e Tr e g c ell s u bs et ( Fi g ur e 6 C) a n d all ot h er s u bs ets ( Fi g ur e 6 A, B) 

i n cr e as e d i n r es p o ns e t o I L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt c o m p ar e d t o mI L- 2: S 4 B 6 

i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt or u n b o u n d mI L- 2 tr e at m e nt. H o w e v er, t h e J E S 6- 1-i n d u c e d ris e 

i n r e c e pt or e x pr essi o n o nl y c orr es p o n d e d wit h i n cr e as e d c ell pr olif er ati o n i n t h e Tr e g c ell 

s u bs et, i m pl yi n g t h at a t hr es h ol d a m o u nt of s urf a c e I L- 2 R α  is r e q uir e d t o i n d u c e 

pr olif er ati o n i n t h e pr es e n c e of J E S 6- 1 ( Fi g ur e 6 D, E). T his fi n di n g r es o n at es wit h o ur 

pr o p os e d tri g g er e d r el e as e m e c h a nis m, w h er ei n s uffi ci e nt a m o u nts of s urf a c e I L- 2 R α  ar e 

r e q uir e d t o dis pl a c e J E S 6- 1 b y m ass a cti o n. El e v ati o n of I L- 2 Rα  e x pr essi o n f oll o wi n g 

mI L- 2:J E S 6- 1 tr e at m e nt i n t ur n h ei g ht e ns s e nsiti vit y t o t h e i m m u n o c o m pl e x, cr e ati n g a 

p ositi v e f e e d b a c k l o o p t h at f urt h er bi as es i m m u n e c ell h o m e ost asis t o f a v or I L- 2 R α hi  Tr e g 

c ells ( Fi g ur e S 6 A).

I n t h e c as e of mI L- 2: S 4 B 6 tr e at m e nt, w e f o u n d t h at i n d u c e d pr olif er ati o n di d n ot c orr el at e 

wit h s urf a c e I L- 2 R α  q u a ntiti es, as t h e i m m u n o c o m pl e x pr o m ot es pr olif er ati o n of all I L- 2 

r es p o nsi v e i m m u n e s u bs ets, p arti c ul arl y I L- 2 Rα l o b ut I L- 2 Rβ hi  eff e ct or c ell s u bs ets ( Fi g ur e 

6 A – E). T his c orr o b or at es o ur pr o p os e d S 4 B 6 m e c h a nis m of a cti o n, w h er ei n st eri c bl o c k a d e 

r e n d ers I L- 2 i ns e nsiti v e t o I L- 2 Rα  e x pr essi o n a n d all ost eri c e n h a n c e m e nt of I L- 2 Rβ  bi n di n g 

dir e cts I L- 2’s eff e cts t o w ar d I L- 2 R β hi  eff e ct or c ells ( Fi g ur e S 6 B). C oll e cti v el y, t h es e s u bs et 

e x p a nsi o n a n d I L- 2 R α  pr ofili n g st u di es r e v e al a n a d diti o n al l a y er t hr o u g h w hi c h I L- 2-

dir e ct e d a nti b o di es r e g ul at e i m m u n e h o m e ost asis b y alt eri n g tr a ns cri pti o n al b e h a vi or.

DI S C U S SI O N

Si n c e t h e dis c o v er y t h at c ert ai n a nti-I L- 2 a nti b o di es e v o k e s el e cti v e i m m u n e c ell 

pr olif er ati o n, t h er e h as b e e n a gr e at d e al of i nt er est i n e x pl oiti n g t h es e m ol e c ul es t o tr e at 

i m m u n e dis e as es. H o w e v er, i n or d er t o h ar n ess t h eir t h er a p e uti c p ot e nti al, it is criti c al t o 

u n d erst a n d t h e m e c h a nisti c b asis f or t h eir a cti viti es. H alf-lif e e xt e nsi o n al o n e c a n n ot e x pl ai n 

t h eir eff e cts si n c e diff er e nt hi g h- affi nit y I L- 2 a nti b o di es e x hi bit disti n ct p ot e nti ati o n 

pr ofil es. T h er ef or e, w e e x pl or e d t h e at o mi c b asis f or t h eir I L- 2 i nt er a cti o ns as a p ossi bl e 

e x pl a n ati o n. It w as pr e vi o usl y t h o u g ht t h at a nti b o d y s el e cti vit y w as a c hi e v e d b y stri ct st eri c 

bl o c k a d e of s p e cifi c e pit o p es o n t h e c yt o ki n e ( B o y m a n a n d S pr e nt, 2 0 1 2 ), b ut w e f o u n d t h e 

m e c h a nis m t o b e m or e c o m pl e x. B as e d o n o ur c oll e cti v e str u ct ur al a n d f u n cti o n al st u di es, 

w e pr o p os e t h at t h e m e c h a nis ms f or s el e cti v e i m m u n e c ell s u bs et p ot e nti ati o n b y J E S 6- 1 
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a n d S 4 B 6 ar e m ulti-l a y er e d, b ut ulti m at el y r o ot e d i n t h e u ni q u e str u ct ur al pr o p erti es of e a c h 

a nti b o d y.

J E S 6- 1 a ct e d t hr o u g h a t hr e e-ti er e d m e c h a nis m t h at i n d u c e d I L- 2 t o p ot e ntl y a n d 

e x cl usi v el y a cti v at e I L- 2 R α hi  c ells, s k e wi n g t h e i m m u n e c ell b al a n c e t o f a v or Tr e g c ells. 

T h e first l a y er of I L- 2 m o d ul ati o n i n v ol v e d e xt e nsi o n of t h e c yt o ki n e’s i n vi v o h alf-lif e. 

C o m pl e xi n g c yt o ki n es wit h a nti b o di es h as l o n g b e e n p urs u e d as a str at e g y f or e n h a n ci n g 

a cti vit y t hr o u g h pr ol o n g e d p ersist e n c e i n t h e bl o o dstr e a m ( Fi n k el m a n et al., 1 9 9 3 ) a n d F c 

r e c e pt or- m e di at e d h alf-lif e e xt e nsi o n h as b e e n pr e vi o usl y s h o w n t o b e n e c ess ar y t h o u g h n ot 

s uffi ci e nt f or m a xi m al a cti vit y of a nti-I L- 2 a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x es ( L et o ur n e a u et al., 

2 0 1 0 ). T h e s e c o n d l a y er of t h e J E S 6- 1 m e c h a nis m of a cti o n c o m pris e d t h e c o m bi n e d st eri c 

a n d all ost eri c eff e cts of a nti b o d y bi n di n g o n t h e I L- 2 str u ct ur e. J E S 6- 1 st eri c all y bl o c k e d 

bi n di n g of I L- 2 R β  a n d I L- 2 Rγ  a n d als o all ost eri c all y i m p e d e d bi n di n g of I L- 2 Rα  t o t h e 

c yt o ki n e. All ost eri c disr u pti o n of t h e mI L- 2: mI L- 2 R α  i nt er a cti o n c o nf err e d e x q uisit e 

s e nsiti vit y f or Tr e g c ells, as hi g h a m o u nts of I L- 2 R α  e x pr essi o n w er e r e q uir e d t o o v er c o m e 

t his disr u pti o n t o all o w f or I L- 2 c o m pl e x f or m ati o n a n d si g n al a cti v ati o n. I L- 2 Rα l o eff e ct or 

c ells w er e u nr es p o nsi v e t o mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt si n c e I L- 2 R β  a n d 

I L- 2 Rγ  i nt er a cti o ns wit h t h e c yt o ki n e w er e o c cl u d e d a n d t h er e w er e n ot s uffi ci e nt q u a ntiti es 

of I L- 2 R α  t o dis pl a c e t h e a nti b o d y. T h e t hir d l a y er of J E S 6- 1 a cti o n c o nsist e d of I L- 2 Rα 

e x pr essi o n u pr e g ul ati o n t o cr e at e a p ositi v e f e e d b a c k l o o p t h at p er p et u at e d pr olif er ati o n of 

I L- 2 Rα hi  c ells. I n cr e as e d I L- 2 Rα  e x pr essi o n f oll o wi n g mI L- 2:J E S 6- 1 tr e at m e nt pr es u m a bl y 

r es ult e d fr o m a c o al es c e n c e of t w o eff e cts: ( 1) I n cr e as e d I L- 2 Rα  tr a ns cri pti o n, w hi c h h as 

b e e n s h o w n t o o c c ur i n r es p o ns e t o I L- 2 si g n ali n g ( D e p p er et al., 1 9 8 5 ), a n d ( 2) s el e cti v e 

pr olif er ati o n of c ells wit h p arti c ul arl y hi g h s urf a c e d e nsiti es of I L- 2 R α . El e v at e d I L- 2 Rα 

e x pr essi o n r es ult e d i n e n h a n c e d s e nsiti vit y t o t h e mI L- 2:J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x, f urt h er 

h ei g ht e ni n g s el e cti vit y f or I L- 2 R α hi  Tr e g c ell e x p a nsi o n.

A n i m p ort a nt c o m p o n e nt t o t h e a cti o n of J E S 6- 1 is its m o n o v al e nt affi nit y f or I L- 2. T h e 

mI L- 2:J E S 6- 1 affi nit y is cl os el y m at c h e d t o t h at of t h e mI L- 2: mI L- 2 R α  c o m pl e x, all o wi n g 

t h e a nti b o d y t o dir e ctl y c o m p et e wit h t h e r e c e pt or f or a c c ess t o mI L- 2. O n e c a n i m a gi n e t h at 

a hi g h er affi nit y a nti b o d y mi g ht bi n d t o o ti g htl y t o t h e c yt o ki n e a n d f ail t o l et g o a n d e n a bl e 

I L- 2 c o m pl e x f or m ati o n. C o n v ers el y, a l o w er affi nit y a nti b o d y mi g ht diss o ci at e m or e 

r e a dil y fr o m t h e c yt o ki n e t o all o w i nt er a cti o n wit h I L- 2 Rβ  a n d I L- 2 Rγ  o n all c ell t y p es, 

di mi nis hi n g t h e a d v a nt a g e J E S 6- 1 aff or ds Tr e g c ells. T h e mI L- 2: mI L- 2 R β  affi nit y is t w o 

or d ers of m a g nit u d e w e a k er t h a n t h at of t h e mI L- 2:J E S 6- 1 i nt er a cti o n, p ositi o ni n g t h e 

a nti b o d y i n a n affi nit y ‘s w e et s p ot’ t h at pri m es it f or I L- 2 R α hi  Tr e g c ell bi as.

S 4 B 6 als o a ct e d t hr o u g h a m ulti pl e-ti er e d m e c h a nis m t o pr ef er e nti all y dir e ct I L- 2 t o w ar d 

p ot e nti ati o n of eff e ct or c ells. As wit h J E S 6- 1, t h e first l a y er of S 4 B 6- m e di at e d I L- 2 

m o difi c ati o n o c c urr e d t hr o u g h e xt e nsi o n of i n vi v o h alf-lif e (L et o ur n e a u et al., 2 0 1 0 ). 

H o w e v er, as t h e f u n cti o n al c o ns e q u e n c es of S 4 B 6 ar e u ni q u e t o t his a nti b o d y, i n cr e as e d 

h alf-lif e al o n e c a n n ot a c c o u nt f or t h e bi as e d p ot e nti ati o n it or c h estr at es. T h e s e c o n d l a y er of 

S 4 B 6 a cti o n i n cl u d e d t h e c oll e cti o n of st eri c a n d all ost eri c str u ct ur al eff e cts it e x erts o n 

mI L- 2. S 4 B 6 st eri c all y o c cl u d e d I L- 2 R α  bi n di n g a n d mil dl y o bstr u ct e d I L- 2 Rβ  bi n di n g b ut 

it als o all ost eri c all y str e n gt h e n e d t h e mI L- 2: mI L- 2 Rβ  i nt er a cti o n b y i n d u ci n g a n affi nit y-

e n h a n ci n g c o nf or m ati o n al c h a n g e i n mI L- 2. T h e n et r es ult w as t h at s e nsiti vit y t o I L- 2 R α 

S p a n gl er et al. P a g e 9
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e x pr essi o n w as l ost as S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 si g n als e q ui v al e ntl y t hr o u g h t h e I L- 2 t er n ar y 

c o m pl e x o n all I L- 2 r es p o nsi v e i m m u n e c ells, a n d s us c e pti bilit y t o I L- 2 si g n ali n g w as 

g o v er n e d b y I L- 2 R β  e x pr essi o n. All ost eri c e n h a n c e m e nt of I L- 2:I L- 2 Rβ  i nt er a cti o n b y S 4 B 6 

l e d t o i n cr e as e d sti m ul at or y a cti vit y t h at p arti c ul arl y f a v or e d I L- 2 Rβ hi  eff e ct or c ells. As it 

h as b e e n est a blis h e d t h at I L- 2 si g n ali n g i n d u c es I L- 2 R β  u pr e g ul ati o n (Si e g el et al., 1 9 8 7 ), it 

is e nti ci n g t o s p e c ul at e t h at, a n al o g o us t o t h e J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x, S 4 B 6 e x erts a t hir d 

l a y er of r e g ul ati o n o n mI L- 2 a cti vit y, i niti ati n g a p ositi v e f e e d b a c k c y cl e f or I L- 2 Rβ 

e x pr essi o n t o f urt h er bi as sti m ul ati o n i n f a v or of I L- 2 R β hi  eff e ct or c ells.

T h e c o m pl e m e nt ar y J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 p air of I L- 2-t ar g et e d a nti b o di es s er v es as a n 

ar c h et y p al s yst e m f or e x pl ori n g t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms u n d erl yi n g s el e cti v e i m m u n e c ell 

s u bs et p ot e nti ati o n. F ut ur e w or k c o ul d e x p a n d u p o n o ur fi n di n gs t o d esi g n a nti b o d y v ari a nts 

wit h alt er e d affi niti es a n d r e c e pt or s u b u nit c o m p etiti o n pr o p e nsiti es t h at a c c e nt u at e i m m u n e 

c ell bi asi n g eff e cts. O n e c o ul d als o e n visi o n a p pl yi n g o ur m e c h a nisti c i nsi g hts t o ot h er 

s yst e ms b y e v ol vi n g c yt o ki n e- or gr o wt h f a ct or- dir e ct e d a nti b o di es wit h d esir e d r e c e pt or 

c o m p etiti v e pr o p erti es. W hil e J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 h a v e li mit e d cr oss-r e a cti vit y wit h hI L- 2 a n d 

I L- 2 Rα  e x pr essi o n i n a cti v at e d eff e ct or T c ells is m or e p er v asi v e i n h u m a n v ers us m o us e 

tiss u es (M al e k, 2 0 0 8 ), t h e str u ct ur al a n d bi o p h ysi c al st u di es w e pr es e nt ill u mi n at e a cl e ar 

e n gi n e eri n g- b as e d p at h t o m o dif y t h es e a nti b o di es s o t h at t h e y m a y e x ert a n al o g o us eff e cts 

o n hI L- 2 a n d s er v e as bi as e d T c ell s u bs et-s el e cti v e p ot e nti ati n g a g e nts f or a wi d e r a n g e of 

i m m u n ot h er a p e uti c o bj e cti v es.

E X P E RI M E N T A L P R O C E D U R E S

Pr ot ei n e x pr e s si o n a n d p urifi c ati o n

mI L- 2 w as e x pr ess e d i n t h e p eri pl as m of Es c h eri c hi a c oli  c ells. hI L- 2 a n d t h e m o us e a n d 

h u m a n I L- 2 r e c e pt or s u b u nits w er e s e cr et e d fr o m a b a c ul o vir us e x pr essi o n s yst e m. 

S e q u e n c es f or t h e J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 a nti b o di es w er e is ol at e d fr o m t h eir r es p e cti v e 

h y bri d o m a c ell li n es a n d us e d t o r e c o m bi n a ntl y e x pr ess s c F v a n d F a b fr a g m e nts i n a 

b a c ul o vir us e x pr essi o n s yst e m. D et ails ar e pr o vi d e d i n t h e S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al 

Pr o c e d ur es.

C ell Li n e s

Pr o c e d ur es f or c ult uri n g Y T- 1 c ells a n d s orti n g f or I L- 2 R α  e x pr essi o n ar e d es cri b e d i n t h e 

S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es.

Y T- 1 c ell S T A T 5 p h o s p h or yl ati o n st u di e s

Y T- 1 or I L- 2 R α +  Y T- 1 c ells w er e sti m ul at e d wit h mI L- 2, mI L- 2: a nti b o d y 

i m m u n o c o m pl e x es, or mI L- 2: a nti b o d y fr a g m e nt c o m pl e x es ( 2: 1 m ol ar r ati o of a nti b o d y or 

a nti b o d y fr a g m e nt t o mI L- 2). S T A T 5 a cti v ati o n w as a n al y z e d vi a fl o w c yt o m etr y as 

d es cri b e d pr e vi o usl y ( Ri n g et al., 2 0 1 2 ). D et ails ar e pr o vi d e d i n t h e S u p pl e m e nt al 

E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es.

S p a n gl er et al. P a g e 1 0
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I m m u n e c ell s u b s et pr olif er ati o n a n d r e c e pt or e x pr e s si o n st u di e s

F or r el ati v e eff e ct or c ell: Tr e g c ell pr olif er ati o n st u di es ( Fi g ur e 1 C), C 5 7 B L/ 6 mi c e w er e 

i nj e ct e d i. p. wit h mI L- 2 i m m u n o c o m pl e x es ( 2: 1 c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o) or fr e e 

mI L- 2 o n d a ys 1, 2, 3, a n d 4. F or i m m u n e c ell s u bs et e x p a nsi o n a n d I L- 2 R α  pr ofili n g 

st u di es ( Fi g ur es 6 A – E), C 5 7 B L/ 6 mi c e w er e i nj e ct e d i. p. wit h mI L- 2 i m m u n o c o m pl e x es or 

fr e e mI L- 2 o n d a ys 1, 2, a n d 3. I n b ot h st u di es, mi c e w er e s a crifi c e d o n d a y 5 a n d s pl e e ns 

w er e h ar v est e d, h o m o g e ni z e d, a n d a n al y z e d f or s urf a c e a n d i ntr a c ell ul ar m ar k ers vi a fl o w 

c yt o m etr y. C ells w er e pr ofil e d a n d a v er a g e r el ati v e e x p a nsi o n of v ari o us i m m u n e c ell 

s u bs ets c o m p ar e d t o u ntr e at e d c o ntr ol mi c e w as d et er mi n e d f or e a c h c o h ort. D et ails ar e 

d es cri b e d i n t h e S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es.

M o u s e d e xtr a n s o di u m s ulf at e ( D S S)-i n d u c e d c oliti s m o d el

B A L B/ c mi c e w er e i nj e ct e d i. p. eit h er d ail y f or s e v e n d a ys wit h P B S, o n c e o n d a y 6 wit h 

a nti- mI L- 2 R a a nti b o d y ( E X BI O, cl o n e P C 6 1. 5), or d ail y f or s e v e n d a ys wit h mI L- 2:J E S 6- 1 

i m m u n o c o m pl e x es ( 2: 1 c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o). O n d a y 8, t w o mi c e p er c o n diti o n 

w er e s a crifi c e d t o ass ess s pl e e n Tr e g c ell c o u nts b y fl o w c yt o m etr y. T h e r e m ai ni n g 

pr etr e at e d mi c e fr o m e a c h c o h ort w er e a d mi nist er e d 3 % D S S ( M P Bi o m e di c als I n c.) i n t h eir 

dri n ki n g w at er b e gi n ni n g o n d a y 8 t o i n d u c e c olitis. O n d a y 1 5, dis e as e s e v erit y w as 

ass ess e d b y a cli ni c al dis e as e a cti vit y i n d e x ( C D AI) a n d o n d a y 1 6, mi c e w er e s a crifi c e d f or 

c ol o n m e as ur e m e nt a n d hist ol o gi c al a n al ysis. S e e S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es 

f or d et ails.

Y e a st s urf a c e a n d S P R affi nit y titr ati o n s

hI L- 2 a n d mI L- 2 w er e dis pl a y e d o n t h e s urf a c e of y e ast as d es cri b e d pr e vi o usl y ( B o d er a n d 

Wittr u p, 1 9 9 7 ; R a o et al., 2 0 0 4 ). F or S P R st u di es, bi oti n yl at e d h u m a n a n d m o us e I L- 2 

r e c e pt ors or bi oti n yl at e d a nti-I L- 2 a nti b o di es w er e i m m o bili z e d t o str e pt a vi di n- c o at e d c hi ps 

a n d bi n di n g of hI L- 2 a n d mI L- 2 w as a n al y z e d o n a Bi a c or e T 1 0 0 i nstr u m e nt ( G E 

H e alt h c ar e). Pr ot o c ol d et ails ar e pr o vi d e d i n t h e S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es.

Cr y st alli z ati o n a n d d at a c oll e cti o n

P urifi e d mI L- 2 a n d J E S 6- 1 s c F v or mI L- 2 a n d S 4 B 6 F a b w er e c o m pl e x e d o v er ni g ht at 4 ° C 

i n t h e pr es e n c e of c ar b o x y p e pti d as es- A a n d B ( Si g m a), c o- el ut e d o v er a S u p er d e x- 2 0 0 si z e-

e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y c ol u m n, a n d c o n c e ntr at e d t o > 1 0 m g/ m L. mI L- 2:J E S 6- 1 s c F v 

cr yst als w er e gr o w n i n sitti n g dr o ps at 2 2 ° C fr o m 0. 1 M Bis-tris pr o p a n e p H 6. 4, 0. 2 M 

s o di u m citr at e, a n d 1 9 % P E G 3 3 5 0 a n d fl as h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n, cr y o pr ot e ct e d wit h 

t h e a d diti o n of 2 5 % 2- M et h yl- 2, 4- p e nt a n e di ol ( Si g m a). A 2. 8 Å d at as et w as c oll e ct e d at 

b e a mli n e 8- 2 at t h e A d v a n c e d Li g ht S o ur c e. mI L- 2: S 4 B 6 F a b cr yst als w er e gr o w n i n sitti n g 

dr o ps at 2 2 ° C fr o m 0. 1 M Bis-tris pr o p a n e p H 6. 5, 0. 2 M s o di u m fl u ori d e, a n d 2 0 % P E G 

3 3 5 0 a n d fl as h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n, cr y o pr ot e ct e d wit h t h e a d diti o n of 2 5 % gl y c er ol 

( Si g m a). A 2. 2 Å d at as et w as c oll e ct e d at b e a mli n e 1 1- 1 at t h e St a nf or d S y n c hr otr o n 

R a di ati o n L a b or at or y. Diffr a cti o n d at a w er e pr o c ess e d usi n g H K L 2 0 0 0. Cr yst all o gr a p hi c 

d at a c oll e cti o n a n d r efi n e m e nt st atisti cs ar e r e p ort e d i n T a bl e S 1.

S p a n gl er et al. P a g e 1 1
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Str u ct ur e d et er mi n ati o n a n d r efi n e m e nt

T h e mI L- 2:J E S 6- 1 s c F v a n d mI L- 2: S 4 B 6 F a b c o m pl e x str u ct ur es w er e s ol v e d b y m ol e c ul ar 

r e pl a c e m e nt usi n g P H A S E R (M c C o y, 2 0 0 7 ). F or mI L- 2, a o n e-t o- o n e t hr e a d e d m o d el of 

mI L- 2 t o a h u m a n I L- 2 str u ct ur e ( P D B I D 2 B 5I) g e n er at e d i n P h yr e ( K ell e y a n d St er n b er g, 

2 0 0 9 ) w as us e d, a n d f or t h e J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 V H a n d V L d o m ai ns, m ulti pl e-t hr e a d e d 

m o d els o bt ai n e d fr o m t h e I- T A S S E R s er v er ( R o y et al., 2 0 1 0 ; Z h a n g, 2 0 0 8 ) w er e us e d. 

M o d els of t h e S 4 B 6 C H 1 a n d C L d o m ai ns w er e o bt ai n e d fr o m t h e pr e vi o usl y s ol v e d 

str u ct ur e of a r at F a b ( P D B I D 1 L K 3). It er ati v e m o d el r e b uil di n g a n d r efi n e m e nt w er e 

p erf or m e d usi n g t h e P h e ni x s oft w ar e ( A d a ms et al., 2 0 0 2 ) a n d C O O T ( Cr yst all o gr a p hi c 

O bj e ct- Ori e nt e d T o ol kit) ( E msl e y a n d C o wt a n, 2 0 0 4 ). F or i niti al r efi n e m e nt, ri gi d b o d y, 

c o or di n at e, a n d r e al-s p a c e r efi n e m e nt w er e us e d wit h i n di vi d u al at o mi c dis pl a c e m e nt 

p ar a m et er r efi n e m e nt. Tr a nsl ati o n, li br ati o n, a n d s cr e w-r ot ati o n r efi n e m e nt w as a d d e d i n 

l at er it er ati o ns. R a m a c h a n dr a n a n d r ot a m er a n al ysis w er e p erf or m e d usi n g M ol Pr o bit y 

(D a vis et al., 2 0 0 7 ). El e ctr o n d e nsit y c o n n e ct e d t o N 3 1 of t h e J E S 6- 1 V H w as m o d el e d as a n 

N-li n k e d Gl c N A c 2  wit h α - 1, 6 a n d α - 1, 3 dif u c os yl ati o n of t h e pr o xi m al Gl c N A c. I nt er a cti n g

r esi d u es w er e i d e ntifi e d usi n g t h e pr ot ei n i nt erf a c es, s urf a c es, a n d ass e m bli es ( PI S A) s er vi c e

at t h e E ur o p e a n Bi oi nf or m ati cs I nstit ut e ( Krissi n el a n d H e nri c k, 2 0 0 7 ). Str u ct ur al fi g ur es

w er e cr e at e d usi n g P y M O L ( D e L a n o, T h e P y M O L M ol e c ul ar Gr a p hi cs S yst e m, 2 0 0 2 ).

Y e a st s urf a c e a n d S P R a nti b o d y-r e c e pt or c o m p etiti v e I L- 2 bi n di n g a s s a y s

F or y e ast s urf a c e c o m p etiti o n st u di es, mI L- 2- dis pl a yi n g y e ast w er e i n c u b at e d c o n c urr e ntl y 

wit h s at ur ati n g c o n c e ntr ati o ns of mI L- 2 R a or mI L- 2 R β  a n d s eri al dil uti o ns of u nl a b el e d 

c o m p etit or a nti b o d y a n d s u bs e q u e ntl y a n al y z e d f or r e c e pt or bi n di n g vi a fl o w c yt o m etr y.

S P R- b as e d c o m p etiti o n st u di es w er e p erf or m e d o n a Bi a c or e T 1 0 0 i nstr u m e nt i n t w o 

diff er e nt t o p ol o gi es. I n o n e ori e nt ati o n, bi oti n yl at e d mI L- 2 R a or mI L- 2 R β  w as i m m o bili z e d 

t o a str e pt a vi di n- c o at e d c hi p a n d bi n di n g of pr e-i n c u b at e d c o m pl e x es c o nt ai ni n g s at ur ati n g 

a m o u nts of mI L- 2 a n d s eri al dil uti o ns of c o m p etit or a nti b o d y w as e v al u at e d. I n t h e ot h er 

ori e nt ati o n, bi oti n yl at e d a nti b o di es J E S 6- 1 or S 4 B 6 w er e i m m o bili z e d t o a str e pt a vi di n-

c o at e d c hi p, a s at ur ati n g a m o u nt of mI L- 2 w as t h e n c a pt ur e d o n t h e i m m o bili z e d a nti b o di es, 

a n d bi n di n g of s ol u bl e mI L- 2 R α  or mI L- 2 Rβ  w as e v al u at e d. S e e S u p pl e m e nt al 

E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es f or d et ails.

S u p pl e m e nt ar y M at eri al

R ef er t o W e b v ersi o n o n P u b M e d C e ntr al f or s u p pl e m e nt ar y m at eri al.

A c k n o wl e d g m e nt s

W e t h a n k m e m b ers of t h e G ar ci a a n d K o v ar l a b or at ori es f or h el pf ul a d vi c e a n d dis c ussi o ns, Mil osl a v K v er k a f or 
h el p wit h t h e m o us e D S S c olitis m o d el, a n d A. V el as c o, D. W a g hr a y, a n d S. Fis c h er f or t e c h ni c al assist a n c e. W e 
t h a n k O n ur B o y m a n f or pr o vi di n g t h e J E S 6- 1 h y bri d o m a c ell li n e a n d f or h el pf ul dis c ussi o ns. T his w or k w as 
s u p p ort e d b y t h e U S N ati o n al I nstit ut es of H e alt h ( R 0 1 AI 5 1 3 2 1 t o K. C. G., R 0 1 AI 1 0 8 6 2 6 t o M. P., a n d N ati o n al 
R es e ar c h S er vi c e A w ar d NI H- F 3 0 D K 0 9 4 5 4 1 t o A. M. R.), t h e M at h ers F u n d, t h e L u d wi g F o u n d ati o n, t h e C z e c h 
S ci e n c e F o u n d ati o n ( Gr a nt 1 3- 1 2 8 8 5 S t o M. K.), t h e I nstit ut e of Mi cr o bi ol o g y of t h e A c a d e m y of S ci e n c es of t h e 
C z e c h R e p u bli c t h e I nstit uti o n al R es e ar c h C o n c e pt ( Gr a nt R V O 6 1 3 8 8 9 7 1 t o M. K.), a n d Pr oj e ct BI O C E V of t h e 
E ur o p e a n R e gi o n al D e v el o p m e nt F u n d ( Gr a nt C Z. 1. 0 5/ 1. 1. 0 0/ 0 2. 0 1 0 9 t o M. K.). K. C. G. is a n i n v esti g at or of t h e 
H o w ar d H u g h es M e di c al I nstit ut e, J. B. S. is t h e r e ci pi e nt of a L e u k e mi a & L y m p h o m a S o ci et y C ar e er D e v el o p m e nt 
Pr o gr a m f ell o ws hi p, a n d V. C. L. is t h e r e ci pi e nt of a C a n c er R es e ar c h I nstit ut e Ir vi n gt o n p ost d o ct or al f ell o ws hi p. 

S p a n gl er et al. P a g e 1 2
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M. K. is list e d as a c o-i n v e nt or o n t h e p at e nt e ntitl e d “ M et h o ds f or i m pr o vi n g i m m u n e f u n cti o n a n d m et h o ds f or
pr e v e nti o n or tr e at m e nt of dis e as e i n a m a m m ali a n s u bj e ct ”, w hi c h w as fil e d o n F e br u ar y 1 6, 2 0 0 7 a n d n o w b e ars
I nt er n ati o n al A p pli c ati o n N u m b er P C T/ U S 2 0 0 7/ 0 6 2 3 6 3 1.

R ef er e n c e s

A d a ms P D, Gr oss e- K u nstl e v e R W, H u n g L W, I o er g er T R, M c C o y AJ, M ori art y N W, R e a d RJ, 
S a c c h etti ni J C, S a ut er N K, T er willi g er T C. P H E NI X: b uil di n g n e w s oft w ar e f or a ut o m at e d 
cr yst all o gr a p hi c str u ct ur e d et er mi n ati o n. A ct a Cr yst all o gr D Bi ol Cr yst all o gr. 2 0 0 2; 5 8: 1 9 4 8 – 1 9 5 4. 
[ P u b M e d: 1 2 3 9 3 9 2 7] 

B o d er E T, Wittr u p K D. Y e ast s urf a c e dis pl a y f or s cr e e ni n g c o m bi n at ori al p ol y p e pti d e li br ari es. N at ur e 
bi ot e c h n ol o g y. 1 9 9 7; 1 5: 5 5 3 – 5 5 7.

B o y m a n O, K o v ar M, R u bi nst ei n M P, S ur h C D, S pr e nt J. S el e cti v e sti m ul ati o n of T c ell s u bs ets wit h 
a nti b o d y- c yt o ki n e i m m u n e c o m pl e x es. S ci e n c e. 2 0 0 6 a; 3 1 1: 1 9 2 4 – 1 9 2 7. [ P u b M e d: 1 6 4 8 4 4 5 3] 

B o y m a n O, S pr e nt J. T h e r ol e of i nt erl e u ki n- 2 d uri n g h o m e ost asis a n d a cti v ati o n of t h e i m m u n e 
s yst e m. N at R e v I m m u n ol. 2 0 1 2; 1 2: 1 8 0 – 1 9 0. [ P u b M e d: 2 2 3 4 3 5 6 9] 

B o y m a n O, S ur h C D, S pr e nt J. P ot e nti al us e of I L- 2/ a nti-I L- 2 a nti b o d y i m m u n e c o m pl e x es f or t h e 
tr e at m e nt of c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as e. E x p ert O pi n Bi ol T h er. 2 0 0 6 b; 6: 1 3 2 3 – 1 3 3 1. 
[ P u b M e d: 1 7 2 2 3 7 4 0] 

Br us k o T M, P ut n a m A L, Bl u est o n e J A. H u m a n r e g ul at or y T c ells: r ol e i n a ut oi m m u n e dis e as e a n d 
t h er a p e uti c o p p ort u niti es. I m m u n ol o gi c al r e vi e ws. 2 0 0 8; 2 2 3: 3 7 1 – 3 9 0. [ P u b M e d: 1 8 6 1 3 8 4 8] 

C astr o I, D e e MJ, M al e k T R. Tr a nsi e nt e n h a n c e d I L- 2 R si g n ali n g e arl y d uri n g pri mi n g r a pi dl y 
a m plifi es d e v el o p m e nt of f u n cti o n al C D 8 + T eff e ct or- m e m or y c ells. J o ur n al of i m m u n ol o g y. 2 0 1 2; 
1 8 9: 4 3 2 1 – 4 3 3 0.

D a vis I W, L e a v er- F a y A, C h e n V B, Bl o c k J N, K a pr al GJ, W a n g X, M urr a y L W, Ar e n d all W B 3r d, 
S n o e yi n k J, Ri c h ar ds o n J S, Ri c h ar ds o n D C. M ol Pr o bit y: all- at o m c o nt a cts a n d str u ct ur e v ali d ati o n 
f or pr ot ei ns a n d n u cl ei c a ci ds. N u cl ei c a ci ds r es e ar c h. 2 0 0 7; 3 5: W 3 7 5 – 3 8 3. [ P u b M e d: 1 7 4 5 2 3 5 0] 

D e L a n o, W L. T h e P y M O L M ol e c ul ar Gr a p hi cs S yst e m. D e L a n o S ci e ntifi c; S a n C arl os, C A, U S A: 
2 0 0 2. 

D e p p er J M, L e o n ar d WJ, Dr o g ul a C, Kr o n k e M, W al d m a n n T A, Gr e e n e W C. I nt erl e u ki n 2 (I L- 2) 
a u g m e nts tr a ns cri pti o n of t h e I L- 2 r e c e pt or g e n e. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of 
S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a. 1 9 8 5; 8 2: 4 2 3 0 – 4 2 3 4. [ P u b M e d: 2 9 8 7 9 6 8] 

E msl e y P, C o wt a n K. C o ot: m o d el- b uil di n g t o ols f or m ol e c ul ar gr a p hi cs. A ct a Cr yst all o gr D Bi ol 
Cr yst all o gr. 2 0 0 4; 6 0: 2 1 2 6 – 2 1 3 2. [ P u b M e d: 1 5 5 7 2 7 6 5] 

Fi n k el m a n F D, M a d d e n K B, M orris S C, H ol m es J M, B oi a ni N, K at o n a I M, M alis z e ws ki C R. A nti-
c yt o ki n e a nti b o di es as c arri er pr ot ei ns. Pr ol o n g ati o n of i n vi v o eff e cts of e x o g e n o us c yt o ki n es b y 
i nj e cti o n of c yt o ki n e- a nti- c yt o ki n e a nti b o d y c o m pl e x es. J o ur n al of i m m u n ol o g y. 1 9 9 3; 1 5 1: 1 2 3 5 –
1 2 4 4.

F o nt e n ot J D, R as m uss e n J P, G a vi n M A, R u d e ns k y A Y. A f u n cti o n f or i nt erl e u ki n 2 i n F o x p 3-
e x pr essi n g r e g ul at or y T c ells. N at ur e i m m u n ol o g y. 2 0 0 5; 6: 1 1 4 2 – 1 1 5 1. [ P u b M e d: 1 6 2 2 7 9 8 4] 

Gri n b er g- Bl e y er Y, B a e y e ns A, Y o u S, El h a g e R, F o ur c a d e G, Gr e g oir e S, C a g n ar d N, C ar p e nti er W, 
T a n g Q, Bl u est o n e J, et al. I L- 2 r e v ers es est a blis h e d t y p e 1 di a b et es i n N O D mi c e b y a l o c al eff e ct 
o n p a n cr e ati c r e g ul at or y T c ells. T h e J o ur n al of e x p eri m e nt al m e di ci n e. 2 0 1 0; 2 0 7: 1 8 7 1 – 1 8 7 8. 
[ P u b M e d: 2 0 6 7 9 4 0 0] 

Ji n G H, Hir a n o T, M ur a k a mi M. C o m bi n ati o n tr e at m e nt wit h I L- 2 a n d a nti-I L- 2 m A bs r e d u c es t u m or 
m et ast asis vi a N K c ell a cti v ati o n. I nt er n ati o n al i m m u n ol o g y. 2 0 0 8; 2 0: 7 8 3 – 7 8 9. [ P u b M e d: 
1 8 4 4 8 4 5 8] 

J os ef o wi c z S Z, L u L F, R u d e ns k y A Y. R e g ul at or y T c ells: m e c h a nis ms of diff er e nti ati o n a n d f u n cti o n. 
A n n u al r e vi e w of i m m u n ol o g y. 2 0 1 2; 3 0: 5 3 1 – 5 6 4.

K ell e y L A, St er n b er g MJ. Pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n o n t h e W e b: a c as e st u d y usi n g t h e P h yr e s er v er. 
N at ur e pr ot o c ols. 2 0 0 9; 4: 3 6 3 – 3 7 1.

Kri e g C, L et o ur n e a u S, P a nt al e o G, B o y m a n O. I m pr o v e d I L- 2 i m m u n ot h er a p y b y s el e cti v e 
sti m ul ati o n of I L- 2 r e c e pt ors o n l y m p h o c yt es a n d e n d ot h eli al c ells. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al 
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A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a. 2 0 1 0; 1 0 7: 1 1 9 0 6 – 1 1 9 1 1. [ P u b M e d: 
2 0 5 4 7 8 6 6] 

Krissi n el E, H e nri c k K. I nf er e n c e of m a cr o m ol e c ul ar ass e m bli es fr o m cr yst alli n e st at e. J o ur n al of 
m ol e c ul ar bi ol o g y. 2 0 0 7; 3 7 2: 7 7 4 – 7 9 7. [ P u b M e d: 1 7 6 8 1 5 3 7] 

L et o ur n e a u S, v a n L e e u w e n E M, Kri e g C, M arti n C, P a nt al e o G, S pr e nt J, S ur h C D, B o y m a n O. I L- 2/
a nti-I L- 2 a nti b o d y c o m pl e x es s h o w str o n g bi ol o gi c al a cti vit y b y a v oi di n g i nt er a cti o n wit h I L- 2 
r e c e pt or al p h a s u b u nit C D 2 5. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d 
St at es of A m eri c a. 2 0 1 0; 1 0 7: 2 1 7 1 – 2 1 7 6. [ P u b M e d: 2 0 1 3 3 8 6 2] 

L e vi n A M, B at es D L, Ri n g A M, Kri e g C, Li n J T, S u L, M or a g a I, R a e b er M E, B o w m a n G R, N o vi c k 
P, et al. E x pl oiti n g a n at ur al c o nf or m ati o n al s wit c h t o e n gi n e er a n i nt erl e u ki n- 2 ‘s u p er ki n e’. 
N at ur e. 2 0 1 2; 4 8 4: 5 2 9 – 5 3 3. [ P u b M e d: 2 2 4 4 6 6 2 7] 

Li a o W, Li n J X, L e o n ar d WJ. I nt erl e u ki n- 2 at t h e cr ossr o a ds of eff e ct or r es p o ns es, t ol er a n c e, a n d 
i m m u n ot h er a p y. I m m u nit y. 2 0 1 3; 3 8: 1 3 – 2 5. [ P u b M e d: 2 3 3 5 2 2 2 1] 

M al e k T R. T h e bi ol o g y of i nt erl e u ki n- 2. A n n u al r e vi e w of i m m u n ol o g y. 2 0 0 8; 2 6: 4 5 3 – 4 7 9.

M al e k T R, B a y er A L. T ol er a n c e, n ot i m m u nit y, cr u ci all y d e p e n ds o n I L- 2. N at R e v I m m u n ol. 2 0 0 4; 
4: 6 6 5 – 6 7 4. [ P u b M e d: 1 5 3 4 3 3 6 6] 

M c C o y AJ. S ol vi n g str u ct ur es of pr ot ei n c o m pl e x es b y m ol e c ul ar r e pl a c e m e nt wit h P h as er. A ct a 
Cr yst all o gr D Bi ol Cr yst all o gr. 2 0 0 7; 6 3: 3 2 – 4 1. [ P u b M e d: 1 7 1 6 4 5 2 4] 

P ar k Y H, K o o S K, Ki m Y, Ki m H M, J o e I Y, P ar k C S, Ki m S C, H a n DJ, Li m D G. Eff e ct of i n 
vitr o e x p a n d e d C D 4( +) C D 2 5( +) F o x p 3( +) r e g ul at or y T c ell t h er a p y c o m bi n e d wit h 
l y m p h o d e pl eti o n i n m uri n e s ki n all otr a ns pl a nt ati o n. Cli ni c al i m m u n ol o g y. 2 0 1 0; 1 3 5: 4 3 – 5 4. 
[ P u b M e d: 2 0 0 0 6 9 4 0] 

R a o B M, Dri v er I, L a uff e n b ur g er D A, Wittr u p K D. I nt erl e u ki n 2 (I L- 2) v ari a nts e n gi n e er e d f or 
i n cr e as e d I L- 2 r e c e pt or al p h a-s u b u nit affi nit y e x hi bit i n cr e as e d p ot e n c y arisi n g fr o m a c ell s urf a c e 
li g a n d r es er v oir eff e ct. M ol P h ar m a c ol. 2 0 0 4; 6 6: 8 6 4 – 8 6 9. [ P u b M e d: 1 5 3 8 5 6 4 0] 

Ri n g A M, Li n J X, F e n g D, Mitr a S, Ri c k ert M, B o w m a n G R, P a n d e V S, Li P, M or a g a I, S p ols ki R, et 
al. M e c h a nisti c a n d str u ct ur al i nsi g ht i nt o t h e f u n cti o n al di c h ot o m y b et w e e n I L- 2 a n d I L- 1 5. 
N at ur e i m m u n ol o g y. 2 0 1 2; 1 3: 1 1 8 7 – 1 1 9 5. [ P u b M e d: 2 3 1 0 4 0 9 7] 

R oj as G, C a br er a I nf a nt e Y, P u p o A, C ar m e n at e T. Fi n e e pit o p e s p e cifi cit y of a nti b o di es a g ai nst 
i nt erl e u ki n- 2 e x pl ai ns t h eir p ar a d o xi c al i m m u n o m o d ul at or y eff e cts. m A bs. 2 0 1 4; 6: 2 7 3 – 2 8 5. 
[ P u b M e d: 2 4 2 5 3 1 8 8] 

R oj as G, P u p o A, L e o n K, A v ell a n et J, C ar m e n at e T, Si d h u S. D e ci p h eri n g t h e m ol e c ul ar b as es of t h e 
bi ol o gi c al eff e cts of a nti b o di es a g ai nst I nt erl e u ki n- 2: a v ers atil e pl atf or m f or fi n e e pit o p e m a p pi n g. 
I m m u n o bi ol o g y. 2 0 1 3; 2 1 8: 1 0 5 – 1 1 3. [ P u b M e d: 2 2 4 5 9 2 7 1] 

R os e n b er g S A. R aisi n g t h e b ar: t h e c ur ati v e p ot e nti al of h u m a n c a n c er i m m u n ot h er a p y. S ci e n c e 
tr a nsl ati o n al m e di ci n e. 2 0 1 2; 4: 1 2 7 ps 1 2 8.

R o y A, K u c u k ur al A, Z h a n g Y. I- T A S S E R: a u nifi e d pl atf or m f or a ut o m at e d pr ot ei n str u ct ur e a n d 
f u n cti o n pr e di cti o n. N at ur e pr ot o c ols. 2 0 1 0; 5: 7 2 5 – 7 3 8.

S h e v a c h E M. A p pli c ati o n of I L- 2 t h er a p y t o t ar g et T r e g ul at or y c ell f u n cti o n. Tr e n ds i n i m m u n ol o g y. 
2 0 1 2; 3 3: 6 2 6 – 6 3 2. [ P u b M e d: 2 2 9 5 1 3 0 8] 

Si e g el J P, S h ar o n M, S mit h P L, L e o n ar d WJ. T h e I L- 2 r e c e pt or b et a c h ai n ( p 7 0): r ol e i n m e di ati n g 
si g n als f or L A K, N K, a n d pr olif er ati v e a cti viti es. S ci e n c e. 1 9 8 7; 2 3 8: 7 5 – 7 8. [ P u b M e d: 3 1 1 6 6 6 8] 

T a n g Q, A d a ms J Y, P e n ar a n d a C, M elli K, Pi a g gi o E, S g o ur o u dis E, Pi c cirill o C A, S al o m o n B L, 
Bl u est o n e J A. C e ntr al r ol e of d ef e cti v e i nt erl e u ki n- 2 pr o d u cti o n i n t h e tri g g eri n g of isl et 
a ut oi m m u n e d estr u cti o n. I m m u nit y. 2 0 0 8; 2 8: 6 8 7 – 6 9 7. [ P u b M e d: 1 8 4 6 8 4 6 3] 

T a ni g u c hi T, Mi n a mi Y. T h e I L- 2/I L- 2 r e c e pt or s yst e m: a c urr e nt o v er vi e w. C ell. 1 9 9 3; 7 3: 5 – 8. 
[ P u b M e d: 8 4 6 2 1 0 3] 

T h a n os C D, D e L a n o W L, W ells J A. H ot-s p ot mi mi cr y of a c yt o ki n e r e c e pt or b y a s m all m ol e c ul e. 
Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es of t h e U nit e d St at es of A m eri c a. 2 0 0 6; 
1 0 3: 1 5 4 2 2 – 1 5 4 2 7. [ P u b M e d: 1 7 0 3 2 7 5 7] 

T h a n os C D, R a n d al M, W ells J A. P ot e nt s m all- m ol e c ul e bi n di n g t o a d y n a mi c h ot s p ot o n I L- 2. 
J o ur n al of t h e A m eri c a n C h e mi c al S o ci et y. 2 0 0 3; 1 2 5: 1 5 2 8 0 – 1 5 2 8 1. [ P u b M e d: 1 4 6 6 4 5 5 8] 
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T o m al a J, C h m el o v a H, Mr k v a n T, Ri h o v a B, K o v ar M. I n vi v o e x p a nsi o n of a cti v at e d n ai v e C D 8 + T 
c ells a n d N K c ells dri v e n b y c o m pl e x es of I L- 2 a n d a nti-I L- 2 m o n o cl o n al a nti b o d y as n o v el 
a p pr o a c h of c a n c er i m m u n ot h er a p y. J o ur n al of i m m u n ol o g y. 2 0 0 9; 1 8 3: 4 9 0 4 – 4 9 1 2.

V er d eil G, M ar q u ar dt K, S ur h C D, S h er m a n L A. A dj u v a nts t ar g eti n g i n n at e a n d a d a pti v e i m m u nit y 
s y n er gi z e t o e n h a n c e t u m or i m m u n ot h er a p y. Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es of 
t h e U nit e d St at es of A m eri c a. 2 0 0 8; 1 0 5: 1 6 6 8 3 – 1 6 6 8 8. [ P u b M e d: 1 8 9 3 6 4 8 1] 

W al d m a n n T A. T h e bi ol o g y of i nt erl e u ki n- 2 a n d i nt erl e u ki n- 1 5: i m pli c ati o ns f or c a n c er t h er a p y a n d 
v a c ci n e d esi g n. N at R e v I m m u n ol. 2 0 0 6; 6: 5 9 5 – 6 0 1. [ P u b M e d: 1 6 8 6 8 5 5 0] 

W a n g X, Ri c k ert M, G ar ci a K C. Str u ct ur e of t h e q u at er n ar y c o m pl e x of i nt erl e u ki n- 2 wit h its al p h a, 
b et a, a n d g a m m a c r e c e pt ors. S ci e n c e. 2 0 0 5; 3 1 0: 1 1 5 9 – 1 1 6 3. [ P u b M e d: 1 6 2 9 3 7 5 4] 

W e bst er K E, W alt ers S, K o hl er R E, Mr k v a n T, B o y m a n O, S ur h C D, Gr e y S T, S pr e nt J. I n vi v o 
e x p a nsi o n of T r e g c ells wit h I L- 2- m A b c o m pl e x es: i n d u cti o n of r esist a n c e t o E A E a n d l o n g-t er m 
a c c e pt a n c e of isl et all o gr afts wit h o ut i m m u n os u p pr essi o n. T h e J o ur n al of e x p eri m e nt al m e di ci n e. 
2 0 0 9; 2 0 6: 7 5 1 – 7 6 0. [ P u b M e d: 1 9 3 3 2 8 7 4] 

Z h a n g Y. I- T A S S E R s er v er f or pr ot ei n 3 D str u ct ur e pr e di cti o n. B M C bi oi nf or m ati cs. 2 0 0 8; 9: 4 0. 
[ P u b M e d: 1 8 2 1 5 3 1 6] 

S p a n gl er et al. P a g e 1 5

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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HI G H LI G H T S

• J E S 6- 1 bl o c ks I L- 2/I L- 2 R β  i nt er a cti o n a n d all ost eri c all y disr u pts I L- 2/I L- 2 Rα

bi n di n g

• J E S 6- 1 s el e cti vit y f or I L- 2 R α hi  c ells p er p et u at e d b y tr a ns cri pti o n al f e e d b a c k

l o o p

• S 4 B 6 st eri c all y bl o c ks I L- 2/I L- 2 R α  i nt er a cti o n b ut e n h a n c es I L- 2/I L- 2 Rβ

i nt er a cti o n

• J E S 6- 1- m e di at e d I L- 2 R α hi  c ell gr o wt h bi as i n hi bits c olitis p at h o g e n esis i n mi c e

S p a n gl er et al. P a g e 1 6

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 1. A nti-I L- 2 a nti b o di es bi as c yt o ki n e si g n ali n g a n d f u n cti o n al o ut c o m es

( A) S c h e m ati c of I L- 2 c yt o ki n e-r e c e pt or q u at er n ar y c o m pl e x f or m ati o n (t o p) a n d r e g ul at or y

( Tr e g) v ers us eff e ct or ( Eff) i m m u n e c ell pr olif er ati o n bi as es i n d u c e d b y mI L- 2:J E S 6- 1

( mi d dl e) a n d mI L- 2: S 4 B 6 ( b ott o m) i m m u n o c o m pl e x es. ( B) S T A T 5 p h os p h or yl ati o n

r es p o ns e t o mI L- 2 or mI L- 2: a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt i n I L- 2 R a −  (t o p) or

I L- 2 R a+  ( b ott o m) Y T- 1 h u m a n N K c ells. H alf- m a xi m al eff e cti v e c o n c e ntr ati o ns ( E C5 0 s) f or

S T A T 5 a cti v ati o n ar e i n di c at e d. D at a ar e r e pr es e nt ati v e of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. 

( C) C 5 7 B L/ 6 m o us e s pl e e n eff e ct or c ell: Tr e g c ell r ati os f oll o wi n g mI L- 2 or

i m m u n o c o m pl e x tr e at m e nt. D at a ar e r e pr es e nt ati v e of t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. ( D)

S p a n gl er et al. P a g e 1 7

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Tr e g c ell e x p a nsi o n i n B A L B/ c m o us e s pl e e ns i n r es p o ns e t o a nti- mI L- 2 R α  a nti b o d y ( A b) 

or mI L- 2:J E S 6- 1 tr e at m e nt. T o p pl ots dis pl a y t h e p er c e nt a g e of C D 4 +  c ells t h at ar e 

I L- 2 Rα + . B ott o m pl ots s h o w o nl y C D 4+  c ells a n d t h e p er c e nt a g es of Tr e g (I L- 2 Rα + F o x P 3 + ) 

c ells a n d I L- 2 R α + F o x P 3 −  c ells ar e s h o w n f or e a c h tr e at m e nt c o n diti o n. ( E) C ol o n 

hist o p at h ol o g y of c olitis-i n d u c e d B A L B/ c mi c e pr etr e at e d wit h a nti- mI L- 2 R α  A b or 

mI L- 2:J E S 6- 1. ( F) E v al u ati o n of dis e as e pr o gr essi o n i n di c at ors f or tr e at e d mi c e. * P < 0. 0 5 b y 

St u d e nt’s t-t est ( c ol o n l e n gt h) or M a n n- W hit n e y U  t est ( hist ol o gi c al gr a d e a n d dis e as e 

a cti vit y s c or e). All err or b ars i n di c at e S D. Als o s e e Fi g ur e S 1.

S p a n gl er et al. P a g e 1 8

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 2. mI L- 2: J E S 6- 1 a n d mI L- 2: S 4 B 6 c o m pl e x st r u ct u r es r e v e al b asis f o r c o m p etiti v e 
bi n di n g b et w e e n a nti-I L- 2 a nti b o di es a n d I L- 2 r e c e pt o r

( A) Ort h ost eri c vi e ws of t h e hI L- 2 c yt o ki n e-r e c e pt or q u at er n ar y c o m pl e x ( P D B I D 2 B 5I)

c o m pris e d of hI L- 2 ( pi n k), I L- 2 R α ( c y a n), I L- 2 Rβ ( n a v y), a n d I L- 2 Rγ ( g ol d). ( B) O v erl a y

of t h e mI L- 2:J E S 6- 1 a n d mI L- 2: S 4 B 6 c o m pl e x str u ct ur es o n t h e hI L- 2 q u at er n ar y c o m pl e x.

B ot h J E S 6- 1- b o u n d mI L- 2 ( d ar k gr a y) a n d S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 (li g ht gr a y) ar e pr es e nt e d,

wit h t h e J E S 6- 1 v ari a bl e h e a v y ( V H, bl u e) a n d li g ht ( V L, m a g e nt a) a n d t h e S 4 B 6 V H

( or a n g e) a n d V L ( gr e e n) c h ai ns s h o w n as s urf a c e r e pr es e nt ati o ns. Cr yst all o gr a p hi c st atisti cs

f or mI L- 2: a nti b o d y c o m pl e x es ar e pr o vi d e d i n T a bl e S 1. ( C) “ T o p- d o w n ” (l eft) a n d

S p a n gl er et al. P a g e 1 9

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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“ b ott o m- u p ” (ri g ht) vi e ws of J E S 6- 1- b o u n d mI L- 2 ( d ar k gr a y) a n d S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 

(li g ht gr a y) wit h t h e pr e di ct e d bi n di n g e pit o p es of I L- 2 R a ( c y a n), I L- 2 Rβ ( n a v y), I L- 2 R 

( g ol d), J E S 6- 1 ( bl u e), a n d S 4 B 6 ( or a n g e) o n t h e mI L- 2 c yt o ki n e s h a d e d. R esi d u es s h ar e d 

b et w e e n t h e mI L- 2: a nti b o d y a n d t h e mI L- 2:I L- 2 R a, mI L- 2:I L- 2 R β , or mI L- 2:I L- 2 R 

i nt erf a c es ar e c ol or e d r e d. V e n n di a gr a ms at b ott o m i n di c at e t h e r el ati v e e xt e nt of o v erl a p 

b et w e e n t h e a nti b o d y a n d r e c e pt or e pit o p es. Als o s e e Fi g ur e S 2.

S p a n gl er et al. P a g e 2 0

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 3. J E S 6- 1 all ost e ri c all y o bst r u cts I L- 2 R αα  bi n di n g t o I L- 2 vi a e pit o p e dist o rti o n

O v erl a y of t h e hI L- 2 q u at er n ar y c o m pl e x ( P D B I D 2 B 5I) wit h t h e mI L- 2:J E S 6- 1 c o m pl e x. 

S urf a c e d e pi cti o ns of t h e I L- 2 R α ( c y a n), I L- 2 Rβ ( n a v y), a n d I L- 2 Rγ ( g ol d) s u b u nits a n d t h e 

J E S 6- 1 a nti b o d y ( bl u e) a n d c art o o n r e pr es e nt ati o ns of r e c e pt or- b o u n d hI L- 2 ( pi n k) a n d 

J E S 6- 1- b o u n d mI L- 2 (r e d) ar e s h o w n. A n e nl ar g e m e nt of t h e I L- 2 R α  bi n di n g sit e is 

pr o vi d e d at ri g ht wit h k e y I L- 2 R a-i nt er a cti n g r esi d u es i n t h e hI L- 2 A B l o o p a n d t h e 

c orr es p o n di n g J E S 6- 1- b o u n d mI L- 2 r esi d u es l a b el e d. Arr o ws hi g hli g ht diff er e n c es b et w e e n 

t h e str u ct ur es. Als o s e e Fi g ur e S 3.

S p a n gl er et al. P a g e 2 1

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 4. S 4 B 6 mi mi cs t h e I L- 2 R a s u b u nit, all ost e ri c all y e n h a n ci n g bi n di n g of I L- 2 R ββ

( A) O v erl a y of hI L- 2 ( pi n k) b o u n d t o I L- 2 Rα ( c y a n), I L- 2 Rβ ( n a v y), a n d I L- 2 Rγ  a n d mI L- 2

(li g ht gr a y) b o u n d t o S 4 B 6 ( or a n g e) wit h d et ail e d vi e ws of t h e hI L- 2: hI L- 2 R a (l eft) a n d

mI L- 2: S 4 B 6 (ri g ht) i nt erf a c es i n t h e A B l o o ps a n d B h eli c es of t h e c yt o ki n es j u xt a p os e d at

ri g ht. A n al o g o us h u m a n a n d m o us e I L- 2 r esi d u es i m pli c at e d i n b ot h i nt er a cti o ns ar e l a b el e d.

( B) S u p er p ositi o n of c yt o ki n e ori e nt ati o ns pr o xi m al t o t h e I L- 2 Rβ  bi n di n g sit e f or u n b o u n d

s u p er- 2 ( P D B I D 3 Q B 1, s al m o n), r e c e pt or- b o u n d hI L- 2 fr o m t h e q u at er n ar y c o m pl e x ( P D B

I D 2 B 5I, pi n k), S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 (r e d), a n d u n b o u n d hI L- 2 ( P D B I D 3I N K, gr e e n). Als o

s e e Fi g ur e S 4.

S p a n gl er et al. P a g e 2 2

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 5. A nti-I L- 2 a nti b o di es a n d I L- 2 r e c e pt o r c o m p et e f o r c yt o ki n e bi n di n g

Y e ast s urf a c e mI L- 2 c o m p etiti o n st u di es b et w e e n a nti- mI L- 2 a nti b o di es ( A bs) a n d 

s at ur ati n g c o n c e ntr ati o ns of mI L- 2 R α ( A) or mI L- 2 Rβ ( B) ar e s h o w n ( Err or b ars, S D). D at a 

ar e r e pr es e nt ati v e of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. H alf m a xi m al i n hi bit or y c o n c e ntr ati o ns 

(I C5 0 s) of t h e a nti b o di es ar e i n di c at e d. E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of 

mI L- 2: a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x i nt er a cti o ns wit h i m m o bili z e d mI L- 2 R α ( C) or mI L- 2 Rβ 

( D) a n d mI L- 2 Rα ( E) or mI L- 2 Rβ ( F) i nt er a cti o ns wit h u n b o u n d mI L- 2 c o m p ar e d t o

i nt er a cti o ns wit h i m m o bili z e d mI L- 2: a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x es ar e pr es e nt e d. Als o s e e

Fi g ur e S 5.

S p a n gl er et al. P a g e 2 3

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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Fi g u r e 6. mI L- 2: J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x i n d u c es i n c r e as e d I L- 2 R αα  e x p r essi o n t o c r e at e a 
p ositi v e f e e d b a c k l o o p f a v o ri n g I L- 2 R αα hi  c ell si g n ali n g

( A) I L- 2 Rα  e x pr essi o n q u a ntifi c ati o n ( m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y, M FI) f or fi v e i m m u n e

c ell s u bs ets ( Tr e g, M P C D 8 +  T, N K, N K T, a n d γ d  T C R) i n B A L B/ c m o us e s pl e e ns

f oll o wi n g tr e at m e nt wit h mI L- 2 or mI L- 2: a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x. ( B) P er c e nt a g e of

I L- 2 Rα +  c ells wit hi n e a c h i m m u n e c ell s u bs et i n tr e at e d m o us e s pl e e ns. ( C) I L- 2 Rα

e x pr essi o n hist o gr a ms f or Tr e g c ells is ol at e d fr o m tr e at e d m o us e s pl e e ns. R e pr es e nt ati v e

pl ots fr o m o n e m o us e p er c o h ort ar e pr es e nt e d. ( D) R el ati v e c ell e x p a nsi o n (tr a ns p ar e nt

t hi c k b ars) a n d I L- 2 Rα  e x pr essi o n q u a ntifi c ati o n (s oli d t hi n b ars) i n tr e at e d m o us e s pl e e ns.

R es p o ns es f or e a c h tr e at m e nt c o h ort ar e n or m ali z e d t o t h os e of u ntr e at e d c o ntr ol mi c e f or

e a c h c ell s u bs et. ( E) R el ati v e c ell e x p a nsi o n (tr a ns p ar e nt t hi c k b ars) a n d I L- 2 R α +  c ell

S p a n gl er et al. P a g e 2 4

I m m u nit y. A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 6 M a y 1 9.
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p er c e nt a g e (s oli d t hi n b ars) i n tr e at e d m o us e s pl e e ns, n or m ali z e d as i n ( D). Err or b ars 

i n di c at e S D. D at a ar e r e pr es e nt ati v e of t w o i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts.

S p a n gl er et al. P a g e 2 5
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S U P P L E M E N T A L I N F O R M A TI O N 

Fi g ur es S 1- S 6  

T a bl e S 1 

S u p pl e m e nt al E x p eri m e nt al Pr o c e d ur es 

S u p pl e m e nt al R ef er e n c es 

9 8



Fi g u r e   S 1,  R el at e d  t o  Fi g u r e  1:  H u m a n  a n d  m o us e  I L- 2  r e c e pt o r  s u b u nits  c r oss-
r e a ct, a nti- I L - 2 a nti b o di es a n d a nti b o d y f r a g m e nts i n d u c e si mil a r si g n ali n g eff e cts, 
a n d  bi v al e nt  affi niti es  of  a nti- I L - 2  a nti b o di es  a r e  > 2 5-f ol d  ti g ht e r  t h a n  t h ei r 
r es p e cti v e  m o n o v al e nt  affi niti es. ( A) S urf a c e  pl as m o n  r es o n a n c e  ( S P R)  e q uili bri u m 
titr ati o ns of m o us e or h u m a n I L- 2 Rα , I L- 2 R β, or I L- 2 R γ s u b u nits bi n di n g t o eit h er t h e 
m o us e or h u m a n I L- 2 c yt o ki n e. Fitt e d e q uili bri u m diss o ci ati o n c o nst a nt ( K d ) v al u es ar e 
pr es e nt e d  b el o w,  ass u mi n g  first- or d er  bi n di n g  i nt er a cti o ns.  N ot e  t h e  f or mi d a bl e  cr oss-
s p e ci es r e a cti vit y f or b ot h t h e I L- 2/I L- 2 R α  a n d hI L- 2/I L- 2 Rβ  i nt er a cti o ns. I L- 2 Rγ  d o es 
n ot  bi n d  I L- 2  i n d e p e n d e ntl y,  b ut  r at h er  r e q uir es  c o o p er ati vit y  wit h  t h e  I L- 2 R β   s u b u nit. 
( B) S T A T 5 p h os p h or yl ati o n r es p o ns e t o eit h er u n b o u n d mI L- 2, mI L- 2 pr e- b o u n d t o t h e
J E S 6 - 1 s c F v, a n d mI L- 2 pr e- b o u n d t o t h e f ull J E S 6- 1 a nti b o d y ( A b, l eft) or t o u n b o u n d
mI L- 2,  mI L- 2  pr e- b o u n d  t o  t h e  S 4 B 6  F a b,  a n d  mI L- 2  pr e- b o u n d  t o  t h e  f ull  S 4 B 6
a nti b o d y  (ri g ht)  i n  I L- 2 R α -  (t o p)  or  I L- 2 R α+   ( b ott o m)  Y T- 1  h u m a n  N K  c ells.  D at a  ar e
r e pr es e nt ati v e  of  t hr e e  i n d e p e n d e nt  e x p eri m e nts.  Fitt e d  h alf  m a xi m al  eff e cti v e
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c o n c e ntr ati o ns  ( E C 5 0 s)  f or  e a c h  tr e at m e nt  c o n diti o n  ar e  t a b ul at e d  b el o w.  N ot e  t h at 
a nti b o d y fr a g m e nts e x ert t h e s a m e eff e cts o n I L- 2 si g n ali n g as d o t h e f ull a nti b o di es, b ut 
wit h  att e n u at e d  p ot e n c y  d u e  t o  t h eir  r e d u c e d  affi niti es  f or  t h e  c yt o ki n e.  ( C)  S P R 
e q uili bri u m  titr ati o ns  of  mI L- 2  a n d  hI L- 2  bi n di n g  t o  i m m o bili z e d  J E S 6- 1  or  S 4 B 6 
a nti b o di es  (t o p)  a n d  e q uili bri u m  titr ati o ns  of  bi v al e nt  J E S 6- 1  a n d  S 4 B 6  a nti b o di es 
bi n di n g  t o  y e ast  s urf a c e- dis pl a y e d  mI L- 2  a n d  hI L- 2  ( b ott o m).  C o m p ut e d  e q uili bri u m 
diss o ci ati o n  c o nst a nt  ( K d )  v al u es  ar e  pr o vi d e d  i n  t h e  t a bl e  b el o w,  ass u mi n g  first- or d er 
bi n di n g i nt er a cti o ns. N ot e t h at t h e mI L- 2 affi niti es of t h e m o n o v al e nt a nti b o di es ar e > 2 5-
f ol d  w e a k er  t h a n  t h os e  of  t h eir  bi v al e nt  c o u nt er p arts.  Als o,  hI L- 2  h as  li mit e d  cr oss-
r e a cti vit y wit h S 4 B 6 a n d n o cr oss-r e a cti vit y wit h J E S 6- 1. All err or b ars r e pr es e nt S D. 
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Fi g u r e  S 2,  R el at e d  t o  Fi g u r e  2:  J E S 6- 1  a n d  S 4 B 6  e n g a g e  mI L- 2  wit h  disti n ct 
bi n di n g  t o p ol o gi es  a n d  f o r m  e xt e nsi v e  i nt e r a cti o n  i nt e rf a c es  wit h  t h e  c yt o ki n e.   ( A) 
Cr yst al  str u ct ur e  of  mI L- 2  ( d ar k  gr a y)  b o u n d  t o  t h e  s c F v  fr a g m e nt  of  J E S 6- 1  wit h  t h e 
v ari a bl e h e a v y ( V H, bl u e) a n d li g ht ( V L, m a g e nt a) c h ai ns i n di c at e d. ( B) Cr yst al str u ct ur e 
of mI L- 2 (li g ht gr a y) b o u n d t o t h e S 4 B 6 F a b wit h t h e V H ( or a n g e), V L ( gr e e n), c o nst a nt 
h e a v y 1 ( C H 1, or a n g e), a n d c o nst a nt li g ht ( C L, gr e e n) c h ai ns d e n ot e d. ( C)-( D) D et ail e d 
vi e ws of t h e mI L- 2/ J E S 6 - 1 ( C) a n d mI L- 2/ S 4 B 6 ( D) i nt erf a c es ( c ol or e d as i n p a n els ( A) 
a n d ( B), r es p e cti v el y), wit h k e y i nt er a cti n g r esi d u es o n t h e c yt o ki n e a n d a nti b o d y s h o w n 
as  sti c ks.  T h e  mI L- 2/J E S 6- 1  i nt erf a c e  pri m aril y  c o m pris es  t h e  mI L- 2  A  h eli x  a n d  A B 
l o o p  a n d  h e a v y  c h ai n  ( H C)  c o m pl e m e nt arit y  d et er mi ni n g  r e gi o n  ( C D R)- 2,  li g ht  c h ai n 
( L C) C D R 1, a n d L C C D R 3 of J E S 6- 1, w h er e as t h e mI L- 2/ S 4 B 6 i nt erf a c e is l o c ali z e d t o 
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t h e mI L- 2 B a n d C h eli c es a n d H C C D R 3 a n d L C C D R 1 of S 4 B 6. Bl a c k d as h es r e pr es e nt 
h y dr o g e n  b o n ds  a n d  s alt  bri d g es.  A  c o or di n at e d  w at er  m ol e c ul e  is  s h o w n  i n  br o w n. 
Cr yst all o gr a p hi c st atisti cs f or mI L- 2/ a nti b o d y c o m pl e x es ar e pr o vi d e d i n T a bl e S 1 . 
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Fi g u r e  S 3,  R el at e d  t o  Fi g u r e  3:  J E S 6- 1  all ost e ri c all y  dist o rts  t h e I L - 2  st r u ct u r e 
p r o xi m al t o t h e I L- 2 R α bi n di n g sit e.  J E S 6 - 1- b o u n d mI L- 2 (r e d), r e c e pt or- b o u n d hI L- 2 
fr o m t h e q u at er n ar y c o m pl e x ( P D B I D 2 B 5I, pi n k), a n d S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 (li g ht gr a y) 
ar e ali g n e d. S urf a c e r e pr es e nt ati o ns of I L- 2 R α  ( c y a n), I L- 2 Rβ  ( n a v y), a n d I L- 2 Rγ  ( g ol d) 
ar e  pr o vi d e d  f or  c o nt e xt.  A  d et ail e d  vi e w  of  t h e  m ai n  c h ai ns  f or  t h e  t hr e e  ali g n e d 
c yt o ki n es  n e ar  t h e  I L- 2 R α  bi n di n g  sit e  is  pr es e nt e d  at  ri g ht.  N ot e  t h at  t h e  str u ct ur es 
o v erl a y w ell i n all r e gi o ns of t h e c yt o ki n e wit h t h e e x c e pti o n of t h e I L- 2 R α-i nt er a cti n g 
A B l o o p, w h er e t h e J E S 6- 1- b o u n d c yt o ki n e di v er g es dr asti c all y fr o m t h e r e c e pt or- b o u n d 
hI L- 2, w hi c h o v erl a ys cl os el y wit h t h e S 4 B 6- b o u n d mI L- 2. J E S 6 - 1-i n d u c e d dist orti o n of 
t h e A B l o o p disr u pts bi n di n g of I L- 2 R α i n t h e pr es e n c e of t h e a nti b o d y.  
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Fi g u r e   S 4,  R el at e d  t o  Fi g u r e  4:  T h e  I L- 2/I L- 2 Rββ   i nt e rf a c e  is  hi g hl y  c o ns e r v e d 
b et w e e n  r e c e pt o r- b o u n d  a n d  S 4 B 6- b o u n d  I L- 2  b ut  a  st e ri c  cl as h  i m p ai rs  t h e  I L-
2/I L- 2 R ββ  i nt e r a cti o n i n t h e p r es e n c e of a nti b o d y. ( A) S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 (li g ht gr a y) 
a n d  r e c e pt or- b o u n d  hI L- 2  fr o m  t h e  q u at er n ar y  c o m pl e x  str u ct ur e  ( P D B  2 B 5I,  pi n k)  ar e 
o v erl ai d wit h s urf a c e r e n d eri n gs of t h e I L- 2 R α  ( c y a n), I L- 2 Rβ  ( n a v y), a n d I L- 2 Rγ  ( g ol d) 
s u b u nits  s h o w n  f or  c o nt e xt.  Criti c al  hI L- 2  r esi d u es  i n v ol v e d  i n  t h e  hI L- 2/I L- 2 R β  
i nt er a cti o n ar e l a b el e d, as ar e t h eir mI L- 2 c o u nt er p arts i n t h e S 4 B 6- b o u n d str u ct ur e. N ot e 
t h e si mil arit y b et w e e n t h e a nti b o d y- b o u n d a n d r e c e pt or- b o u n d c yt o ki n e str u ct ur es i n t h e 
vi ci nit y of t h e I L- 2 R β bi n di n g sit e (t h e A a n d C h eli c es of t h e c yt o ki n e). ( B) O v erl a y of 
t h e mI L- 2/ S 4 B 6 a n d hI L- 2 q u at er n ar y c o m pl e x str u ct ur es, c ol or e d as i n ( A), wit h s urf a c e 
r e pr es e nt ati o ns  of  t h e  S 4 B 6  v ari a bl e  h e a v y  ( V H,  or a n g e)  a n d  li g ht  ( V L,  gr e e n)  c h ai ns 
als o s h o w n. T h e pr e di ct e d cl as h b et w e e n t h e S 4 B 6 L C C D R 1 a n d d o m ai n 1 of I L- 2 R β  is 
i n di c at e d wit h a r e d d as h e d li n e. T his u nf a v or a bl e i nt er a cti o n is pr e di ct e d t o hi n d er I L-
2/I L- 2 R β  ass o ci ati o n w h e n t h e S 4 B 6 a nti b o d y is b o u n d t o t h e c yt o ki n e. 
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Fi g u r e  S 5,  R el at e d  t o  Fi g u r e  5:  Ki n eti c  c h a r a ct e ri z ati o n  ill ust r at es  a nti- I L - 2 
a nti b o d y  eff e cts  o n  I L- 2  c yt o ki n e- r e c e pt o r  i nt e r a cti o ns.   S P R  ki n eti c  pr ofil es  f or 
s ol u bl e mI L- 2/J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x i nt er a cti o ns wit h i m m o bili z e d mI L- 2 R α  ( A) a n d 
mI L- 2 R β   ( B)  a n d  s ol u bl e  I L- 2/ S 4 B 6  i m m u n o c o m pl e x  i nt er a cti o ns  wit h  i m m o bili z e d 
mI L- 2 R α   ( C)  a n d  mI L- 2 Rβ   ( D)  ar e  pr es e nt e d.  I n di vi d u al  c ur v es  i n  p a n els  ( A)-( D) 
r e pr es e nt  u ni q u e  a nti b o d y  ( A b):r e c e pt or  r ati os.  N ot e  t h e  f u n d a m e nt al  diff er e n c es  i n  t h e 
J E S 6 - 1- a n d S 4 B 6- b o u n d c yt o ki n e i nt er a cti o ns wit h t h e r e c e pt or s u b u nits: mI L- 2 e x hi bits 
a n  i n cr e as e d  mI L- 2 R α   diss o ci ati o n  r at e  wit h  i n cr e asi n g  J E S 6- 1: mI L- 2  r ati os  w h er e as 
mI L- 2  l os es  bi n di n g  t o  mI L- 2 R α   w h e n  S 4 B 6: mI L- 2  r ati os  e x c e e d  0. 4: 1,  a n d  mI L- 2 
bi n di n g  t o  mI L- 2 R β   is  dr asti c all y  r e d u c e d  b et w e e n  J E S 6- 1: mI L- 2  r ati os  of  0. 1 3: 1  a n d 
0. 3 2: 1 w h er e as mI L- 2 si m ult a n e o usl y bi n ds mI L- 2 R β  a n d S 4 B 6. S P R  ki n eti c pr ofil es f or 
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mI L- 2  i nt er a cti o ns  wit h  i m m o bili z e d  mI L- 2 R α   ( E)  or  mI L- 2 Rβ   ( F),  s ol u bl e  mI L- 2 Rα  
( G) or mI L- 2 Rβ  ( H) i nt er a cti o ns wit h i m m o bili z e d mI L- 2/J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x, a n d
s ol u bl e  mI L- 2 R α   (I)  or  mI L- 2 Rβ   (J)  i nt er a cti o ns  wit h  i m m o bili z e d  mI L- 2/ S 4 B 6
i m m u n o c o m pl e x  ar e  als o  s h o w n.  I n di vi d u al  c ur v es  i n  p a n els  ( E)-(J)  r e pr es e nt  u ni q u e
c o n c e ntr ati o ns of t h e s ol u bl e s p e ci es. J E S 6- 1 a c c el er at es t h e diss o ci ati o n r at e of t h e mI L-
2/ mI L- 2 R α   c o m pl e x  w h er e as  S 4 B 6  bl o c ks  mI L- 2/ mI L- 2 Rα   c o m pl e x  f or m ati o n
alt o g et h er a n d J E S 6- 1 a br o g at es mI L- 2/ mI L- 2 R β  bi n di n g w h er e as S 4 B 6 sl o ws b ot h t h e
ass o ci ati o n a n d diss o ci ati o n r at es of t h e mI L- 2/ mI L- 2 R β  c o m pl e x.
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Fi g u r e S 6.  P r o p os e d st r u ct u r e- b as e d m e c h a nisti c m o d el r ati o n ali z es bi as e d i m m u n e 
c ell p r olif e r ati o n r es p o ns es t o a nti- I L - 2 a nti b o di es. ( A) O n I L- 2 R αhi  Tr e g c ells (l eft), 
t h e I L- 2 R α s u b u nit dis pl a c es t h e J E S 6- 1 a nti b o d y fr o m mI L- 2 t o all o w f or f or m ati o n of 
t h e hi g h- affi nit y I L- 2 q u at er n ar y c o m pl e x. Si g n al a cti v ati o n a n d pr ef er e nti al sti m ul ati o n 
of I L- 2 R α hi  c ells l e a ds t o I L- 2 Rα  u pr e g ul ati o n, cr e ati n g a p ositi v e f e e d b a c k l o o p f or I L-
2 R α   e x pr essi o n  t h at  h ei g ht e ns  c yt o ki n e  s e nsiti vit y.  O n  I L- 2 R αl o  eff e ct or  c ells  (ri g ht), 
J E S 6 - 1- b o u n d  mI L- 2  is  st eri c all y  o bstr u ct e d  fr o m  bi n di n g  t o  t h e  I L- 2 R β  a n d  I L- 2 R γ 
s u b u nits a n d t h us c a n n ot f or m a f u n cti o n al si g n ali n g c o m pl e x. ( B) O n I L- 2 R α hi  Tr e g c ells 
(l eft), S 4 B 6- b o u n d mI L- 2 is st eri c all y o bstr u ct e d fr o m bi n di n g t o t h e I L- 2 R α s u b u nit b ut 
is pri m e d f or bi n di n g t o t h e I L- 2 R β s u b u nit a n d f or ms t h e I L- 2 t er n ar y c o m pl e x. O n I L-
2 R α l o  eff e ct or  c ells  (ri g ht),  S 4 B 6- b o u n d  mI L- 2  als o  f or ms  t h e  I L- 2  t er n ar y  c o m pl e x. 
T h us,  S 4 B 6- b o u n d  mI L- 2  sti m ul at es  gr o wt h  of  b ot h  I L- 2 R α hi   a n d  I L- 2 R αl o  c ells,  a n d 
i m m u n o c o m pl e x s e nsiti vit y is d et er mi n e d b y I L- 2 Rβ  e x pr essi o n, f a v ori n g p ot e nti ati o n of 
I L- 2 Rβ hi  eff e ct or c ells.  
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mI L- 2/ J E S 6- 1 s c F v  mI L- 2/ S 4 B 6 F a b  

D at a C oll e cti o n  

S p a c e Gr o u p P 3 1 2 1 P 2 1 2 1 2 1 

C ell Di m e nsi o ns ( a, b, c [ Å]) 9 9. 0, 9 9. 0, 1 9 8. 7 4 3. 0 8, 7 7. 5 6, 1 6 9. 0 4 

( α, β, γ [ °]) 9 0. 0, 9 0. 0, 1 2 0. 0 9 0. 0, 9 0. 0, 9 0. 0 

R es ol uti o n ( Å) 4 9. 6 7- 2. 8 2 ( 2. 9 2- 2. 8 2) a  5 7. 1 5- 2. 1 9 ( 2. 2 7- 2. 1 9) 

R
m er g e

 0. 1 0 1 ( 0. 5 8 0) 0. 1 0 7 ( 1. 4 6 8) 

I/ σ 1 2. 3 ( 1. 7) 1 2. 1 1 ( 1. 2 6) 

C o m pl et e n ess ( %) 9 9. 0 ( 8 1. 8) 9 9. 0 ( 9 6. 0) 

R e d u n d a n c y 2. 4 ( 1. 9) 6. 5 ( 6. 3) 

R efi n e m e nt St atisti cs  

R es ol uti o n r a n g e ( Å) 4 8. 0 4- 2. 8 3 ( 2. 9 3- 2. 8 3) 5 7. 1 5- 2. 1 9 ( 2. 2 7- 2. 1 9) 

R
w or k 

r efl e cti o ns (F  > 0) 2 7 5 3 1 ( 2 5 1 9) 2 9 4 5 7 ( 2 8 3 5) 

R
fr e e 

r efl e cti o ns 1 3 5 9 ( 1 2 8) 1 4 7 5 ( 1 4 3) 

R
w or k

 0. 1 6 9 4 ( 0. 2 3 0 1) 0. 2 0 3 2 ( 0. 3 2 7 8) 

R
fr e e

 0. 2 0 4 1 ( 0. 3 2 0 2) 0. 2 3 1 6 ( 0. 3 4 9 6) 

At o ms 

   Pr ot ei n 5 6 6 8  4 2 2 7 

   Li g a n d-i o n 7 6 6 

   Wat er  8 1 2 2 3 

B-f a ct ors

   Pr ot ei n 6 3. 5 8 5 4. 6 7 

   Li g a n d-i o n 1 0 6. 7 6 5 8. 5 0 

   Wat er  4 9. 0 2 4 9. 0 1 

R M S D 

   B o n d-l e n gt hs ( Å) 0. 0 0 5 0. 0 0 8 

   B o n d- a n gl es ( °) 0. 8 6 1. 1 9 

R a m a c h a n dr a n f a v or e d ( o utli ers) % 9 8. 0 ( 0. 1 4) 9 9. 0 ( 0. 0) 

T a bl e  S 1,  R el at e d  t o  Fi g u r e  2:  C r yst all o g r a p hi c  st atisti cs  f o r  mI L- 2/ a nti b o d y 
c o m pl e x es   D at a  c oll e cti o n  a n d  r efi n e m e nt  st atisti cs  ar e  pr o vi d e d  f or  s ol uti o n  of  t h e 
cr yst al  str u ct ur es  of  t h e  mI L- 2/J E S 6- 1  si n gl e- c h ai n  v ari a bl e  fr a g m e nt  (s c F v)  a n d  mI L-
2/ S 4 B 6 F a b c o m pl e x es. a V al u es i n p ar e nt h es es ar e f or hi g h est-r es ol uti o n s h ell. 
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S U P P L E M E N T A L E X P E RI M E N T A L P R O C E D U R E S 

P r ot ei n e x p r essi o n a n d p u rifi c ati o n.  T h e s e q u e n c e e n c o di n g h e x a histi di n e-t a g g e d mI L-

2  ( a mi n o  a ci ds  1- 1 4 9)  w as  cl o n e d  i nt o  t h e  p M al  v e ct or  wit h  a n  N-t er mi n al  m alt os e-

bi n di n g  pr ot ei n  ( M B P)  f oll o w e d  b y  a  3 C  pr ot e as e  sit e.  mI L- 2  w as  e x pr ess e d  i n  t h e 

p eri pl as m  of  B L 2 1( D E 3) Es c h eri c hi a c oli c ells  b y  2 0  h  i n d u cti o n  at  2 2 °  C  wit h  1  m M 

is o pr o p yl β- d-t hi o g al a ct o p yr a n osi d e (I P T G). Pr ot ei n i n t h e p eri pl as mi c c o m p art m e nt w as 

is ol at e d b y os m oti c s h o c k a n d p urifi e d b y ni c k el- nitril otri a c eti c a ci d ( Ni- N T A) ( Qi a g e n) 

affi nit y c hr o m at o gr a p h y. P urit y w as i m pr o v e d t hr o u g h si z e- e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y o n 

a S u p er d e x- 7 5 c ol u m n ( G E H e alt h c ar e) i n H E P E S- b uff er e d s ali n e ( H B S) ( 1 5 0 m M N a Cl 

i n 1 0 m M H E P E S p H 7. 3). F or cr yst alli z ati o n, a tr u n c at e d v ersi o n of mI L- 2 ( a mi n o a ci ds 

2 7- 1 4 9) w as us e d, eli mi n ati n g t h e N-t er mi n al p ol y- gl ut a mi n e s e q u e n c e.

hI L- 2  ( a mi n o  a ci ds  1- 1 3 3),  hI L- 2 R α   e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  1- 2 1 7),  hI L- 2 Rβ  

e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  1- 2 1 4),  hI L- 2 R γ   e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  1 – 2 3 2),  mI L- 2 Rα  

e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  1- 2 1 3),  mI L- 2 R β   e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  1- 2 1 5),  a n d  mI L-

2 R γ   e ct o d o m ai n  ( a mi n o  a ci ds  3 4- 2 3 3)  w er e  s e cr et e d  a n d  p urifi e d  usi n g  a  b a c ul o vir us 

e x pr essi o n  s yst e m,  as  pr e vi o usl y  d es cri b e d  ( W a n g  et  al.,  2 0 0 5).  All  pr ot ei ns  w er e 

p urifi e d  t o  > 9 8 %  h o m o g e n eit y  wit h  a  S u p er d e x  2 0 0  si zi n g  c ol u m n  ( G E  H e alt h c ar e) 

e q uili br at e d i n H B S. 

F or  bi oti n yl at e d  pr ot ei n  e x pr essi o n,  h u m a n  or  m o us e  I L- 2  r e c e pt or  s u b u nits  wit h  C-

t er mi n al  bi oti n  a c c e pt or  p e pti d es  ( B A P)- L N DI F E A Q KI E W H E  w er e  e x pr ess e d  a n d 

p urifi e d vi a Ni- N T A affi nit y c hr o m at o gr a p h y a n d t h e n bi oti n yl at e d wit h t h e s ol u bl e Bir A 
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li g as e e n z y m e i n 0. 5 m M Bi ci n e p H 8. 3, 1 0 0 m M A T P, 1 0 0 m M m a g n esi u m a c et at e, a n d 

5 0 0  m M  bi oti n  ( Si g m a).  E x c ess  bi oti n  w as  r e m o v e d  b y  si z e  e x cl usi o n  c hr o m at o gr a p h y 

o n a S u p er d e x 2 0 0 c ol u m n e q uili br at e d i n H B S. 

T h e  J E S 6- 1  h y bri d o m a  c ell  li n e  ( A br a ms  et  al.,  1 9 9 2)  w as  ki n dl y  pr o vi d e d  b y  O n ur 

B o y m a n  a n d  t h e  S 4 B 6  h y bri d o m a  c ell  li n e  ( Z ur a ws ki  et  al.,  1 9 8 6)  ( c o m m er ci all y 

a v ail a bl e  as  A T C C  cl o n e  H B- 1 0 9 6 8)  w as  o bt ai n e d.  T h e  v ari a bl e  h e a v y  ( V H )  a n d  li g ht 

(V L ) c h ai ns of b ot h J E S 6- 1 a n d S 4 B 6 w er e cl o n e d o ut of t h eir r es p e cti v e h y bri d o m a c ell 

li n es b y is ol ati n g a n d r e v ers e tr a ns cri bi n g D N A a n d s u bs e q u e ntl y e xtr a cti n g t h e v ari a bl e 

c h ai ns vi a P C R usi n g c o ns er v e d r at I g G 2 A fr a m e w or k a n d c o nst a nt d o m ai n pri m ers f or 

t h e H C a n d c o ns er v e d r at k a p p a fr a m e w or k a n d c o nst a nt d o m ai n pri m ers f or t h e L C, as 

d es cri b e d pr e vi o usl y ( D u b el et al., 1 9 9 4). A nti b o d y v ari a bl e d o m ai n fr a m e w or k a n d C D R 

r e gi o ns  w er e  d eli n e at e d  usi n g  t h e  I nt er n ati o n al  I m m u n o g e n eti cs  I nf or m ati o n  S yst e m 

(I M G T) V- Q U E S T t o ol ( Br o c h et et al., 2 0 0 8; Gi u di c elli et al., 2 0 1 1). F or J E S 6- 1 s c F v 

e x pr essi o n, t h e i d e ntifi e d a nti b o d y V H a n d V L d o m ai ns s e p ar at e d b y a ( Gl y 4 S er) 3  li n k er 

w er e  cl o n e d  i nt o  t h e  p A c G P 6 7 A  v e ct or  f or  tr a nsf e cti o n.  F or  S 4 B 6  F a b  e x pr essi o n,  t h e 

i d e ntifi e d V H   f oll o w e d  b y  t h e  r at  I g G 2 A  c o nst a nt  h e a v y  1  ( C H 1)  d o m ai n  a n d  t h e 

i d e ntifi e d  V L  d o m ai n  f oll o w e d  b y  t h e  r at  k a p p a  c o nst a nt  li g ht  ( C L)  d o m ai n  w er e 

s e p ar at el y  cl o n e d  i nt o  t h e  p A c G P 6 7 A  pl as mi d  c o nt ai ni n g  3 C  pr ot e as e- cl e a v a bl e  b asi c 

a n d  a ci di c  l e u ci n e  zi p p ers,  r es p e cti v el y,  f or  hi g h-fi d elit y  p airi n g  of  t h e  F a b  c h ai ns,  as 

d et ail e d pr e vi o usl y ( B a n k o vi c h et al., 2 0 0 7; C h a n g et al., 1 9 9 4). T h e S 4 B 6 F a b H C a n d 

L C  c o nstr u cts  w er e  tr a nsf e ct e d  i n d e p e n d e ntl y  a n d  t h eir  c orr es p o n di n g  vir us es  w er e  c o-

titr at e d t o d et er mi n e o pti m al i nf e cti o n r ati os f or e q ui v al e nt e x pr essi o n of t h e t w o c h ai ns. 
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I ns e ct c ell s e cr eti o n a n d p urifi c ati o n of t h e J E S 6- 1 s c F v a n d t h e S 4 B 6 F a b pr o c e e d e d as 

d es cri b e d f or I L- 2 c yt o ki n e a n d r e c e pt or s u b u nits. T h e S 4 B 6 F a b w as tr e at e d wit h 3 C t o 

r e m o v e t h e l e u ci n e zi p p ers pri or t o F P L C p urifi c ati o n. 

F ull-l e n gt h  J E S 6- 1  a nti b o d y  w as  p ur c h as e d  c o m m er ci all y  ( e Bi os ci e n c e)  a n d  f ull-l e n gt h 

S 4 B 6 a nti b o d y, s e cr et e d a n d p urifi e d fr o m t h e p u bli cl y a v ail a bl e h y bri d o m a c ell li n e, w as 

g e n er o usl y  pr o vi d e d  b y  O n ur  B o y m a n.  F or  s urf a c e  pl as m o n  r es o n a n c e  ( S P R )  st u di es, 

a nti b o di es w er e bi oti n yl at e d usi n g t h e E Z- Li n k S ulf o- N H S -L C - Bi oti n yl ati o n kit ( Pi er c e) 

a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol.  

C ell  Li n es.   U n m o difi e d  Y T- 1  ( Y o d oi  et  al.,  1 9 8 5)  a n d  I L- 2 Rα +  Y T - 1  h u m a n  n at ur al 

kill er  c ells  ( K u zi el  et  al.,  1 9 9 3)  w er e  c ult ur e d  i n  R P MI  c o m pl et e  m e di u m  ( R P MI  1 6 4 0 

m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % f et al b o vi n e s er u m, 2 m M L- gl ut a mi n e, mi ni m u m n o n-

ess e nti al  a mi n o  a ci ds,  s o di u m  p yr u v at e,  2 5  m M  H E P E S,  a n d  p e ni cilli n-str e pt o m y ci n 

[ Gi b c o]) a n d m ai nt ai n e d at 3 7º C i n a h u mi difi e d at m os p h er e wit h 5 % C O 2 . 

T h e s u b p o p ul ati o n of  Y T - 1 c ells e x pr essi n g I L- 2 Rα  w as p urifi e d vi a m a g n eti c s el e cti o n 

as d et ail e d pr e vi o usl y ( Ri n g et al., 2 0 1 2). T e n milli o n u ns ort e d I L- 2 R α +  Y T - 1 c ells w er e 

w as h e d  wit h  F A C S  b uff er  ( p h os p h at e- b uff er e d  s ali n e  [ P B S]  p H  7. 2  c o nt ai ni n g  0. 1 % 

b o vi n e  s er u m  al b u mi n)  a n d  i n c u b at e d  i n  F A C S  b uff er  wit h  P E- c o nj u g at e d  a nti- h u m a n 

I L- 2 Rα   a nti b o d y  ( Bi ol e g e n d,  cl o n e  B C 9 6)  f or  2  hr  at  4°   C.  P E-l a b el e d  I L- 2 Rα +  c ells 

w er e t h e n c o nj u g at e d t o p ar a m a g n eti c mi cr o b e a ds c o at e d wit h a n a nti- P E I g G f or 2 0 mi n 

at  4 º  C,  w as h e d  o n c e  wit h  c ol d  F A C S  b uff er,  a n d  s ort e d  o n  a n  L S  M A C S  s e p ar ati o n 
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c ol u m n ( Milt e n yi Bi ot e c) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. P urifi e d el ut e d c ells 

w er e  r e-s us p e n d e d  a n d  gr o w n  i n  R P MI  c o m pl et e  m e di u m.  E nri c h m e nt  of  I L- 2 R α  c ells 

w as  e v al u at e d  usi n g  a n  A c c uri  C 6  fl o w  c yt o m et er  ( B D  Bi os ci e n c es)  a n d  p ersist e n c e  of 

I L- 2 Rα   e x pr essi o n  w as  m o nit or e d  b y  P E- c o nj u g at e d  a nti- h u m a n  I L- 2 Rα   a nti b o d y 

l a b eli n g a n d fl o w c yt o m etri c a n al ysis of s ort e d I L- 2 Rα +  Y T - 1 c ells. 

Y T - 1  c ell  S T A T 5  p h os p h o r yl ati o n  st u di es. A p pr o xi m at el y  2 × 1 0 5  Y T - 1  or  I L- 2 Rα +  

Y T - 1  c ells  w er e  pl at e d  i n  e a c h  w ell  of  a  9 6- w ell  pl at e  a n d  r e-s us p e n d e d  i n  R P MI 

c o m pl et e  m e di u m  c o nt ai ni n g  s eri al  dil uti o ns  of  mI L- 2,  mI L- 2/ a nti b o d y 

i m m u n o c o m pl e x es, or mI L- 2/ a nti b o d y fr a g m e nt c o m pl e x es. C o m pl e x es w er e f or m e d b y 

i n c u b ati n g  a  2: 1  m ol ar  r ati o  of  a nti b o d y  or  a nti b o d y  fr a g m e nt  t o  mI L- 2  f or  3 0  mi n  at 

r o o m t e m p er at ur e. C ells w er e sti m ul at e d f or 1 5 mi n at 3 7º C a n d i m m e di at el y fi x e d b y 

a d diti o n  of  f or m al d e h y d e  t o  1. 5 %  a n d  i n c u b ati o n  f or  1 0  mi n  at  r o o m  t e m p er at ur e. 

P er m e a bili z ati o n of c ells w as a c hi e v e d b y r es us p e nsi o n i n i c e- c ol d 1 0 0 % m et h a n ol f or 3 0 

mi n at 4º C. T h e fi x e d a n d p er m e a bili z e d c ells w er e w as h e d t wi c e wit h F A C S b uff er a n d 

i n c u b at e d  wit h  Al e x a  Fl u or ®  4 8 8- c o nj u g at e d  a nti- S T A T 5  p Y 6 9 4  ( B D  Bi os ci e n c es) 

dil ut e d  i n  F A C S  b uff er  f or  2  hr  at  r o o m  t e m p er at ur e.  C ells  w er e  t h e n  w as h e d  t wi c e  i n 

F A C S b uff er a n d M FI  w as d et er mi n e d o n a n A c c uri C 6 fl o w c yt o m et er. D os e-r es p o ns e 

c ur v es w er e fitt e d t o a l o gisti c m o d el a n d h alf- m a xi m al eff e cti v e c o n c e ntr ati o ns ( E C 5 0 s) 

w er e c al c ul at e d usi n g Gr a p h P a d Pris m d at a a n al ysis s oft w ar e aft er s u btr a cti o n of t h e M FI 

of  u nsti m ul at e d  c ells  a n d  n or m ali z ati o n  t o  t h e  m a xi m u m  si g n al  i nt e nsit y.  E x p eri m e nts 

w er e c o n d u ct e d i n tri pli c at e a n d p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mi l ar r es ults. 
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I m m u n e c ell s u bs et p r olif e r ati o n a n d r e c e pt o r e x p r essi o n st u di es. F or r el ati v e Eff: T r e g 

pr olif er ati o n  st u di es  ( Fi g u r e  1 C ),  C 5 7 B L/ 6  mi c e  ( 6  p er  c o h ort)  w er e  i nj e ct e d i. p. wit h 

mI L- 2  i m m u n o c o m pl e x es  ( pr e p ar e d  b y  pr e-i n c u b ati n g  2  µ g  mI L- 2  ( P e pr ot e c h)  wit h 

S 4 B 6 or J E S 6- 1 i n a 2: 1 c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o i n P B S) or 1 0 µ g of fr e e mI L- 2 o n 

d a ys  1,  2,  3,  a n d  4.  Mi c e  w er e  s a crifi c e d  o n  d a y  5  b y  c er vi c al  disl o c ati o n  a n d  s pl e e n s 

w er e h ar v est e d. Si n gl e- c ell s us p e nsi o ns w er e pr e p ar e d b y h o m o g e ni z ati o n ( G e ntl e M A C S 

Diss o ci at or,  Milt e n yi  Bi ot e c).  C ells  w er e  r es us p e n d e d  i n  P B E  b uff er  ( P B S  wit h  2. 5 % 

f et al c alf s er u m [ F C S], 2. 5 m m ol E D T A), bl o c k e d wit h 1 0 % C 5 7 B L/ 6 m o us e s er u m f or 

3 0 mi n o n i c e, a n d s u bs e q u e ntl y st ai n e d f or 3 0 mi n o n i c e wit h fl u or o p h or e- c o nj u g at e d 

a nti- m o us e  m o n o cl o n al  a nti b o di es  ( m A bs)  f or  p h e n ot y pi n g  of:  T r e gs  ( C D 3 + C D 4 + I L-

2 R α + F o x p 3 + )  -  e Fl u or  4 5 0 ®- c o nj u g at e d  a nti- C D 3  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  1 7 A 2),  P er C P-

c o nj u g at e d a nti- C D 4 ( B D Bi os ci e n c es, cl o n e R M 4- 5), a n d A P C- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 R α  

( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  P C 6 1. 5)  m A bs;  m e m or y  p h e n ot y p e  ( M P)  C D 8 +  T  c ells 

( C D 3+ C D 8 + C D 4 4 + I L- 2 Rβ + )  -  e Fl u or  4 5 0 ®- c o nj u g at e d  a nti- C D 3,  P er C P- C y 5. 5-

c o nj u g at e d  a nti- C D 8  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  5 3- 7. 6 2),  A P C- c o nj u g at e d  a nti- C D 4 4 

( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  I M 7),  a n d  P E- c o nj u g at e d  a nti-I L- 2 Rβ   ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  5 H 4) 

m A bs; a n d N K c ells ( C D 3 -C D 4 9 b + N K 1. 1 + ) - e F l u or 4 5 0 ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3, FI T C-

c o nj u g at e d  a nti- C D 4 9 b  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  D X 5),  a n d  A P C- c o nj u g at e d  a nti- N K 1. 1 

( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  P K 1 3 6)  m A bs.  C ells  w er e  t h e n  w as h e d  t wi c e  wit h  P B E  b uff er  a n d 

fi x e d  i n  Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n  B uff er  ( B D  Bi os ci e n c es)  f or  1  hr  o n  i c e.  Aft er  t w o 

w as h es  i n  P er m e a bili z ati o n  B uff er  ( B D  Bi os ci e n c es),  c ells  w er e  st ai n e d  wit h  P E-

c o nj u g at e d a nti- m o us e/r at F o x p 3 m A b ( e Bi os ci e n c e, cl o n e FJ K- 1 6s) f or 3 0 mi n o n i c e. 

T w o fi n al w as h es w er e c o n d u ct e d i n P er m e a bili z ati o n B uff er a n d c ells w er e r es us p e n d e d 

1 1 3



i n  P B E  b uff er  f or  fl o w  c yt o m etri c  a n al ysis  o n  a n  L S RII  ( B D  Bi os ci e n c es).  D at a  w er e 

a n al y z e d usi n g Fl o wJ o s oft w ar e ( Tr e e St ar). T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t wi c e wit h 

si mil ar  r es ults.  A v er a g e  r ati os  of  t h e  r el ati v e  e x p a nsi o n  of  t h e  i n di c at e d  s u bs ets  ar e 

pl ott e d. 

F or  i m m u n e  c ell  s u bs et  e x p a nsi o n  a n d  I L- 2 R α   pr ofili n g  st u di es  (Fi g u r es  6 A- E ), 

C 5 7 B L/ 6 mi c e  ( 3  or  4  p er  c o h ort)  w er e  i nj e ct e d i. p. wit h  mI L- 2  i m m u n o c o m pl e x es 

( pr e p ar e d b y pr e-i n c u b ati n g 2 µ g mI L- 2 wit h S 4 B 6 or J E S 6- 1 i n a 2: 1 c yt o ki n e: a nti b o d y 

m ol ar r ati o i n P B S) or 1 0 µ g of fr e e mI L- 2 o n d a ys 1, 2, a n d 3. Mi c e w er e s a crifi c e d o n 

d a y 5 b y c er vi c al disl o c ati o n a n d s pl e e ns w er e h ar v est e d, h o m o g e ni z e d, a n d a n al y z e d b y 

fl o w c yt o m etr y as d es cri b e d f or r el ati v e Eff: Tr e g pr olif er ati o n st u di es. Fi v e i m m u n e c ell 

s u bs ets  w er e  disti n g uis h e d  a n d  pr ofil e d  f or  I L- 2 R α   e x pr essi o n  usi n g  t h e  f oll o wi n g 

fl u or o p h or e- c o nj u g at e d  a nti- m o us e  m A bs:  Tr e gs  ( C D 3 + C D 4 + F o x p 3 + )  -  V 5 0 0  H ori z o n ®-

c o nj u g at e d  a n ti- C D 3  ( B D  Bi os ci e n c es,  cl o n e  5 0 0 A 2),  P er C P- c o nj u g at e d  a nti- C D 4,  P E-

c o nj u g at e d  a nti- m o us e/r at  F o x p 3  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  FJ K- 1 6s),  a n d A P C - c o nj u g at e d 

a nti-I L- 2 R α   m A bs;  M P  C D 8+   T  c ells  ( C D 3+ C D 8 + C D 4 4 + I L- 2 Rβ + )  -  V 5 0 0  H ori z o n ®-

c o nj u g at e d  a nti- C D 3,  P er C P- C y 5. 5- c o nj u g at e d  a nti- C D 8,  A P C- c o nj u g at e d  a nti- C D 4 4, 

P E - c o nj u g at e d  a nti-I L- 2 Rβ ,  a n d  e Fl u or  4 5 0 ®- c o nj u g at e d  a nti-I L- 2 Rα   ( e Bi os ci e n c e, 

cl o n e P C 6 1. 5) m A bs; N K ( C D 3 -C D 4 9 b + C D 1 6 1 + ) a n d N K T c ells ( C D 3+ C D 4 9 b + C D 1 6 1 + ) 

-  V 5 0 0  H ori z o n ®- c o nj u g at e d  a nti- C D 3,  P E- c o nj u g at e d  a nti- C D 4 9 b  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e

D X 5),  A P C- c o nj u g at e d  a nti- C D 1 6 1  ( e Bi os ci e n c e,  cl o n e  P K 1 3 6),  a n d  e Fl u or  4 5 0 ®-

c o nj u g at e d  a nti-I L- 2 R α   m A bs; a n d γ δ   T C R  c ells  ( C D 3+ C D 4 9 b + γ δ T C R + )  -  V 5 0 0 

H ori z o n ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3, P E- c o nj u g at e d a nti- C D 4 9 b, P E - c o nj u g at e d a nti-γ δ  T C R 
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( e Bi os ci e n c e, cl o n e G L 3), a n d A P C - c o nj u g at e d a nti-I L- 2 Rα  m A b s. T h e e x p eri m e nt w as 

p erf or m e d  t wi c e wit h  si mil ar  r es ults. A v er a g e  r el ati v e e x p a nsi o n  c o m p ar e d  t o u ntr e at e d 

c o ntr ol  mi c e  w as  d et er mi n e d  f or e a c h  c o h ort.  Hist o gr a ms  s h o w  I L- 2 Rα  e x pr essi o n 

pr ofil es f or o n e r e pr es e nt ati v e m o us e o ut of 3 or 4 p er c o h ort. 

M o us e  d e xt r a n  s o di u m  s ulf at e  ( D S S)-i n d u c e d c olitis  m o d el.  B A L B/ c  mi c e  (si x p er 

c o n diti o n) w er e i nj e ct e d i. p. eit h er d ail y f or s e v e n d a ys wit h P B S, o n c e o n d a y 6 wit h 1 5 0 

m g  a nti- mI L- 2 R α  a nti b o d y  ( E X BI O, cl o n e  P C 6 1. 5),  or d ail y  f or s e v e n  d a ys  wit h  mI L-

2/J E S 6- 1 i m m u n o c o m pl e x es ( pr e p ar e d b y pr e-i n c u b ati n g 1. 5 µ g mI L- 2 wit h J E S 6- 1 i n a 

2: 1  m ol ar  r ati o i n P B S).  O n  d a y  8, t w o  mi c e  p er  c o n diti o n  w er e  s a crifi c e d  b y c er vi c al 

disl o c ati o n  t o ass ess  s pl e e n  T r e g c ell  c o u nts  b y fl o w c yt o m etr y.  S pl e e n  h ar v esti n g, 

h o m o g e ni z ati o n,  a n d  T r e g m ar k er  a n al ysis  ( C D 3, C D 4,  I L- 2 Rα , a n d  F o x p 3)  w er e 

p erf or m e d  as  d es cri b e d  f or i n vi v o  i m m u n e c ell  pr olif er ati o n  a n d  r e c e pt or e x pr essi o n 

st u di es. R e pr es e nt ati v e d ot pl ots fr o m o n e m o us e p er c o n diti o n ar e s h o w n.  

T h e  r e m ai ni n g f o ur pr etr e at e d  mi c e  fr o m e a c h  c o h ort  w er e  a d mi nist er e d  3 % D S S  ( M P 

Bi o m e di c als I n c.) i n t h eir dri n ki n g w at er b e gi n ni n g o n d a y 8 t o i n d u c e c olitis. O n d a y 1 5, 

dis e as e s e v erit y w as ass ess e d b y a cli ni c al dis e as e a cti vit y i n d e x . C D AI w as 

c al c ul at e d  o n d a y  1 5 as  d es cri b e d  pr e vi o usl y  ( C o o p er et  al.,  1 9 9 3),  usi n g t h e  f oll o wi n g 

p ar a m et ers: b o d y w ei g ht d e cr e as e ( 0 = n o c h a n g e t o 4 = > 2 0 % c h a n g e); st o ol c o nsist e n c y 

( 0 = s oli d t o 4 = li q ui d st o ols t h at sti c k t o t h e a n us); a n d bl e e di n g ( 0 = n o n e t o 4 = gr oss 

bl e e di n g).  S c or es  f or e a c h  p ar a m et er  w er e  s u m m e d  a n d  di vi d e d  b y t hr e e  t o d et er mi n e 

C D AI. O n  d a y 1 6, mi c e  w er e  s a crifi c e d  a n d  t h eir e ntir e  c ol o ns  w er e  r e m o v e d (fr o m 
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c e c u m  t o  a n us).  C ol o n  l e n gt h  w as  m e as ur e d  a n d  s h ort e ni n g  w as  us e d  as  a n  i n dir e ct 

m ar k er of i nfl a m m ati o n. Hist ol o gi c al s c ori n g of p ar affi n- e m b e d d e d a n d h e m at o x yli n a n d 

e osi n-st ai n e d  tr a ns v ers al  c ol o n  s e cti o ns  w as  i m pl e m e nt e d  i n  a  bli n d e d  m a n n er  usi n g  a 

w ei g ht e d  s c or e,  r a n gi n g  fr o m  0  ( n o  si g ns  of  i nfl a m m ati o n)  t o  3  (s e v er e  i nfl a m m ati o n). 

T h e  fi n al  hist ol o gi c al  s c or e  w as  c al c ul at e d  as  t h e  m e a n  s c or e  fr o m  4  i n d e p e n d e ntl y 

a n al y z e d  s e cti o ns  fr o m  e a c h  s a m pl e.  O n e  r e pr es e nt ati v e  s e cti o n  fr o m  e a c h  c o n diti o n  is 

s h o w n. T h e “ n o dis e as e ” c o h ort r ef ers t o a n u ntr e at e d gr o u p of mi c e i n w hi c h c olitis w as 

n ot  i n d u c e d.  St atisti c al  si g nifi c a n c e  w as  d et er mi n e d  b y  eit h er  St u d e nt’s t-t est  ( c ol o n 

l e n gt h) or b y M a n n- W hit n e y U  t est ( hist ol o gi c al gr a d e a n d dis e as e a cti vit y s c or e).  

Y e ast  s u rf a c e  a n d  S P R  affi nit y  tit r ati o ns. F or  y e ast  st u di es,  f ull-l e n gt h  h u m a n  a n d 

m o us e I L- 2 w er e cl o n e d i nt o t h e p C T 3 0 2 v e ct or a n d pr es e nt e d o n t h e s urf a c e of y e ast as 

d es cri b e d pr e vi o usl y ( B o d er a n d Wittr u p, 1 9 9 7; R a o et al., 2 0 0 4). Y e ast dis pl a yi n g hI L- 2 

a n d  mI L- 2  w er e  i n c u b at e d  i n  F A C S  b uff er  c o nt ai ni n g  s eri al  dil uti o ns  of  t h e  f ull-l e n gt h 

S 4 B 6  or  J E S 6- 1  a nti b o di es  f or  2  hr  at  r o o m  t e m p er at ur e.  C ells  w er e  t h e n  w as h e d  a n d 

i n c u b at e d f or 2 0 mi n at 4º C wit h P E- c o nj u g at e d a nti- R at I g G 2 A a nti b o d y ( e Bi os ci e n c e, 

cl o n e  R 2 A- 2 1 B 2)  dil ut e d  i n  F A C S  b uff er.  Aft er  a  fi n al  w as h,  c ells  w er e  a n al y z e d  f or 

a nti b o d y  bi n di n g  usi n g  a n  A c c uri  C 6  fl o w  c yt o m et er.  B a c k gr o u n d-s u btr a ct e d  a n d 

n or m ali z e d  bi n di n g  c ur v es  w er e  fitt e d  t o  a  first- or d er  bi n di n g  m o d el  a n d  e q uili bri u m 

diss o ci ati o n  c o nst a nts  ( K d s)  w er e  d et er mi n e d  usi n g  Gr a p h P a d  Pris m.  St u di es  w er e 

p erf or m e d i n tri pli c at e a n d r e pr o d u c e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ult s. 
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F or S P R st u di es, bi oti n yl at e d h u m a n a n d m o us e I L- 2 R α , I L- 2 Rβ , a n d I L- 2 Rγ  r e c e pt ors 

or  bi oti n yl at e d  a nti-I L- 2  a nti b o di es  w er e  i m m o bili z e d  t o  str e pt a vi di n- c o at e d  c hi ps  f or 

a n al ysis  o n  a  Bi a c or e  T 1 0 0  i nstr u m e nt  ( G E  H e alt h c ar e).  A n  irr el e v a nt  bi oti n yl at e d 

pr ot ei n w as i m m o bili z e d i n t h e r ef er e n c e c h a n n el t o s u btr a ct n o n-s p e cifi c bi n di n g. L ess 

t h a n 1 0 0 r es p o ns e u nits ( R U) of e a c h li g a n d w as i m m o bili z e d t o mi ni mi z e m ass tr a nsf er 

eff e cts.  S eri al  dil uti o ns  of  h u m a n  or  m o us e  I L- 2  w er e  fl o w e d  o v er  t h e  i m m o bili z e d 

li g a n ds  f or  6 0  s  a n d  diss o ci ati o n  w as  m e as ur e d  f or  2 4 0  s.  S urf a c e  r e g e n er ati o n  f or  all 

i nt er a cti o ns w as c o n d u ct e d usi n g 1 5 s e x p os ur e t o 1 M M g Cl2  i n 1 0 m M s o di u m a c et at e 

p H  5. 5,  wit h  t h e  e x c e pti o n  of  t h e  mI L- 2/ a nti b o d y  i nt er a cti o ns,  f or  w hi c h  s urf a c e 

g e n er ati o n w as i m pl e m e nt e d usi n g 1 5 s e x p os ur e t o 1 M M g Cl 2  i n 1 0 m M s o di u m a c et at e 

p H 4. 5. E x p eri m e nts w er e c arri e d o ut i n H B S- P + b uff er ( G E H e alt h c ar e) s u p pl e m e nt e d 

wit h 0. 2 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) at 2 5 º C a n d all bi n di n g st u di es w er e p erf or m e d 

at  a  fl o w  r at e  of  3 0 µ L/ mi n  t o  pr e v e nt  a n al yt e  r e bi n di n g.  D at a  w as  vis u ali z e d  a n d 

pr o c ess e d  usi n g  t h e  Bi a c or e  T 1 0 0  e v al u ati o n  s oft w ar e  v ersi o n  2. 0  ( G E  H e alt h c ar e). 

E q uili bri u m titr ati o n c ur v e fitti n g a n d d et er mi n ati o n of K d  v al u es w as i m pl e m e nt e d usi n g 

Gr a p h P a d Pr is m ass u mi n g all bi n di n g i nt er a cti o ns t o b e first or d er.  

Y e ast s u rf a c e a n d S P R a nti b o d y- r e c e pt o r c o m p etiti v e I L- 2 bi n di n g ass a ys. F or y e ast 

c o m p etiti o n st u di es, a p pr o xi m at el y 2 × 1 0 5  mI L- 2- dis pl a yi n g y e ast p er w ell w er e pl at e d i n 

a 9 6- w ell pl at e a n d w as h e d wit h F A C S b uff er. Y e ast c ells w er e i n c u b at e d wit h s at ur ati n g 

c o n c e ntr ati o ns  of  bi oti n yl at e d  mI L- 2 R α  ( 1 0 0  n M)  or  mI L- 2 R β  ( 2 µ M)  a n d  s eri al 

dil uti o ns of u nl a b el e d c o m p etit or a nti b o d y ( eit h er a n is ot y p e c o ntr ol [r at I g G 2 A k a p p a 

a nti b o d y, e Bi os ci e n c e cl o n e e B R 2 A], S 4 B 6, or J E S 6- 1) i n F A C S b uff er f or 2 hr at r o o m 
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t e m p er at ur e.  C ells  w er e  t h e n  w as h e d  a n d  st ai n e d  wit h  fl u or o p h or e- c o nj u g at e d 

str e pt a vi di n  dil ut e d  i n  F A C S  b uff er  f or  2 0  mi n  at  4 °   C.  C ells  w er e  w as h e d  a g ai n  a n d 

ass ess e d  f or  mI L- 2  r e c e pt or  s u b u nit  bi n di n g  o n  a n  A c c uri  C 6  fl o w  c yt o m et er. 

B a c k gr o u n d-s u btr a ct e d fl u or es c e nt si g n al as a fr a cti o n of r e c e pt or s u b u nit bi n di n g i n t h e 

a bs e n c e  of  c o m p etit or  w as  pl ott e d.  C ur v es  w er e  fitt e d  t o  a  l o gisti c  m o d el  a n d  h alf 

m a xi m al i n hi bit or y c o n c e ntr ati o ns (I C 5 0 s) w er e c o m p ut e d usi n g Gr a p h P a d Pris m. Ass a ys 

w er e p erf or m e d i n tri pli c at e a n d r e p e at e d t hr e e ti m es wit h c o nsist e nt r es ults. 

S P R - b as e d  c o m p etiti o n  st u di es  w er e  p erf or m e d  i n  t w o  diff er e nt  t o p ol o gi es.  I n  t h e  first 

s eri es  of  st u di es,  bi oti n yl at e d  mI L- 2 R α  or  mI L- 2 R β  w as  i m m o bili z e d  t o  a  str e pt a vi di n-

c o at e d  c hi p.  S at ur ati n g  a m o u nts  of  mI L- 2  ( 1 0 0  n M  f or  mI L- 2 R α   st u di es  a n d  2 µ M  f or 

mI L- 2 R β  st u di es) w er e pr e-i n c u b at e d wit h s eri al dil uti o ns of c o m p etit or a nti b o d y ( eit h er 

is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y, J E S 6- 1, or S 4 B 6) f or 3 0 mi n at r o o m t e m p er at ur e. T h e v ari o us 

r ati os of c yt o ki n e/ a nti b o d y i m m u n o c o m pl e x es w er e t h e n fl o w e d o v er t h e r e c e pt or- c o at e d 

c hi p  a n d  b ot h  e q uili bri u m  bi n di n g  a n d  i nt er a cti o n  d y n a mi cs  w er e  vis u ali z e d  usi n g  t h e 

Bi a c or e  T 1 0 0  e v al u ati o n  s oft w ar e.  E q uili bri u m  bi n di n g  c ur v es  w er e  fitt e d  usi n g 

Gr a p h P a d Pris m, ass u mi n g a first- or d er m o d el f or all i nt er a cti o ns wit h t h e e x c e pti o n of 

t h e  mI L- 2 + S 4 B 6  i nt er a cti o n  o n  i m m o bili z e d  I L- 2 Rα ,  w hi c h  w as  i nst e a d  fitt e d  t o  a 

c o o p er ati v e bi n di n g m o d el. I n t h e s e c o n d s eri es of st u di es, t h e ori e nt ati o n w as r e v ers e d 

s u c h t h at bi oti n yl at e d a nti b o di es J E S 6- 1 or S 4 B 6 w er e i m m o bili z e d. A s at ur ati n g a m o u nt 

of mI L- 2 ( 1 0 0 n M) w as t h e n c a pt ur e d o n t h e i m m o bili z e d a nti b o di es a n d s eri al dil uti o ns 

of  s ol u bl e  mI L- 2 R α   or  mI L- 2 Rβ   w er e  i m m e di at el y  fl o w e d  o v er  t o  q u a ntif y  bi n di n g  t o 

t h e  c hi p- b o u n d  mI L- 2/ a nti b o d y  i m m u n o c o m pl e xes .  E q uili bri u m  a n d  ki n eti c  bi n di n g 
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c ur v es  w er e  g e n er at e d  i n  t h e  Bi a c or e  T 1 0 0  e v al u ati o n  s oft w ar e,  wit h  t h e  bi n di n g 

s e ns o gr a m  of  mI L- 2  i n  t h e  a bs e n c e  of  s ol u bl e  r e c e pt or  s u btr a ct e d  fr o m  e a c h  pr ofil e. 

E q uili bri u m  titr ati o n  c ur v e  fits  a n d  K d   v al u es  w er e  c al c ul at e d  usi n g  Gr a p h P a d  Pris m, 

ass u mi n g  first- or d er  bi n di n g  i nt er a cti o ns.  Bi n di n g  pr ofil es  f or  s ol u bl e  r e c e pt or 

i nt er a cti o ns  wit h  a nti b o d y- c o m pl e x e d  mI L- 2  w er e  c o m p ar e d  t o  t h os e  of  t h e  u n b o u n d 

mI L- 2  bi n di n g  t o  i m m o bili z e d  mI L- 2 R α   or  mI L- 2 Rβ ,  d et ail e d  u n d er  S P R  affi nit y 

titr ati o ns.  F or  b ot h  s eri es  of  S P R  c o m p etiti v e  bi n di n g  st u di es,  i m m o bili z ati o n,  b uff er, 

fl o w, r e g e n er ati o n, a n d a n al ysis c o n diti o ns w er e as d es cri b e d f or S P R affi nit y titr ati o ns. 
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I V. 4 E n gi n e e ri n g a si n gl e -a g e nt c yt o ki n e -a nti b o d y f usi o n t h at s el e cti v el y e x p a n d s 

r e g ul at o r y T c ell s f o r a ut oi m m u n e dis e as e t h e r a p y  

 T h e s el e cti v e sti m ul at or y a cti vit y of I L-2/J E S 6 f or Tr e g c ell s m a k es it a n e nti ci n g 

c a n di d at e f or t h e tr e at m e nt of a ut oi m m u n e dis e as e s  i n h u m a ns, b ut cli ni c al a d mi nistr ati o n of 

I L-2 c o, i. e. mi xt ur e of I L -2 a n d a nti -I L-2 m A b at a m ol ar r ati o 2: 1, i s c o m pli c at e d b y l o gi sti c al 

c h all e n g es i n dr u g f or m ul ati o n i n cl u di n g o pti mi z ati o n of t h e d osi n g r ati o a n d i nst a bilit y of t h e 

c yt o ki n e/ a nti b o d y c o m pl e x. A d dr essi n g t h es e c h all e n g es, o ur st u d y i ntr o d u c es a str u ct ur e -

g ui d e d   e n gi n e er e d   f u si o n  of  I L-2   wit h   t h e  J E S 6 -1 A 1 2   m A b.  H o w e v er,  t o  e n a bl e      

C D 2 5 -m e di at e d   tri g g er e d   e x c h a n g e  of   I L-2,   it   w as    n e c ess ar y t o l o w er t h e affi nit y of 

J E S 6 -1 A 1 2 m A b t o I L -2 b y a b o ut 6 -f ol d t hr o u g h t w o p oi nt m ut ati o ns ( Y 4 1 A + Y 1 0 1 A) 

i ntr o d u c e d i nt o t h e bi n di n g sit e of t h e V L d o m ai n of t h e a nti b o d y. T h e r es ulti n g J Y 3 I C 

m ai nt ai ns t h e cr u ci al c yt o ki n e e x c h a n g e pr o p ert y  of t h e p ar e nt al I L -2/J E S 6 I L-2 c o , s el e cti v el y 

pr o m ot i n g  T re g  c ell  e x p a nsi o n, a n d e x hi biti n g s u p eri or dis e as e c o ntr ol t o t h e n o n -c o v al e nt 

I L-2/J E S 6 c o m pl e x i n a m uri n e m o d el of c oliti s. T his br e a kt hr o u g h pr o vi d es a f o u n d ati o n al 

e n gi n e eri n g   bl u e pri nt   t o  o v er c o m e si g nifi c a nt o bst a cl es ass o ci at e d wit h i m pl e m e nt ati o n of 

I L-2 c o f or cli ni c al a p pli c ati o n i n h u m a n dis e as es. 

 

P. W e b e r o v á ’s c o nt ri b uti o n t o t his p u bli c ati o n: 

I p erf or m e d s e v er al e x p eri m e nts  i n vi v o. I ass es s e d t h e e x p a nsi o n of v ari o us i m m u n e c ell 

s u bs ets  i n r es p o ns e t o I L-2/J E S 6 c o m pl e x es, I L -2/J E S 6 I C, or it s affi nit y -m ut at e d f or ms, a n d 

p arti ci p at e d i n a d o pti v e T c ell  tr a nsf er e x p eri m e nts. O v er all c o ntri b uti o n ~ 1 0  %.  
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I nt erl e u ki n- 2 (I L- 2) h as b e e n us e d t o tr e at dis e as es r a n gi n g fr o m c a n c er t o a ut oi m m u n e dis or d ers, 

b ut its c o n c urr e nt i m m u n osti m ul at or y a n d i m m u n os u p pr essi v e ef f e cts hi n d er effi c a c y. I L- 2 

or c h estr at es i m m u n e c ell f u n cti o n t hr o u g h a cti v ati o n of a hi g h- affi nit y h et er otri m eri c r e c e pt or 

( c o m pris e d of I L- 2 r e c e pt or-α [I L- 2 Rα ], I L- 2 Rβ , a n d c o m m o n γ [γ c ]). I L- 2 Rα , w hi c h is hi g hl y 

e x pr ess e d o n r e g ul at or y T ( T R e g ) c ells r eg ul at es I L- 2 s e nsiti vit y. Pr e vi o us st u di es h a v e s h o w n t h at 

c o m pl e x ati o n of I L- 2 wit h t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y pr ef er e nti all y bi as es c yt o ki n e a cti vit y t o w ar d T R e g 

c ells t hr o u g h a u ni q u e m e c h a nis m w h er e b y I L- 2 is e x c h a n g e d fr o m t h e a nti b o d y t o I L- 2 R α . 

H o w e v er , cli ni c al a d o pti o n of a mi x e d a nti b o d y- c yt o ki n e c o m pl e x r e gi m e n is li mit e d b y 

st oi c hi o m etr y a n d st a bilit y c o n c er ns. H er e, t hr o u g h str u ct ur e- g ui d e d d esi g n, w e e n gi n e er e d a 

si n gl e a g e nt f usi o n of t h e I L- 2 c yt o ki n e a n d J E S 6 – 1 a nti b o d y t h at, d es pit e b ei n g c o v al e ntl y li n k e d, 

pr es er v es I L- 2 e x c h a n g e, s el e cti v el y sti m ul ati n g T R e g  e x p a nsi o n, a n d e x hi biti n g s u p eri or dis e as e 

c o ntr ol t o t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x i n a m o us e c olitis m o d el. T h es e st u di es pr o vi d e a n 

e n gi n e eri n g bl u e pri nt f or r es ol vi n g a m aj or b arri er t o t h e i m pl e m e nt ati o n of f u n cti o n all y si mil ar 

I L- 2/ a nti b o d y c o m pl ex es f or tr e at m e nt of h u m a n dis e as e.

I N T R O D U C TI O N

I nt erl e u ki n- 2 (I L- 2) is a pl ei otr o pi c c yt o ki n e t h at or c h estr at es t h e pr olif er ati o n, s ur vi v al, a n d 

f u n cti o n of b ot h i m m u n e eff e ct or c ells a n d r e g ul at or y T ( T R e g ) c ells t o m ai nt ai n i m m u n e 

h o m e ost asis. I L- 2 si g n als t hr o u g h a cti v ati o n of eit h er a hi g h- aff i nit y ( ~ 1 0 0 p M) 

h et er otri m eri c r e c e pt or ( c o m p os e d of I L- 2 r e c e pt or- α [I L- 2 Rα ], I L- 2 Rβ , a n d t h e s h ar e d 

c o m m o n g a m m a [ γ c ]) or a n i nt er m e di at e- affi nit y ( ~ 1 n M) h et er o di m eri c r e c e pt or 

( c o m p os e d of o nl y t h e I L- 2 Rβ  a n d γ c  c h ai ns) (1 – 3 ). C o ns e q u e ntl y, I L- 2 s e nsiti vit y is 

di ct at e d b y t h e n o n-si g n ali n g I L- 2 R α  c h ai n, w hi c h is a b u n d a ntl y e x pr ess e d o n t h e s urf a c e of 

T R e g  c ells, b ut virt u all y a bs e nt fr o m n aï v e i m m u n e eff e ct or c ells (i. e. n at ur al kill er [ N K] 

c ells a n d m e m or y p h e n ot y p e [ M P] C D 8 +  T c ells) (1 , 2 , 4 ). F or m ati o n of t h e I L- 2 c yt o ki n e-

r e c e pt or c o m pl e x l e a ds t o a ctiv ati o n of i ntr a c ell ul ar J a n us ki n as e (J A K) pr ot ei ns, w hi c h ar e 

c o nstit uti v el y ass o ci at e d wit h I L- 2 R β  a n d γ c . J A K pr ot ei ns p h os p h or yl at e k e y t yr osi n e 

r esi d u es i n t h e r e c e pt or i ntr a c ell ul ar d o m ai ns, l e a di n g t o r e cr uit m e nt a n d a ctiv ati o n of si g n al 

tr a ns d u c er a n d a cti vat or of tr a ns cri pti o n ( S T A T)- 5 t o eff e ct i m m u n e-r el at e d g e n e e x pr essi o n 

a n d r e g ul at e f u n cti o n al o ut c o m es ( 1 , 5 , 6 ).

D u e t o its ess e nti al r ol e i n t h e diff er e nti ati o n a n d gr o wt h of T R e g  c ells, t h e I L- 2 c yt o ki n e h as 

b e e n e xt e nsi v el y c h ar a ct eri z e d i n pr e- cli ni c al m o d els t o tr e at a r a n g e of a ut oi m m u n e 

dis e as es, i n cl u di n g di a b et es a n d m ulti pl e s cl er osis. T h es e m o d els h a v e u n d erli n e d t h e n e e d 

t o a d mi nist er l o w d os es of t h e c yt o ki n e t o t a k e a d v a nt a g e of t h e e n h a n c e d I L- 2 s e nsiti vit y of 

T R e g  o v er eff e ct or c ells (7 , 8 ). M or e r e c e ntl y, pr o of- of- c o n c e pt cli ni c al tri als b a c k e d b y 

m e c h a nisti c st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h at l o w- d os e I L- 2 t h er a p y s p e cifi c all y a cti v at es a n d 

e x p a n ds T R e g  c ells t o a m eli or at e a ut oi m m u n e p at h ol o gi es (9 – 1 1 ). H o w e v er, c ar ef ul d os e 

titr ati o n is r e q uir e d f or t h es e st u di es a n d t h e off-t arg et a cti v ati o n of eff e ct or c ells 

( p arti c ul arl y a cti v at e d c ells wit h u pr e g ul at e d I L- 2 Rα  e x pr essi o n) r e m ai ns of c o n c er n.

B o y m a n a n d c oll e a g u es d e m o nstr at e d t h at tr e ati n g mi c e wit h c o m pl e x es of I L- 2 wit h t h e 

a nti-I L- 2 a nti b o d y J E S 6 – 1 bi as es c yt o ki n e a cti vit y t o w ar d T R e g  c ells t o or c h estr at e a n 

i m m u n os u p pr essi v e r es p o ns e (1 2 ), off eri n g a n e x citi n g o p p ort u nit y f or t ar g et e d a ut oi m m u n e 

S p a n gl er et al. P a g e 2
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dis e as e t h er a p y ( 1 3 ). S u bs e q u e nt w or k h as d e m o nstr at e d t h at I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x es 

pr e v e nt d e v el o p m e nt of a ut oi m m u n e dis e as es ( 1 4 – 1 7 ) a n d pr o m ot e gr aft t ol er a n c e (1 8 , 1 9 ) 

i n mi c e. We r e c e ntl y d et er mi n e d t h e m ol e c ul ar str u ct ur e of t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x t o 

el u ci d at e t h e m e c h a nisti c b asis f or its s el e cti v e sti m ul ati o n of T R e g  o v er eff e ct or c ells. J E S 6 –

1 st eri c all y o bstr u cts I L- 2 i nt er a cti o n wit h t h e I L- 2 R β  a n d γ c  s u b u nits t o bl o c k si g n ali n g o n 

I L- 2 Rα L o w  eff e ct or c ells, b ut als o u n d er g o es a u ni q u e all ost eri c e x c h a n g e m e c h a nis m wit h 

t h e I L- 2 Rα  s u b u nit, w h er ei n s urf a c e- e x pr ess e d I L- 2 Rα  dis pl a c es t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d 

li b er at es t h e c yt o ki n e t o si g n al t hr o u g h t h e hi g h- affi nit y h et er otri m eri c r e c e pt or o n 

I L- 2 Rα Hi g h  TR e g  c ells ( Fi g. 1 a). T his p h e n o m e n o n o c c urs b e c a us e k e y r esi d u es i n t h e I L- 2 

A B i nt er h eli c al l o o p e n g a g e t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d t h e I L- 2 R α  s u bu nit i n disti n ct 

ori e nt ati o ns; t h us, I L- 2- a nti b o d y a n d I L- 2-r e c e pt or bi n di n g ar e m ut u all y e x cl usi v e, l e a di n g 

t o bi dir e cti o n al e x c h a n g e. A cti v ati o n of t h e I L- 2 si g n ali n g p at h w a y o n I L- 2 Rα Hi g h  c ells 

f urt h er u pr e g ul at es I L- 2 Rα  ex pr essi o n t o cr e at e a p ositi v e f e e d b a c k l o o p t h at e x q uisit el y 

f a v ors TR e g  e x p a nsi o n (1 7 ).

T h e i m m u n os u p pr essi v e eff e cts of I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x es m a k e t h e m e nti ci n g c a n di d at es 

f or a ut oi m m u n e dis e as e tr e at m e nt i n h u m a ns, b ut cli ni c al a d mi nistr ati o n of mi x e d I L- 2/

a nti b o d y c o m pl e x es is c o m pli c at e d b y l o gisti c al c h all e n g es i n dr u g f or m ul ati o n i n cl u di n g 

o pti mi z ati o n of t h e d osi n g r ati o a n d i nst a bilit y of t h e c yt o ki n e/ a nti b o d y c o m pl e x. Pr e vi o usl y, 

I L- 2 h as b e e n c o v al e ntl y li n k e d t o a n a nti-I L- 2 a nti b o d y t o e n h a n c e its i n vi v o h alf-lif e a n d 

st a bilit y ( 2 0 ). H o w e v er, t his a p pr o a c h is i n c o m p ati bl e wit h t h e all ost eri c e x c h a n g e 

m e c h a nis m e n a ct e d b y t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x as t et h eri n g I L- 2 t o t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y 

gr e atl y e n h a n c es t h e a p p ar e nt a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y, o bstr u cti n g t h e tri g g er e d r el e as e 

t h at is ess e nti al f or TR e g  bi as. T o o v er c o m e t his o bst a cl e t o t h er a p e uti c d e v el o p m e nt, w e 

utili z e d a str u ct ur e- b as e d e n gi n e eri n g str at e g y t o d esi g n a si n gl e- a g e nt I L- 2/J E S 6 – 1 f usi o n 

t h at pr es er v es a nti b o d y-r e c e pt or e x c h a n g e. T hr o u g h m o d ul ati o n of t h e cyt o ki n e- a nti b o d y 

affi nit y, w e s u c c essf ull y r e c a pit ul at e d t h e s el e cti v e T R e g  p ot e nti ati o n eli cit e d b y mi x e d I L- 2/

J E S 6 – 1 c o m pl e x tr e at m e nt a n d w e d e m o nstr at e d t h at o ur e n gi n e er e d c yt o ki n e- a nti b o d y 

f usi o n c o ntr oll e d a ut oi m m u n e dis e as e b ett er t h a n t h e mi x e d c o m pl ex i n a n i n d u c e d m o us e 

m o d el of c olitis. C oll e cti v el y, o ur bi o p h ysi c al a n d f u n cti o n al st u di es pr es e nt a m e c h a nis m-

dri v e n bi o m ol e c ul ar e n gi n e eri n g a p pr o a c h t h at e n a bl es t h e t h er a p e uti c tr a nsl ati o n of a 

c yt o ki n e- a nti b o d y c o m pl e x, a n d t h at c a n r e a dil y b e a d a pt e d t o ot h er s yst e ms f or a r a n g e of 

i m m u n e dis e as e a p pli c ati o ns.

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S

Pr ot ei n e x pr e s si o n a n d p urifi c ati o n.

T h e s e q u e n c e e n c o di n g h e x a histi di n e-t a g g e d m o us e I L- 2 ( mI L- 2, a mi n o a ci ds 1 – 1 4 9) w as 

cl o n e d i nt o t h e p M al v e ct or wit h a n N-t er mi n al m alt os e- bi n di n g pr ot ei n ( M B P) f oll o w e d b y 

a 3 C pr ot e as e sit e. mI L- 2 w as e x pr ess e d i n t h e p eri pl as m of B L 2 1( D E 3) Es c h eri c hi a c oli 

c ells b y 2 0 h i n d u cti o n at 2 2 ° C wit h 1 m M is o pr o p yl β - d-t hi o g al a ct o p yr a n osi d e (I P T G). 

Pr ot ei n i n t h e p eri pl as mi c c o m p art m e nt w as is ol at e d b y os m oti c s h o c k a n d p urifi e d b y 

ni c k el- nitril otri a c eti c a ci d ( Ni- N T A) ( Qi a g e n) affi nit y c hr o m at o gr a p h y. P urit y w as i m pr o v e d 

vi a si z e- e x cl usi o n c hr o m at o gr a p h y o n a S u p er d e x- 7 5 c ol u m n ( G E H e alt h c ar e) i n H E P E S-

b uff er e d s ali n e ( H B S, 1 5 0 m M N a Cl i n 1 0 m M H E P E S p H 7. 3).
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mI L- 2 R α ( a mi n o a ci ds 1 – 2 1 3) e ct o d o m ai n, mI L- 2 Rβ  e ct o d o m ai n ( a mi n o a ci ds 1 – 2 1 5), a n d 

m γ c  e ct o d o m ai n ( a mi n o a ci ds 3 4 – 2 3 3) w er e s e cr et e d a n d p urifi e d usi n g a b a c ul o vir us 

e x pr essi o n s yst e m, as pr e vi o usl y d es cri b e d ( 3 ). All pr ot ei ns w er e p urifi e d t o > 9 8 % 

h o m o g e n eit y wit h a S u p er d e x 2 0 0 si zi n g c ol u m n ( G E H e alt h c ar e) e q uili br at e d i n H B S. 

P urit y w as v erif i e d b y S D S- P A G E a n al ysis.

R e c o m bi n a nt J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d i m m u n o c yt o ki n e a n d m ut a nts t h er e of w er e c o- e x pr ess e d 

usi n g t h e pr e vi o usl y d es cri b e d B a c M a m t e c h ni q u e ( 2 1 ) a d a pt e d f or 2 9 3 F h u m a n e m br y o ni c 

ki d n e y c ells ( T h er m o Lif e Te c h n ol o gi es). F or J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d v ari a nts t h er e of, t h e 

J E S 6 – 1 v ari a bl e h e a v y ( V H ) c h ai n f oll o w e d b y t h e r at i m m u n o gl o b uli n (I g G) 2 a c o nst a nt 

d o m ai ns w as cl o n e d i nt o t h e p V L A D 6 v e ct or wit h a C-t er mi n al h e x a histi di n e t a g. T h e 

J E S 6 – 1 vari a bl e li g ht ( V L ) c h ai n f oll o w e d b y t h e r at k a p p a li g ht c h ai n c o nst a nt d o m ai n w as 

s e p ar at el y cl o n e d i nt o t h e p V L A D 6 v e ct or wit h wit h a C-t er mi n al h e x a histi di n e t a g. F or 

i m m u n o cyt o ki n e c o nstr u cts, mI L- 2 w as cl o n e d N-t er mi n al t o t h e V L  d o m ai n of t h e li g ht 

c h ai n c o nstr u ct, s p a c e d b y a ( Gl y 4 S er) 2  li n k er. H e a v y a n d li g ht c h ai n c o nstr u cts w er e 

s e p ar at el y tr a nsf e ct e d i nt o S p o d o pt er a fr u gi p er d a  i ns e ct ( S F 9) c ells as pr e vi o usl y d es cri b e d 

(2 1 ) a n d t h e r es ulti n g vir al s u p er n at a nts w er e us e d t o i nf e ct 2 9 3 F c ells ( T h er m o Lif e 

Te c h n ol o gi es) i n t h e pr es e n c e of 1 0 m M s o di u m b ut yr at e ( Si g m a). H e a v y a n d li g ht c h ai n 

vir us es w er e c o-titr at e d t o d et er mi n e o pti m al i nf e cti o n r ati os f or e q ui v al e nt e x pr essi o n of t h e 

t w o c h ai ns. I nf e ct e d 2 9 3 F c ells w er e h ar v est e d aft er 7 2 h o urs a n d s e cr et e d pr ot ei n w as 

c a pt ur e d fr o m t h e s u p er n at a nt vi a Ni- N T A ( Qi a g e n) affi nit y c hr o m at o gr a p h y. Pr ot ei ns w er e 

f urt h er p urifi e d t o > 9 8 % h o m o g e n eit y wit h a S u p er d e x 2 0 0 si zi n g c ol u m n ( G E H e alt h c ar e) 

e q uili br at e d i n H B S, a n d p urit y w as c o nfir m e d b y S D S- P A G E a n al ysis. R at I g G 2 a is ot y p e 

c o ntr ol a nti b o d y ( Cl o n e e B R 2 a) w as p ur c h as e d c o m m er ci all y ( e Bi os ci e n c e).

F or e x pr essi o n of bi oti n yl at e d m o us e I L- 2 a n d m o us e I L- 2 r e c e pt or s u b u nits, pr ot ei ns 

c o nt ai ni n g a C-t er mi n al bi oti n a c c e pt or p e pti d e ( B A P)- L N DI F E A Q KI E W H E w er e 

e x pr ess e d a n d p urif i e d vi a Ni- N T A affi nit y c hr o m at o gr a p h y a n d t h e n bi oti n yl at e d wit h t h e 

s ol u bl e Bir A li g as e e n z y m e i n 0. 5 m M Bi ci n e p H 8. 3, 1 0 0 m M A T P, 1 0 0 m M m a g n esi u m 

a c et at e, a n d 5 0 0 m M bi oti n ( Si g m a). E x c ess bi oti n w as r e m o v e d b y si z e e x cl usi o n 

c hr o m at o gr a p h y o n a S u p er d e x 2 0 0 c ol u m n e q uili br at e d i n H B S. A nti b o di es a n d 

i m m u n o c yt o ki n es w er e bi oti n yl at e d usi n g t h e E Z- Li n k S ulf o- N H S- L C- Bi oti n yl ati o n kit 

( Pi er c e) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol.

C ell Li n e s.

U n m o difi e d Y T- 1 ( 2 2 ) a n d I L- 2 Rα +  Y T- 1 h u m a n n at ur al kill er c ells (2 3 ) w er e c ult ur e d i n 

R P MI c o m pl et e m e di u m ( R P MI 1 6 4 0 m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % f et al b o vi n e s er u m, 

2 m M L- gl ut a mi n e, mi ni m u m n o n- ess e nti al a mi n o a ci ds, s o di u m p yr u v at e, 2 5 m M H E P E S, 

a n d p e ni cilli n-str e pt o m y ci n [ Gi b c o]) a n d m ai nt ai n e d at 3 7º C i n a h u mi dif i e d at m os p h er e 

wit h 5 % C O 2 .

T h e s u b p o p ul ati o n of Y T - 1 c ells e x pr essi n g I L- 2 Rα  w as p urifi e d vi a m a g n eti c s el e cti o n as 

d es cri b e d pr e vi o usl y ( 2 4 ). Te n milli o n u ns ort e d I L- 2 Rα +  Y T- 1 c ells w er e w as h e d wit h 

F A C S b uf f er ( p h os p h at e- b uff er e d s ali n e [ P B S] p H 7. 2 c o nt ai ni n g 0. 1 % b o vi n e s er u m 

al b u mi n) a n d i n c u b at e d i n F A C S b uff er wit h P E- c o nj u g at e d a nti- h u m a n I L- 2 R α  a nti b o d y 

( Bi ol e g e n d, cl o n e B C 9 6) f or 2 hr at 4 ° C. P E-l a b el e d I L- 2 Rα +  c ells w er e t h e n i n c u b at e d wit h 
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p ar a m a g n eti c mi cr o b e a ds c o at e d wit h a n a nti- P E I g G f or 2 0 mi n at 4º C, w as h e d o n c e wit h 

c ol d F A C S b uf f er, a n d s ort e d o n a n L S M A C S s e p ar ati o n c ol u m n ( Milt e n yi Bi ot e c) 

a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. P urifi e d el ut e d c ells w er e r e-s us p e n d e d a n d gr o w n 

i n R P MI c o m pl et e m e di u m. E nri c h m e nt of I L- 2 Rα +  c ells w as e v al u at e d usi n g a n A c c uri C 6 

fl o w c yt o m et er ( B D Bi os ci e n c es) a n d p ersist e n c e of I L- 2 Rα  e x pr essi o n w as m o nit or e d b y 

P E- c o nj u g at e d a nti- h u m a n I L- 2 R α  a nti b o d y l a b eli n g a n d fl o w c yt o m etri c a n al ysis of s ort e d 

I L- 2 Rα +  Y T- 1 c ells.

S e c o n d h ar m o ni c g e n er ati o n a nti b o d y-r e c e pt or e x c h a n g e st u di e s.

F or c yt o ki n e l a b eli n g, h e x a histi di n e-t a g g e d mI L- 2 w as e x c h a n g e d i nt o l a b eli n g b uff er ( 5 0 

m M H E P E S p H 8. 2, 1 5 0 m M N a Cl) wit h a 0. 5 m L, 7 0 0 0 m ol e c ul ar w ei g ht c ut- of f Z e b a ™ 

S pi n D es alti n g C ol u m n ( T h er m o). A fi v e-f ol d m ol ar e x c ess of l ysi n e-r e a cti v e (s u c ci ni mi d yl 

est er c h e mistr y) s e c o n d h ar m o ni c- a cti v e d y e S H G 1- S E ( 2 5 ) ( Bi o d es y, I n c.) w as a d d e d t o t h e 

pr ot ei n. T h e r e a cti o n pr o c e e d e d o n i c e f or 5 mi n a n d w as t h e n st o p p e d b y r e m o v al of 

u nr e a ct e d S H G 1- S E b y b uff er e x c h a n g e i nt o H B S wit h a 0. 5 m L, 7 0 0 0 m ol e c ul ar w ei g ht 

c ut- off Z e b a ™ S pi n D es alti n g C ol u m n ( T h er m o). T h e r e a ct e d pr ot ei n w as c e ntrif u g e d at 

1 6, 0 0 0 × g at 4 ° C f or 2 0 mi n ut es t o p ell et a n y pr e ci pit at e a n d t h e s u p er n at a nt w as a n al y z e d 

b y U V- Vis s p e ctr os c o p y. T h e d e gr e e of l a b eli n g w as d et er mi n e d t o b e 1 ( d y e: pr ot ei n 

st oi c hi o m etr y).

F or t ar g et i m m o bili z ati o n, Ni- N T A li pi d- c o nt ai ni n g s m all u nil a m ell ar v esi cl es ( S U Vs) w er e 

g e n er at e d i n tris- b uff er e d s ali n e ( T B S, p H 7. 6) fr o m t h e Ni- N T A Bil a y er S urf a c e r e a g e nt 

( Bi o d es y, I n c) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. S u p p ort e d li pi d bil a y ers w er e 

f or m e d b y f usi o n of t h e Ni- N T A S U Vs o n t h e gl ass s urf a c e of a 3 8 4- w ell Bi o d es y D elt a 

pl at e. T h e f or m e d bil a y er w as w as h e d i nt o H B S. S H G 1- S E l a b el e d h e x a histi di n e-t a g g e d 

mI L- 2 w as a d d e d t o e a c h w ell at 5 0 0 n M fi n al c o n c e ntr ati o n ( 2 0 u L w ell v ol u m e). T h e 

pr ot ei n w as all o w e d t o att a c h t o t h e s urf a c e t hr o u g h t h e Ni- N T A: H e x a histi di n e-t a g 

i nt er a cti o n o v er ni g ht at 4 ° C. T h e pl at e w as t h e n e q uili br at e d t o r o o m t e m p er at ur e f or 3 0 mi n 

a n d u n b o u n d pr ot ei n w as w as h e d o ut. F oll o wi n g 2 0 mi n i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e, t h e 

pl at e w as tr a nsf err e d t o t h e Bi o d es y D elt a f or d at a c oll e cti o n.

T o ass ess J E S 6 – 1 e x c h a n g e, 5 0 0 n M I L- 2 R α  w as i nj e ct e d at ti m e t= 0 a n d s e c o n d h ar m o ni c 

g e n er ati o n ( S H G) si g n al w as m o nit or e d f or 1 0 mi n ut es. T w o-f ol d s eri al dil uti o ns of J E S 6 – 1 

a nti b o d y r a n gi n g fr o m 2 μ M t o 3 1 n M i n ass a y b uff er c o nt ai ni n g 5 0 0 n M I L- 2 R α (t o k e e p 

t h e r e c e pt or c o n c e ntr ati o n c o nst a nt) w er e i nj e ct e d a n d p er c e nt S H G si g n al c h a n g e ( Δ S H G) 

w as tr a c k e d f or 1 0 mi n. T o ass ess I L- 2 R α  e x c h a n g e, 5 0 0 n M J E S 6 – 1 w as i nj e ct e d at ti m e 

t= 0 a n d S H G si g n al w as m o nit or e d f or 1 0 mi n ut es. T w o-f ol d s eri al dil uti o ns of I L- 2 R α 

r a n gi n g fr o m 3 2 μ M t o 0. 5 μ M i n ass a y b uff er c o nt ai ni n g 5 0 0 n M J E S 6 – 1 (t o k e e p t h e 

a nti b o d y c o n c e ntr ati o n c o nst a nt) w er e i nj e ct e d a n d Δ S H G w as tr a c k e d f or 1 0 mi n. T h e 

p er c e nt c h a n g e i n S H G i nt e nsit y w as c al c ul at e d as ( S H G F - S H GB )/ S H GB  × 1 0 0, w h er e 

S H G B  is t h e S H G si g n al at t= 0 a n d S H G F  is t h e S H G si g n al at e a c h ti m e p oi nt p ost-

i nj e cti o n.
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M ol e c ul ar d y n a mi c s si m ul ati o n s.

At o misti c m ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns of mI L- 2 w er e p erf or m e d usi n g t h e Gr o m a cs 

5. 0. 4 p a c k a g e ( 2 6 ) wit h t h e A m b er 9 9 S B-I L D N f or c e fi el d (2 7 ) a n d t h e TI P 3 P w at er m o d el 

(2 8 ). I niti al c o nf or m ati o ns w er e o bt ai n e d fr o m t h e cr yst al str u ct ur es of t h e mI L- 2:J E S 6 – 1 

s c F v ( P D B I D 4 Y Q X), mI L- 2: S 4 B 6 F a b ( P D B I D 4 Y U E), a n d hI L- 2: hI L- 2 R α ( P D B I D: 

1 Z 9 2) c o m pl e x es, wit h t h e bi n di n g p art n er o mitt e d. T h e M o d ell er 9. 1 4 p a c k a g e ( 2 9 ) w as 

us e d t o m ut at e t h e hI L- 2 c o nf or m ati o n t o t h e m o us e s e q u e n c e a n d t o b uil d 

cr yst all o gr a p hi c all y- u nr es ol v e d l o o ps, wit h fi v e pr e di ct e d c o nfi g ur ati o ns f or e a c h cr yst al 

str u ct ur e. St arti n g c o nf or m ati o ns of mI L- 2 w er e p ositi o n e d i n a d o d e c a h e dr o n b o x wit h a 

mi ni m u m of 1 0 Å b et w e e n t h e pr ot ei n’s s urf a c e a n d t h e e d g e of t h e b o x. T h e pr ot ei n w as 

s ol v at e d wit h a p pr o xi m at el y 8 4 0 0 w at er m ol e c ul es; fi v e s o di u m i o ns w er e a d d e d t o 

n e utr ali z e t h e c h ar g e. E n er g y mi ni mi z ati o n w as p erf or m e d usi n g a st e e p est d es c e nt 

al g orit h m, a n d s ol v e nt w as e q uili br at e d f or 5 0 0 ps at 3 0 0 K a n d 1 b ar wit h t h e p ositi o ns of 

t h e pr ot ei n at o ms h el d fi x e d. Pr o d u cti o n si m ul ati o ns w er e p erf or m e d usi n g a 2 fs ti m est e p, 

wit h tr aj e ct or y l e n gt hs of 1 5 0 ns a n d a n a g gr e g at e si m ul ati o n ti m e of 1 9. 4 μs. C o nst a nt 

t e m p er at ur e a n d pr ess ur e w er e m ai nt ai n e d b y a p pl yi n g a v el o cit y-r es c ali n g t h er m ost at (3 0 ) 

a n d a P arri n ell o- R a h m a n b ar ost at ( 3 1 ). B o n ds w er e c o nstr ai n e d usi n g t h e LI N C S al g orit h m 

(3 2 ), a n d el e ctr ost ati c i nt er a cti o ns w er e tr e at e d wit h t h e p arti cl e m es h E wal d m et h o d ( 3 3 ). 

A d a pti v e s a m pli n g w as p erf or m e d b y r es e e di n g si m ul ati o ns fr o m p o orl y s a m pl e d r e gi o ns of 

t h e mI L- 2 c o nf or m ati o n al l a n ds c a p e; c o nf or m ati o ns i n t h es e r e gi o ns w er e i d e ntifi e d b y 

ti m e-str u ct ur e i n d e p e n d e nt c o m p o n e nt a n al ysis (3 4 ), a n u n bi as e d m et h o d t o d et er mi n e t h e 

sl o w est d e gr e es of c o nf or m ati o n al fr e e d o m.

A M ar k o v St at e m o d el ( M S M) wit h a l a g-ti m e of 5 ns w as c o nstr u ct e d fr o m t h e si m ul ati o n 

d at a usi n g t h e M S M B uil d er 2. 8. 2 p a c k a g e ( 3 5 ). Si mil ar t o pri or a n al ysis of I L- 2 si m ul ati o ns 

(2 4 ), c o nf or m ati o ns w er e cl ust er e d i nt o 5 0 st at es usi n g a h y bri d k- c e nt ers k- m e d oi ds 

al g orit h m, wit h dist a n c es b et w e e n all p airs of c o nf or m ati o ns d et er mi n e d fr o m t h e r o ot m e a n 

s q u ar e d e vi ati o n ( R M S D) of t h e b a c k b o n e at o m p ositi o ns. A r e pr es e nt ati v e tr aj e ct or y of t h e 

pr e di ct e d e q uili bri u m d y n a mi cs w as c o nstr u ct e d usi n g ki n eti c M o nt e C arl o s a m pli n g of t h e 

M S M tr a nsiti o n pr o b a bilit y m atri x. I nt er-r esi d u e dist a n c es, di h e dr al a n gl es, a n d R M S D w er e 

c o m p ut e d usi n g M D Tr aj 1. 7. 2 ( 3 6 ).

S urf a c e pl a s m o n r e s o n a n c e st u di e s.

F or I L- 2 affi nit y titr ati o n st u di es, bi oti n yl at e d m o us e I L- 2 R α  a n d I L- 2 Rβ  r e c e pt ors, 

bi oti n yl at e d J E S 6 – 1 a nti b o d y m ut a nts, or bi oti n yl at e d J E S 6 – 1 I C m ut a nts w er e i m m o bili z e d 

t o str e pt a vi di n- c o at e d c hi ps f or a n al ysis o n a Bi a c or e T 1 0 0 i nstr u m e nt ( G E H e alt h c ar e). A n 

irr el ev a nt bi oti n yl at e d pr ot ei n w as i m m o bili z e d i n t h e r ef er e n c e c h a n n el t o s u btr a ct n o n-

s p e cifi c bi n di n g. L ess t h a n 1 0 0 r es p o ns e u nits ( R U) of e a c h li g a n d w as i m m o bili z e d t o 

mi ni mi z e m ass tr a nsf er eff e cts. T hr e e-f ol d s eri al dil uti o ns of mI L- 2 w er e fl o w e d o v er t h e 

i m m o bili z e d li g a n ds f or 6 0 s a n d diss o ci ati o n w as m e as ur e d f or 2 4 0 s. S urf a c e r e g e n er ati o n 

f or all i nt er a cti o ns w as c o n d u ct e d usi n g 1 5 s e x p os ur e t o 1 M M g Cl 2  i n 1 0 m M s o di u m 

a c et at e p H 5. 5.

F or i m m u n o c yt o ki n e r e c e pt or e x c h a n g e st u di es, bi oti n yl at e d mI L- 2 R α  or mI L- 2 Rβ 

r e c e pt ors w er e i m m o bili z e d t o str e pt a vi di n- c o at e d c hi ps f or a n al ysis o n a Bi a c or e T 1 0 0 
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i nstr u m e nt ( G E H e alt h c ar e). A n irr el e v a nt bi oti n yl at e d pr ot ei n w as i m m o bili z e d i n t h e 

r ef er e n c e c h a n n el t o s u btr a ct n o n-s p e cifi c bi n di n g. L ess t h a n 1 0 0 r es p o ns e u nits ( R U) of 

e a c h li g a n d w as i m m o bili z e d t o mi ni mi z e m ass tr a nsf er eff e cts. T hr e e-f ol d s eri al dil uti o ns 

of mI L- 2 or J E S 6 – 1 I C m ut a nts w er e fl o w e d o v er t h e i m m o bili z e d li g a n ds f or 6 0 s a n d 

diss o ci ati o n w as m e as ur e d f or 2 4 0 s. S urf a c e r e g e n er ati o n f or all i nt er a cti o ns w as c o n d u ct e d 

usi n g 1 5 s e x p os ur e t o 1 M M g Cl 2  i n 1 0 m M s o di u m a c et at e p H 5. 5.

S P R e x p eri m e nts w er e c arri e d o ut i n H B S- P + b uff er ( G E H e alt h c ar e) s u p pl e m e nt e d wit h 

0. 2 % b o vi n e s er u m al b u mi n ( B S A) at 2 5º C a n d all bi n di n g st u di es w er e p erf or m e d at a fl o w 

r at e of 5 0 μ L/ mi n t o pr e ve nt a n al yt e r e bi n di n g. D at a w as vis u ali z e d a n d pr o c ess e d usi n g t h e 

Bi a c or e T 1 0 0 e v al u ati o n s oft w ar e v ersi o n 2. 0 ( G E H e alt h c ar e). E q uili bri u m titr ati o n c ur v e 

fitti n g a n d e q uili bri u m bi n di n g diss o ci ati o n ( KD ) v al u e d et er mi n ati o n w as i m pl e m e nt e d 

usi n g Gr a p h P a d Pris m ass u mi n g all bi n di n g i nt er a cti o ns t o b e first or d er.

Y T - 1 c ell S T A T 5 p h o s p h or yl ati o n st u di e s.

A p pr o xi m at el y 2 × 1 0 5  Y T- 1 or I L- 2 Rα +  Y T- 1 c ells w er e pl at e d i n e a c h w ell of a 9 6- w ell 

pl at e a n d r e-s us p e n d e d i n R P MI c o m pl et e m e di u m c o nt ai ni n g s eri al dil uti o ns of mI L- 2, 

mI L- 2/ a nti b o d y c o m pl e x es, J E S 6 – 1 I C, or J E S 6 – 1 I C m ut a nts. C o m pl e x es w er e f or m e d b y 

i n c u b ati n g a 1: 1 m ol ar r ati o of a nti b o d y or a nti b o d y fr a g m e nt t o mI L- 2 f or 3 0 mi n at r o o m 

t e m p er at ur e. C ells w er e sti m ul at e d f or 1 5 mi n at 3 7º C a n d i m m e di at el y fi x e d b y a d diti o n of 

f or m al d e h y d e t o 1. 5 % a n d 1 0 mi n i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e. P er m e a bili z ati o n of c ells 

w as a c hi e v e d b y r es us p e nsi o n i n i c e- c ol d 1 0 0 % m et h a n ol f or 3 0 mi n at 4º C. Fi x e d a n d 

p er m e a bili z e d c ells w er e w as h e d t wi c e wit h F A C S b uff er ( p h os p h at e- b uff er e d s ali n e [ P B S] 

p H 7. 2 c o nt ai ni n g 0. 1 % b o vi n e s er u m al b u mi n) a n d i n c u b at e d wit h Al e x a Fl u or ® 6 4 7-

c o nj u g at e d a nti- S T A T 5 p Y 6 9 4 ( B D Bi os ci e n c es) dil ut e d i n F A C S b uff er f or 2 hr at r o o m 

t e m p er at ur e. C ells w er e t h e n w as h e d t wi c e i n F A C S b uff er a n d M FI w as d et er mi n e d o n a 

C yt o F L E X fl o w c yt o m et er ( B e c k m a n- C o ult er). D os e-r es p o ns e c ur v es w er e fitt e d t o a 

l o gisti c m o d el a n d h alf- m a xi m al eff e cti v e c o n c e ntr ati o ns ( E C5 0 s) w er e c al c ul at e d usi n g 

Gr a p h P a d Pris m d at a a n al ysis s oft w ar e aft er s u btr a cti o n of t h e m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y 

( M FI) of u nsti m ul at e d c ells a n d n or m ali z ati o n t o t h e m a xi m u m si g n al i nt e nsit y. E x p eri m e nts 

w er e c o n d u ct e d i n tri pli c at e a n d p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.

I m mu n e c ell s u b s et pr olif er ati o n st u di e s.

F or r el ati v e T R e g : C D 8+ / C D 4+  T c ell pr olif er ati o n st u di es, 1 2 w e e ks ol d C 5 7 B L/ 6 mi c e ( 3 

p er c o h ort) or N O D mi c e ( 4 p er c o h ort) w er e i nj e ct e d i. p. wit h P B S, mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 

c o m pl e x ( pr e p ar e d b y pr e-i n c u b ati n g 1. 5 μ g mI L- 2 [ e Bi os ci e n c e] wit h 6 μ g J E S 6 – 1 [ 2: 1 

c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o] i n P B S f or 3 0 mi ns), or 6 μ g of t h e i n di c at e d J E S 6 – 1 I C 

m ut a nts o n d a ys 1, 2, 3 a n d 4. Mi c e w er e s a crifi c e d o n d a y 5 b y c er vi c al disl o c ati o n a n d 

s pl e e ns w er e h ar v est e d. Si n gl e- c ell s us p e nsi o ns w er e pr e p ar e d b y m e c h a ni c al 

h o m o g e ni z ati o n a n d a bs ol ut e c o u nt of s pl e n o c yt es w as ass ess e d f or e a c h s pl e e n b y 

a ut o m at e d c ell c o u nt er ( Vi c ell, B e c k m a n C o ult er). C ells w er e r es us p e n d e d i n P B S a n d 

s u bs e q u e ntl y st ai n e d f or 3 0 mi n o n i c e wit h fl u or o p h or e- c o nj u g at e d a nti- m o us e m o n o cl o n al 

a nti b o di es ( m A bs) f or p h e n ot y pi n g of T R e g  ( C D 4+ I L- 2 Rα + F o x p 3 + ) or C D 8+  eff e ct or T c ells 

( C D 8+ ) usi n g B V 6 0 5- c o nj u g at e d a nti- C D 4 ( Bi ol e g e n d, cl o n e R M 4 – 5), P e C y 7- c o nj u g at e d 

a nti-I L- 2 R α ( e Bi os ci e n c e, cl o n e P C 6 1. 5), P er C P- C y 5. 5- c o nj u g at e d a nti- C D 8 ( e Bi os ci e n c e, 
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cl o n e 5 3 – 6. 7 2), a n d m A bs. Fi x a bl e Bl u e D e a d C ell St ai n Kit ( Lif e T e c h o n ol o gi es) w as us e d 

t o ass ess li v e c ells. C ells w er e t h e n w as h e d t wi c e wit h FA C S b uff er ( 1 % B S A, 1 % S o di u m 

A zi d e) a n d fi x e d i n F o x p 3 Tr a ns cri pti o n F a ct or Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n B uff er 

( e Bi os ci e n c e) f or 3 0 mi ns o n i c e. Aft er t w o w as h es i n P er m e a bili z ati o n B uff er 

( e Bi os ci e n c e), TR e g  c ells w er e st ai n e d wit h FI T C- c o nj u g at e d a nti- m o us e/r at F o x p 3 m A b 

( e Bi os ci e n c e, cl o n e FJ K- 1 6s) f or 1 h o ur o n i c e. T w o fi n al was h es w er e c o n d u ct e d i n 

P er m e a bili z ati o n B uff er a n d c ells w er e r es us p e n d e d i n F A C S b uff er f or fl o w c yt o m etri c 

a n al ysis o n a n L S RII ( B D Bi os ci e n c es). D at a w er e a n al y z e d usi n g Fl o wJ o X s oft w ar e ( Tr e e 

St ar). R ati os of t h e a bs ol ut e n u m b ers of T R e g  c ells t o eit h er C D 8+  eff e ct or T c ells or t ot al 

C D 4 +  T c ells ar e pr es e nt e d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-t ail e d u n p air e d 

St u d e nt’s t-t est. E x p eri m e nts w er e p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.

A d o pti v e T c ell tr a n sf er st u di e s.

O T-I L y 5. 1 +  mi c e ( 3 p er c o h ort) w er e s a crifi c e d b y c er vi c al disl o c ati o n a n d l y m p h n o d es 

( h e a d, a xill ar y, i n q ui n al a n d m es e nt eri c) w er e h ar v est e d. Si n gl e- c ell s us p e nsi o ns w er e 

pr e p ar e d b y h o m o g e ni z ati o n ( G e ntl e M A C S Diss o ci at or , Milt e n yi Bi ot e c) a n d C D 8+  eff e ct or 

T c ells w er e n e g ati v el y s ort e d o n A ut o M A C S ( Milt e n yi Bi ot e c). Is ol at e d C D 8 +  T c ells w er e 

l a b el e d wit h c ar b o x yfl u or es c ei n s u c ci ni mi d yl est er ( C F S E) a n d i nj e ct e d i. v. i nt o C 5 7 B L/ 6 

mi c e ( L y 5. 2) ( 1 × 1 0 6  c ells/ m o us e). Mi c e w er e t h e n tr e at e d i. p. o n d a y 1 wit h P B S or wit h 2 

n m ol SII N F E K L p e pti d e al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h 7 5 μ g p ol yI: C 7, 7. 5 μ g mI L- 2 pl us 3 0 

μ g R at I g G 2 a is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y ( Bi o X c ell, Cl o n e 2 A 3), mi x e d mI L- 2/J E S 6 – 1 

c o m pl e x (f or m e d b y pr e-i n c u b ati n g 7. 5 μ g mI L- 2 [ P e pr ot e c h] wit h 3 0 μ g J E S 6 – 1 [ 2: 1 

c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o] i n P B S f or 1 5 mi n), or 3 0 μ g J Y 3 i m m u n o c yt o ki n e. O n d a y 2, 

3, a n d 4, mi c e w er e tr e at e d wit h t h e s a m e d os es of mI L- 2 pl us R at I g G 2 a is ot y p e c o ntr ol 

a nti b o d y, mi x e d mI L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x, or J Y 3 i m m u n o c yt o ki n e. Mi c e w er e s a crifi c e d o n 

d a y 5 b y c er vi c al disl o c ati o n a n d s pl e e ns w er e h ar v est e d, h o m o g e ni z e d, a n d a n al y z e d b y 

fl o w c yt o m etr y as d es cri b e d f or I m m u n e c ell s u bs et pr olif er ati o n st u di es. F o ur i m m u n e 

p o p ul ati o ns w er e disti n g uis h e d a n d pr ofil e d f or I L- 2 R α  e x pr essi o n usi n g t h e f oll o wi n g 

fl u or o p h or e- c o nj u g at e d a nti- m o us e m A bs: a d o pti v el y tr a nsf err e d C D 8 +  T c ells - V 5 0 0 

H ori z o n ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3 ( B D Bi os ci e n c es, cl o n e 5 0 0 A 2), P er C P- C y 5. 5- c o nj u g at e d 

a nti- C D 8 ( e Bi os ci e n c e, cl o n e 5 3 – 6. 7 2), A P C- c o nj u g at e d a nti- C D 4 5. 1 ( e Bi os ci e n c e, cl o n e 

A 2 0), a n d e Fl u or 4 5 0 ®- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 R α , TR e g s ( C D 3 + C D 4 + F o x p 3 + ) - V 5 0 0 

H ori z o n ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3 ( B D Bi os ci e n c es, cl o n e 5 0 0 A 2), P er C P- c o nj u g at e d a nti-

C D 4 ( B D Bi os ci e n c es, cl o n e R M 4 – 5), P E- c o nj u g at e d a nti- m o us e/r at F o x p 3 ( e Bi os ci e n c e, 

cl o n e FJ K- 1 6s), a n d A P C- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 R α  m A bs ( e Bi os ci e n c e, cl o n e P C 6 1. 5); M P 

C D 8 +  T c ells ( C D 3+ C D 8 + C D 4 4 + I L- 2 Rβ + ) - V 5 0 0 H ori z o n ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3, P er C P-

C y 5. 5- c o nj u g at e d a nti- C D 8 ( e Bi os ci e n c e, cl o n e 5 3 – 6. 7 2), A P C- c o nj u g at e d a nti- C D 4 4 

( e Bi os ci e n c e, cl o n e I M 7), P E- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 Rβ ( e Bi os ci e n c e, cl o n e 5 H 4), a n d e Fl u or 

4 5 0 ®- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 R α ( e Bi os ci e n c e, cl o n e P C 6 1. 5) m A bs; a n d N K c ells 

( C D 3− C D 4 9 b + C D 1 6 1) - V 5 0 0 H ori z o n ®- c o nj u g at e d a nti- C D 3, P E- c o nj u g at e d a nti- C D 4 9 b 

( e Bi os ci e n c e, cl o n e D X 5), A P C- c o nj u g at e d a nti- C D 1 6 1 ( e Bi os ci e n c e, cl o n e P K 1 3 6), a n d 

e Fl u or 4 5 0 ®- c o nj u g at e d a nti-I L- 2 R α  m A bs. Fi x a bl e Vi a bilit y D y e e Fl u or ™ 7 8 0 

( e Bi os ci e n c e) w as us e d t o ass ess li v e c ells. D at a w er e a n al y z e d usi n g Fl o wJ o X s oft w ar e 

( Tr e e St ar). R el ati v e n u m b er of c ells a n d m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( M FI) of I L- 2 R α  ar e 

pr es e nt e d f or e a c h c o h ort i n all f o ur i m m u n e c ell s u bs ets. St atisti c al si g nif i c a n c e w as 
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d et er mi n e d b y t w o-t ail e d u n p air e d St u d e nt’s t-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e 

ti m es wit h si mil ar r es ults.

M o u s e d e xtr a n s o di u m s ulf at e ( D S S)-i n d u c e d c oliti s m o d el.

B A L B/ c mi c e ( 6 p er c o h ort) w er e i nj e ct e d i. p. d ail y f or s e v e n d a ys wit h P B S, 7. 5 μ g mI L- 2 

pl us 3 0 μ g is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y ( Bi o X c ell, cl o n e 2 A 3), mi x e d mI L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x 

(f or m e d b y pr e-i n c u b ati n g 7. 5 μ g mI L- 2 [ P e pr ot e c h] wit h 3 0 μ g J E S 6 – 1 [ 2: 1 

c yt o ki n e: a nti b o d y m ol ar r ati o] i n P B S f or 1 5 mi n), or 3 0 μ g J Y 3 i m m u n o c yt o ki n e. 

B e gi n ni n g o n d a y 8, mi c e w er e a d mi nist er e d 3 % D S S ( m ol e c ul ar w ei g ht = 4 0 0 0 0, M P 

Bi o m e di c als I n c.) i n t h eir dri n ki n g w at er t o i n d u c e c olitis. O n d a y 1 5, b o d y w ei g ht w as 

r e c or d e d a n d dis e as e s e v erit y w as ass ess e d usi n g cli ni c al dis e as e a cti vit y i n d e x, as d es cri b e d 

pr e vi o usl y ( 4 , 3 7 ). O n d a y 1 6, mi c e w er e s a crifi c e d a n d e ntir e c ol o ns w er e r e m o v e d (fr o m 

c e c u m t o a n us). C ol o n l e n gt h w as m e as ur e d a n d s h ort e ni n g w as us e d as a n i n dir e ct m ar k er 

of p at h ol o gi c al i nfl a m m ati o n. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y o n e- w a y A N O V A + 

D u n n ett’s m ulti pl e c o m p aris o n p ost-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t w o ti m es wit h 

si mil ar r es ults.

R E S U L T S

I L- 2 u n d er g o e s bi dir e cti o n al e x c h a n g e b et w e e n t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d t h e I L- 2 Rα α 

r e c e pt or s u b u nit.

T h e af or e m e nti o n e d all ost eri c e x c h a n g e m e c h a nis m all o ws f or dis pl a c e m e nt of J E S 6 – 1 i n 

t h e cyt o ki n e/ a nti b o d y c o m pl e x b y t h e s urf a c e- b o u n d I L- 2 R α  r e c e pt or s u b u nit ( Fi g. 1 a). T his 

m e c h a nis m w as s u p p ort e d b y str u ct ur al a n d s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e ( S P R)- b as e d st u di es 

(1 7 ). T o d e m o nstr at e t h e bi dir e cti o n alit y of t h e a nti b o d y-r e c e pt or e x c h a n g e m e c h a nis m, w e 

i nt err o g at e d t h e c a p a cit y of b ot h a nti b o d y a n d r e c e pt or t o e n g a g e b o u n d m o us e I L- 2 

c o m pl e x es. T o t his e n d, w e us e d a s e c o n d- h ar m o ni c g e n er ati o n ( S H G) d et e cti o n pl atf or m, 

w hi c h w as pr e vi o usl y us e d t o d et e ct c o nf or m ati o n al c h a n g es i n pr ot ei ns i n ti m e a n d s p a c e 

(2 5 , 3 8 , 3 9 ). I L- 2 w as l a b el e d wit h a s e c o n d- h ar m o ni c- a cti v e d y e a n d i m m o bili z e d t o a 

s urf a c e. T h e t et h er e d c yt o ki n e w as t h e n s at ur at e d wit h eit h er m o us e I L- 2 R α ( Fi g. 1 b, t o p) 

or J E S 6 – 1 ( Fi g. 1 b, b ott o m ). S u bs e q u e ntl y, v ari o us c o n c e ntr ati o ns of s ol u bl e J E S 6 – 1 ( Fi g. 

1 b, t o p) or I L- 2 Rα ( Fi g. 1 b, b ott o m ) w er e a d d e d a n d c h a n g es i n S H G si g n al, i n di c ati v e of 

m o d ul ati o ns i n a v er a g e tilt a n gl es of t h e d y e p arti cl es c o nj u g at e d t o I L- 2, w er e q u a ntifi e d. I n 

b ot h t o p ol o gi es, d os e- d e p e n d e nt c o nf or m ati o n al c h a n g es w er e o bs er v e d i n I L- 2 u p o n a d di n g 

s ol u bl e pr ot ei n t o t h e i m m o bili z e d c o m pl e x, d e m o nstr ati n g t h e bi dir e cti o n al e x c h a n g e 

b et w e e n a nti b o d y a n d r e c e pt or e n g a g e m e nt of t h e c yt o ki n e.

T o f urt h er c orr o b or at e t h e all ost eri c e x c h a n g e m e c h a nis m, w e p erf or m e d m ol e c ul ar 

d y n a mi cs si m ul ati o ns t o st u d y t h e disti n ct c o nf or m ati o n al st at es of I L- 2 w h e n b o u n d t o t h e 

J E S 6 – 1 a nti b o d y v ers us t h e I L- 2 R α  r e c e pt or, as w ell as t h e tr a nsiti o n b et w e e n t h es e st at es. 

I L- 2, a n d i n p arti c ul ar t h e I L- 2 Rα - bi n di n g e pit o p e of t h e c yt o ki n e, is k n o w n t o e x hi bit 

e xt e nsi v e c o nf or m ati o n al fl e xi bilit y ( 4 0 – 4 2 ). We c o nstr u ct e d a n at o mi c all y- d et ail e d M ar k o v 

St at e m o d el ( M S M) of t h e c o nf or m ati o n al l a n ds c a p e of fr e e I L- 2. T h e e q uili bri u m d y n a mi cs 

c a pt ur e d b y t h e M S M pr e di ct e d t h at I L- 2 st a bl y a d o pts a J E S 6 – 1- b o u n d c o nf or m ati o n e v e n 

i n t h e a bs e n c e of a nti b o d y b ut o c c asi o n all y r el a xes t o a disti n ct m et ast a bl e st at e t h at 
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r es e m bl es t h e I L- 2 Rα - b o u n d c o nf or m ati o n ( Fi g. 1 c, S u p pl e m e nt al Vi d e o 1). T h e a nti b o d y-

b o u n d a n d r e c e pt or- b o u n d st at es of t h e c yt o ki n e di v er g e si g nifi c a ntl y wit h r es p e ct t o r o ot 

m e a n s q u ar e d e vi ati o n ( R M S D), i nt er-r esi d u e dist a n c es, a n d r esi d u e-s p e cifi c di h e dr al a n gl es 

i n all t hr e e i nt er h eli c al l o o ps ( Fi g. 1 c). T h e tr a nsiti o n fr o m t h e J E S 6 – 1- b o u n d t o t h e 

I L- 2 Rα - b o u n d st at es i n v ol v es si g nifi c a nt c o nf or m ati o n al r e arr a n g e m e nts a n d, i n p arti c ul ar, 

d est a bili z ati o n of a s alt bri d g e a n d a h y dr o g e n b o n d i n t h e A B a n d B C l o o ps, r es p e cti v el y, 

t h at a p p e ar t o ri gi dif y t h es e r e gi o ns ( Fi g. 1 c, r e d  a n d or a n g e ). T h es e c h a n g es c oi n ci d e wit h 

t h e l oss of a c ati o n- pi i nt er a cti o n b et w e e n t h e B h eli x a n d t h e b et a str a n d of t h e C D r egi o n, 

a c c o m p a ni e d b y i n cr e as e d fl e xi bilit y of t h e l att er ( Fi g. 1 c, gr e e n ). I ns p e cti o n of t h e pri m ar y 

tr a nsiti o n p at h wit h hi g h er t e m p or al r es ol uti o n s u g g ests t h at l oss of l o o p ri gi dit y o c c urs i n 

s e q u e nti al f as hi o n. D ef or m ati o n of t h e B C l o o p, w hi c h i nt er a cts wit h I L- 2 R α , is pr e di ct e d t o 

pr e c e d e d est a bili z ati o n of t h e A B l o o p, w hi c h e n g a g es I L- 2 R α  at its C-t er mi n al e n d a n d 

J E S 6 – 1 at its N-t er mi n al e n d ( Fi g. 1 d). S u c h a st e p wis e tr a nsiti o n m a y f a cilit at e all ost eri c 

e x c h a n g e b et w e e n t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d I L- 2 R α  s u b u nit (1 7 ). Ta k e n t o g et h er, o ur 

bi o p h ysi c al a n d c o m p ut ati o n al st u di es off er m e c h a nisti c i nsi g ht i nt o t h e a nti b o d y-r e c e pt or 

e x c h a n g e t h at dri v es t h e T R e g  c ell bi as i n d u c e d b y sti m ul ati o n wit h t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 

c o m pl e x.

D e si g n of a si n gl e- a g e nt c yt o ki n e- a nti b o d y f u si o n.

T o st a bili z e t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x wit h a n e y e t o w ar d tr a nsl ati o n, w e f us e d t h e I L- 2 

c yt o ki n e t o t h e f ull-l e n gt h J E S 6 – 1 a nti b o d y, t et h eri n g I L- 2 t o t h e N-t er mi n al e n d of t h e li g ht 

c h ai n vi a a fl e xi bl e ( Gl y 4 S er) 2  li n ker ( Fi g. 2 a). B as e d o n t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x str u ct ur e 

(1 7 ), t h e C-t er mi n us of I L- 2 is pr e di ct e d t o b e 1 9. 9 Å fr o m t h e N-t er mi n us of t h e J E S 6 – 1 

li g ht c h ai n ( S u p pl e m e nt al Fi g. 1 a). O ur c yt o ki n e/ a nti b o d y c o nstr u cti o n ( h er e aft er d e n ot e d 

t h e J E S 6 – 1 i m m u n o cyt o ki n e [I C]) w as d esi g n e d t o all o w f or i ntr a m ol e c ul ar c yt o ki n e 

e n g a g e m e nt. I nt er a cti o n b et w e e n I L- 2 a n d J E S 6 – 1 wit hi n t h e i m m u n o c yt o ki n e w as 

c o nfir m e d b y S P R- b as e d titr ati o ns of t h e I L- 2 R α  s u b u nit. W h er e as u nt et h er e d I L- 2 bi n ds 

t h e I L- 2 Rα  s u b u nit wit h a n e q uili bri u m diss o ci ati o n c o nst a nt ( KD ) of 9. 8 n M, J E S 6 – 1 I C 

h as a 3 0-f ol d w e a k er I L- 2 R α  affi nit y ( KD = 2 9 0 n M) ( Fi g. 2 b), r efl e cti v e of c yt o ki n e 

s e q u est eri n g b y t h e t et h er e d a nti b o d y.

T h e I L- 2-J E S 6 – 1 affi nit y ( K D = 5. 6 n M) is si mil ar t o t h e I L- 2-I L- 2 R α  affi nit y ( KD = 9. 8 n M) 

a n d si g nifi c a ntl y str o n g er t h a n t h e I L- 2-I L- 2 R β  affi nit y ( KD = 7. 4 μ M) ( S u p pl e m e nt al Fi g. 

1 b). T h us, eff e cti v e e x c h a n g e of t h e I L- 2 c yt o ki n e b et w e e n t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d t h e 

I L- 2 Rα  s u b u nit is o bs er v e d w h e n t h e affi niti es ar e cl os el y m at c h e d. We h y p ot h esi z e d t h at 

t et h eri n g I L- 2 t o t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y w o ul d e n h a n c e t h e a p p ar e nt c yt o ki n e- a nti b o d y 

affi nit y d u e t o a vi dit y eff e cts, a n d t his i n cr e as e d c yt o ki n e- a nti b o d y affi nit y w o ul d i n t ur n 

w e a k e n I L- 2-I L- 2 R α  i nt er a cti o n i n t h e c o nt e xt of t h e I C. We s p e c ul at e d t h at c h a n g es i n t h e 

a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y a n d, b y c o ns e q u e n c e, t h e I C-I L- 2 R α  affi nit y, w o ul d i m p a ct o n t h e 

e x c h a n g e m e c h a nis m i n a bi p h asi c m a n n er. If t h e affi nit y of t h e I L- 2-J E S 6 – 1 c o m pl e x w as 

gr e atl y r e d u c e d, t h e a nti b o d y w o ul d f all off c o nstit uti v el y, l e a di n g t o t h e c yt o ki n e t o b e h a v e 

t h e s a m e as t h e n a k e d I L- 2 a n d a cti v at e b ot h I L- 2 Rα Hi g h  TR e g  a n d I L- 2 Rα L o w  eff e ct or c ells, 

t h us er asi n g t h e r o b ust TR e g  c ell I L- 2 si g n ali n g bi as c o nf err e d b y J E S 6 – 1 ( S u p pl e m e nt al Fi g. 

1 c). C o n v ers el y, if t h e af fi nit y of t h e I L- 2-J E S 6 – 1 c o m pl e x w as si g nifi c a ntl y i n cr e as e d, t o 

t h e li mit of a n irr e v ersi bl e i nt er a cti o n, t h e a nti b o d y w o ul d n e v er b e dis pl a c e d b y I L- 2 Rα , 
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a bl ati n g t h e e x c h a n g e m e c h a nis m a n d pr e cl u di n g c yt o ki n e a cti vit y o n b ot h T R e g  a n d eff e ct or 

c ells ( S u p pl e m e nt al Fi g. 1 c). C o ns e q u e ntl y, t h er e e xists a n o pti m al I L- 2- a nti b o d y aff i nit y t o 

m a xi mi z e T R e g  o v er eff e ct or c ell e x p a nsi o n, a n d s u bst a nti al e n h a n c e m e nt of t h e I L- 2-

a nti b o d y affi nit y t hr o u g h i m m u n o c yt o ki n e c o nstr u cti o n c o ul d p us h t his af fi nit y o utsi d e of 

t h e o pti m al r a n g e.

P ar e nt I L- 2- J E S 6 – 1 i m m u n o c yt o ki n e e x hi bit s r e d u c e d a cti v ati o n of I L- 2 R αα Hi g h  c ell s a n d 

d o e s n ot pr o m ot e T R e g  e x p a n si o n i n vi vo .

T o e x a mi n e t h e f u n cti o n al c o ns e q u e n c es of a nti b o d y- c yt o ki n e t et h eri n g o n c ell s u bs et-

s el e cti v e a cti vit y, w e t est e d a cti v ati o n of t w o g e n ot y pi c all y m at c h e d c ell li n es b as e d o n t h e 

Y T- 1 h u m a n N K li n e a g e t h at diff er o nl y i n t h eir e x pr essi o n of t h e I L- 2 R α  s u b u nit (2 3 ), as a 

s urr o g at e f or sti m ul ati o n of I L- 2 R α Hi g h  TR e g  c ells c o m p ar e d t o I L- 2 Rα L o w  eff e ct or c ells. 

I L- 2 e x hi bit e d o v er 3 0-f ol d m or e p ot e nt a ctiv ati o n ( as m e as ur e d b y S T A T 5 p h os p h or yl ati o n) 

o n I L- 2 R α +  c ells c o m p ar e d t o I L- 2 Rα −  c ells, as w as e x p e ct e d d u e t o t h e hi g h er affi nit y of 

t h e h et er otri m eri c v ers us t h e h et er o di m eri c I L- 2 r e c e pt or c o m pl e x. T h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 

c o m pl e x i n d u c e d w e a k er a cti v ati o n of b ot h c ell li n es b ut, i m p ort a ntl y, s h o w e d m or e 

pr o n o u n c e d o bstr u cti o n of si g n ali n g o n I L- 2 R α −  c o m p ar e d t o I L- 2 Rα +  c ells, r ati o n ali zi n g 

t h e c o m pl e x’s I L- 2 Rα Hi g h  TR e g  bi as. J E S 6 – 1 I C di d n ot a ctiv at e I L- 2 R α −  c ells a n d i n d u c e d 

m u c h w e a k er a cti v ati o n of I L- 2 R α +  c ells c o m p ar e d t o t h e mi x e d c o m pl e x, c o nsist e nt wit h 

its i m p air e d i nt er a cti o n wit h t h e I L- 2 Rα  s u b u nit ( Fi g. 2 c). We e x pl or e d h ow t his diff er e nti al 

i n vitr o si g n ali n g w o ul d tr a nsl at e i nt o i n vi v o i m m u n e c ell s u bs et bi as. A d mi nistr ati o n of 

I L- 2 al o n e t o n o n- o b es e di a b eti c ( N O D) mi c e di d n ot i n d u c e a n i n cr e as e i n T R e g  r el ati v e t o 

C D 8 +  eff e ct or T c ell a b u n d a n c e, b ut tr e at m e nt wit h I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x d o u bl e d t h e 

T R e g : C D 8+  T c ell r ati o. H o w e v er, t his i n cr e as e w as c o m pl et el y a bs e nt f or J E S 6 – 1 I C, 

i n di c ati n g t h at st a bili z ati o n of t h e I L- 2- a nti b o d y affi nit y h a d disr u pt e d t h e e x c h a n g e 

m e c h a nis m, a bl ati n g c yt o ki n e a cti vit y o n b ot h T R e g  a n d eff e ct or c ells ( Fi g. 2 d, S u p pl e m e nt al 

Fi g. 1 c). A c c or di n gl y, e nri c h m e nt of T R e g  i n t h e t ot al C D 4+  T c ell p o p ul ati o n w as o bs er ve d 

f oll o wi n g tr e at m e nt wit h I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x tr e at m e nt b ut n ot J E S 6 – 1 I C ( S u p pl e m e nt al 

Fi g. 1 d).

Affi nit y m ut a nt i m m u n o c yt o ki n e s d e m o n str at e i m pr o v e d e x c h a n g e a n d eli cit bi a s e d I L- 2 R αα
+  c ell a cti v ati o n.

T o r es c u e t h e T R e g - bi as e d a cti vit y of t h e i m m u n o c yt o ki n e, w e us e d cr yst all o gr a p hi c i nsi g hts 

t o r ati o n all y d esi g n a p a n el of ei g ht si n gl e- p oi nt al a ni n e m ut a nts of t h e J E S 6 – 1 a nti b o d y. We 

s el e ct e d f o ur v ari a bl e h e av y ( V H ) a n d f o ur v ari a bl e li g ht ( VL ) c h ai n r esi d u es at t h e c yt o ki n e/

a nti b o d y i nt erf a c e, i nt e nti o n all y a v oi di n g r esi d u es pr o xi m al t o t h e I L- 2 R α  c h ai n t o 

cir c u m v e nt disr u pti o n of t h e all ost eri c e x c h a n g e m e c h a nis m ( Fi g. 3 a). We f or m att e d e a c h 

al a ni n e m ut a nt as a f ull-l e n gt h a nti b o d y a n d c h ar a ct eri z e d bi n di n g t o t h e I L- 2 c yt o ki n e vi a 

S P R titr ati o ns. All m ut a nts wit h t h e e x c e pti o n of R 6 2 A d e cr e as e d t h e a nti b o d y- c yt o ki n e 

affi nit y, wit h a m a xi m u m affi nit y i m p air m e nt of 8 9-f ol d r el ati v e t o t h e p ar e nt J E S 6 – 1 

a nti b o d y ( Fi g. 3 b a n d Ta bl e I).

T o pr o b e t h e eff e cts of r e d u c e d c yt o ki n e/ a nti b o d y affi nit y o n I L- 2 R α  e x c h a n g e, w e 

r ef or m att e d e a c h of t h e al a ni n e m ut a nts as I C f usi o ns a n d m e as ur e d t h e bi n di n g of t h es e 

s ol u bl e I C v ari a nts t o i m m o bili z e d I L- 2 R α  usi n g S P R. E a c h of t h e ei g ht I C m ut a nts t est e d 
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e x hi bit e d i n cr e as e d r e c e pt or affi nit y c o m p ar e d t o t h e p ar e nt J E S 6 – 1 I C, i n di c ati v e of 

i m pr o v e d e x c h a n g e d u e t o e n h a n c e d a nti b o d y dis pl a c e m e nt. T h e m ost pr o n o u n c e d affi nit y 

i m pr o v e m e nt w as o bs er v e d f or t h e Y 4 1 A I C m ut a nt, w hi c h h a d a 2. 2-f ol d ti g ht er affi nit y f or 

I L- 2 Rα  t h a n J E S 6 – 1 I C ( Fi g. 3 c, t o p a n d Ta bl e I). N ot a bl y, n eit h er t h e p ar e nt J E S 6 – 1 I C n or 

a n y of t h e m ut a nt I C c o nstr u cts b o u n d t h e i m m o bili z e d I L- 2 R β  s u b u nit, i n di c ati n g t h at 

J E S 6 – 1- m e di at e d bl o c k a d e of t h e I L- 2 R β  r e m ai n e d i nt a ct f or o ur e n gi n e er e d I C m ut a nts 

( Fi g. 3 c, b ott o m ).

We pr e di ct e d t h at i m pr o v e d a nti b o d y dis pl a c e m e nt b y t h e I L- 2 R α  s u b u nit w o ul d p ot e nti at e 

m ut a nt J E S 6 – 1 I C a cti vit y o n I L- 2 R α +  c ells a n d, i n d e e d, w e o bs er v e d t h at m a n y of o ur 

i m m u n o c yt o ki n e m ut a nts e n h a n c e d S T A T 5 si g n ali n g o n I L- 2 Rα +  Y T- 1 c ells r el ati v e t o t h e 

p ar e nt J E S 6 – 1 I C. T hr e e I C m ut a nts ( S 3 4 A, Y 4 1 A, a n d Y 1 0 1 A) r e c o v er e d t h e e xt e nt of 

S T A T 5 si g n ali n g i n d u c e d b y t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x ( Fi g. 3 d, t o p). N o n e of t h e 

e n gi n e er e d I C m ut a nts a cti v at e d I L- 2 R α −  Y T- 1 c ells, c o nsist e nt wit h t h e b e h a vi or of t h e 

mi x e d c o m pl e x ( Fi g. 3 d, b ott o m ). O ur J E S 6 – 1 I C m ut a nt c ell ul ar a cti v ati o n ass a ys als o 

off er e d i nsi g ht i nt o t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n affi nit y, e x c h a n g e, a n d f u n cti o n al r es p o ns e. 

We h y p ot h esi z e d t h at a cti vit y w o ul d c orr el at e wit h affi nit y i n a bi p h asi c m a n n er 

( S u p pl e m e nt al Fi g. 1 c), a n d o ur d at a s u p p ort t his p ost ul at e ( Fi g. 3 e). H ow e v er, a d diti o n al 

str u ct ur al f a ct ors a p p e ar t o c o ntri b ut e t o si g n ali n g o ut p ut, as is e vi d e n c e d b y t h e m u c h 

gr e at er p ot e n c y of a cti v ati o n i n d u c e d b y J E S 6 – 1 I C m ut a nts wit h al a ni n e s u bstit uti o ns i n t h e 

V L  v ers us t h e VH  d o m ai n. Si n c e t h e c yt o ki n e w as li n k e d t o t h e J E S 6 – 1 li g ht c h ai n, h e a v y 

c h ai n m ut a nts disr u pt t h e c yt o ki n e/ a nti b o d y i nt erf a c e f urt h er fr o m t h e t et h er a n d w e w o ul d 

t h us ex p e ct f u n cti o n t o b e m or e dr a m ati c all y aff e ct e d f or V H  v ers us VL  m ut a nts. 

A c c or di n gl y, t h e V H  m ut a nts g e n er all y i m p air affi nit y t o a gr e at er ext e nt t h a n d o V L  m ut a nts 

( Fi g. 3 b, Ta bl e I). T h e dis cr e p a n c y b et w e e n VH  a n d VL  J E S 6 – 1 I C m ut a nt c o nstr u cts is e ve n 

m or e a p p ar e nt w h e n c o m p ari n g I L- 2 R α +  c ell a cti vit y t o e x c h a n g e ( as d et er mi n e d b y 

I L- 2 Rα  affi nit y). Alt h o u g h a cti vit y c orr el at es wit h ex c h a n g e wit hi n t h e J E S 6 – 1 I C V L 

m ut a nts, t h e J E S 6 – 1 I C V H  m ut a nts all eli cit w e a k sti m ul ati o n of I L- 2 Rα +  c ells, 

i n d e p e n d e nt of t h eir I L- 2 Rα  e x c h a n g e pr o p e nsiti es ( Fi g. 3f).

M ulti- sit e i m m u n o c yt o ki n e m ut a nt s e x hi bit e n h a n c e d I L- 2 R αα  e x c h a n g e, c ell ul ar a cti v ati o n, 

a n d i n vi v o TR e g - bi a s e d e x p a n si o n.

B as e d o n o ur t hr e e m ost a cti v e si n gl e- p oi nt m ut a nt J E S 6 – 1 I C c o nstr u cts (t h e V L  d o m ai n 

m ut a nts S 3 4 A, Y 4 1 A, a n d Y 1 0 1 A) ( Fi g. 3 d), w e d esi g n e d t hr e e d o u bl e- al a ni n e m ut a nt I C 

c o nstr u cts a n d o n e tri pl e- al a ni n e J E S 6 – 1 I C m ut a nt c o nstr u ct t o e n h a n c e I L- 2 R α 

e x c h a n gi n g c a p a cit y a n d I L- 2 R α +  c ell-s el e cti ve si g n ali n g. All m ulti-r esi d u e m ut a nt I C 

c o nstr u cts p ot e nti at e d I L- 2 R α  e x c h a n g e c o m p ar e d t o t h e p ar e nt J E S 6 – 1 I C, wit h t h e m ost 

a cti v el y- e x c h a n gi n g m ut a nts ( Y 4 1 A + Y 1 0 1 A a n d S 3 4 A + Y 1 0 1 A) e x hi biti n g a 2. 6-f ol d 

I L- 2 Rα  affi nit y e n h a n c e m e nt r el ati v e t o t h e p ar e nt J E S 6 – 1 I C ( Fi g. 4 a, t o p, Ta bl e II). 

S e v er al of t h e m ulti-r esi d u e m ut a nts (i n cl u di n g Y 4 1 A + Y 1 0 1 A) als o b o u n d t o i m m o bili z e d 

I L- 2 Rβ  d u e t o t h e w e a k e n e d c yt o ki n e- a nti b o d y i nt er a cti o n, b ut all I C m ut a nts b o u n d w e a k er 

t o I L- 2 Rβ  t h a n t o I L- 2 Rα  a n d h a d l o w er I L- 2 Rβ  affi niti es t h a n t h e fr e e I L- 2 c yt o ki n e ( Fi g. 

4 a, b ott o m ). Si g n ali n g a cti vit y of t h e m ulti-r esi d u e I C m ut a nts o n I L- 2 Rα +  Y T- 1 c ells 

c orr el at e d dir e ctl y wit h I L- 2 R α  e x c h a n g e; all m ut a nts a cti v at e d I L- 2 Rα +  c ells m or e p ot e ntl y 

t h a n t h e p ar e nt J E S 6 – 1 I C a n d t hr e e of t h e f o ur c o nstr u cts h a d gr e at er a ctivit y t h a n t h e 
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mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x ( Fi g. 4 b, t o p). T h e Y 4 1 A + Y 1 0 1 A a n d S 3 4 + Y 1 0 1 A m ut a nts 

w er e a g ai n t h e m ost a cti v e a n d n o n e of t h e m ut a nts tri g g er e d a p pr e ci a bl e a cti v ati o n of 

I L- 2 Rα −  Y T- 1 c ells ( Fi g. 4 b, b ott o m ).

G ui d e d b y o ur c ell ul ar a cti v ati o n r es ults, w e c h os e t o f urt h er c h ar a ct eri z e t h e Y 4 1 A + Y 1 0 1 A 

m ut a nt, w hi c h h as a 5. 6-f ol d w e a k er c yt o ki n e- a nti b o d y aff i nit y t h a n t h e u n m o difi e d J E S 6 – 1 

( Fi g. 4 c), a n d t h e S 3 4 A + Y 1 0 1 A m ut a nt, w hi c h h a d a 1. 9-f ol d w e a k er c yt o ki n e- a nti b o d y 

affi nit y t h a n t h e p ar e nt J E S 6 – 1 ( S u p pl e m e nt al Fi g. 2 a). We ass ess e d t h e a bilit y of t h e Y 4 1 A

+ Y 1 0 1 A I C m ut a nt t o e x p a n d i m m u n e c ell s u bs et p o p ul ati o ns i n C 5 7 B L/ 6 mi c e a n d f o u n d 

t h at, i n c o ntr ast wit h J E S 6 – 1 I C, Y 4 1 A + Y 1 0 1 A I C i n d u c e d pr ef er e nti al TR e g  v ers us C D 8+ 

eff e ct or T c ell e x p a nsi o n t o t h e s a m e e xt e nt as t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x ( Fi g. 4 d a n d 

S u p pl e m e nt al Fi g. 3 a), i n di c ati n g t h at r e d u ci n g c yt o ki n e- a nti b o d y affi nit y h a d r est or e d 

bi as e d a cti vit y o n I L- 2 R α Hi g h  c ells. C o nsist e nt r es ults w er e o bs er v e d f or t h e TR e g  v ers us 

C D 4 +  T c ell r ati o ( S u p pl e m e nt al Fi g. 3 b), c o nfir mi n g s p e cifi c e x p a nsi o n of TR e g  b y t h e 

Y 4 1 A + Y 1 0 1 A I C v ari a nt. I C b e h a vi or i n vi v o w as f o u n d t o b e hi g hl y s e nsiti v e t o affi nit y 

a n d str u ct ur al m o difi c ati o ns, as t h e S 3 4 A + Y 1 0 1 A I C m ut a nt di d n ot eli cit bi as e d T R e g 

e x p a nsi o n ( S u p pl e m e nt al Fi gs. 2 b a n d 3), d es pit e its si mil ar e x c h a n g e ( Fi g. 4 a) a n d 

si g n ali n g ( Fi g 4 b) pr o p erti es t o t h e Y 4 1 A + Y 1 0 1 A I C m ut a nt i n vitr o. F urt h er st u di es 

d e m o nstr at e d t h at t h e Y 4 1 A + Y 1 0 1 A I C m ut a nt ( h er e aft er d e n ot e d J Y 3 I C) ef f e ct e d 

pr ef er e nti al T R e g  o v er C D 8+  eff e ct or T c ell gr o wt h i n a d os e- d e p e n d e nt m a n n er i n C 5 7 B L/ 6 

( S u p pl e m e nt al Fi g. 2 c) a n d N O D mi c e ( S u p pl e m e nt al Fi g. 2 e). M or e ov er, J Y 3 tr e at m e nt 

u pr e g ul at e d I L- 2 R α  e x pr essi o n o n TR e g  c ells t o a m u c h gr e at er e xt e nt t h a n t h e mi x e d I L- 2/

J E S 6 – 1 c o m pl e x ( S u p pl e m e nt al Fi gs. 2 d a n d 2f). I C f or m ul ati o n als o h a d b e n efits i n 

e n h a n ci n g m a xi m u m t ol er at e d d os e of t h e I L- 2 c yt o ki n e c o m p ar e d t o t h e mi x e d c o m pl e x, as 

a d mi nistr ati o n of a 7. 4 μ g d os e of I L- 2 i n mi x e d c o m pl e x f or m at w as l et h al t o N O D mi c e 

( 3/ 4 mi c e di e d), b ut a n e q ui v al e nt d os e of t h e J Y 3 I C ( 3 0 μ g) w as w ell t ol er at e d ( 0/ 4 mi c e 

di e d). T his s u g g ests t h at t et h eri n g t h e c yt o ki n e t o t h e a nti b o d y m a y miti g at e t o xi cit y r el ati v e 

t o t h e mi x e d c o m pl e x, pr es u m a bl y t hr o u g h i n cr e as e d c o m pl e x st a bilit y, w hi c h r e d u c es off-

t ar g et eff e cts eli cit e d b y fr e e I L- 2.

E n gi n e er e d i m m u n o c yt o ki n e i n d u c e s c ell s u b s et- s p e cifi c e x p a n si o n i n a n a d o pti v e T c ell 

tr a n sf er m o d el.

Gi v e n t h at J Y 3 I C s el e cti v el y e x p a n d e d I L- 2 R α Hi g h  c ells i n a mi x e d i m m u n e p o p ul ati o n, w e 

w o n d er e d w h et h er o ur c o nstr u ct w o ul d b e a bl e t o pr e cis el y c o ntr ol i m m u n e c ell s u bs et 

p o p ul ati o ns i n a n a d o pti v e T c ell tr a nsf er m o d el. We p urifi e d a n d C F S E-l a b el e d C D 8 +  T 

c ells fr o m O T-I mi c e, tr a nsf err e d t h e c ells i nt o c o n g e ni c B 6 mi c e, a n d tr e at e d r e ci pi e nt mi c e 

wit h a l o w d os e of t h e SII N F E K L p e pti d e pl us v ari o us I L- 2- a nti b o d y r e gi m e ns f or a n al ysis 

of r e ci pi e nt i m m u n e c ell e x p a nsi o n ( Fi g. 5 a). P e pti d e sti m ul ati o n wit h or wit h o ut p ol y- L-

l ysi n e a n d I L- 2 c o- a d mi nistr ati o n wit h a n is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y fail e d t o e x p a n d 

a d o pti v el y tr a nsf err e d a cti v at e d C D 8 +  T c ells, w h er e as t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x 

i n d u c e d r o b ust pr olif er ati o n of tr a nsf err e d c ells, a n d J Y 3 I C f urt h er e n h a n c e d t his e x p a nsi o n 

at e q ui v al e nt d os es ( Fi g. 5 b). A n i d e nti c al tr e n d w as o bs er v e d f or I L- 2 R α  e x pr essi o n o n 

tr a nsf err e d C D 8+  T c ells, wit h hi g h er s urf a c e l e v els of I L- 2 Rα  eli cit e d b y J Y 3 I C v ers us 

I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x tr e at m e nt ( S u p pl e m e nt al Fi g. 4 a).
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C h ar a ct eri z ati o n of r e ci pi e nt m o us e T c ell s u bs ets s u p p ort e d o ur h y p ot h esis t h at J Y 3 I C 

bi as es I L- 2 a cti vit y t o I L- 2 R α Hi g h  TR e g  c ells ov er I L- 2 R α L o w  n aï v e eff e ct or c ells. N o TR e g 

c ell e x p a nsi o n w as i n d u c e d b y I L- 2/is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y tr e at m e nt, b ut w e o bs er v e d a n 

i n cr e as e i n TR e g  c ell n u m b er f oll o wi n g I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x tr e at m e nt a n d a n e v e n m or e 

pr of o u n d i n cr e as e f oll o wi n g J Y 3 I C tr e at m e nt ( Fi g. 5 c). I n c o ntr ast, I L- 2/is ot y p e c o ntr ol 

a nti b o d y tr e at m e nt e x p a n d e d b ot h M P C D 8 +  T c ells a n d N K c ells, w h er e as n eit h er I L- 2/

J E S 6 – 1 c o m pl e x n or J Y 3 I C pr o m ot e d pr olif er ati o n of t h es e ef f e ct or s u bs ets ( Fi g. 5 d, e). 

I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x als o u pr eg ul at e d I L- 2 R α  e x pr essi o n o n TR e g  a n d M P C D 8 + T c ells, 

alt h o u g h n ot o n N K c ells, a n d J Y 3 I C i n cr e as e d s urf a c e I L- 2 R α  l ev els o n T R e g  a n d M P 

C D 8 +  T c ells t o a gr e at er e xt e nt t h a n t h e c o m pl e x a n d als o r o b ustl y u pr e g ul at e d I L- 2 Rα  o n 

N K c ells ( S u p pl e m e nt al Fi g. 4 b- d). O v er all, o ur a d o pti v e tr a nsf er st u di es est a blis h t h at J Y 3 

I C s p e cifi c all y t ar g ets I L- 2 a cti vit y t o I L- 2 Rα Hi g h  i m m u n e c ell s u bs ets, a n d t h at it pr o m ot es 

m or e r o b ust e x p a nsi o n a n d r e c e pt or u pr e g ul ati o n o n t h es e s u bs ets c o m p ar e d t o t h e mi x e d 

I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x.

E n gi n e er e d i m m u n o c yt o ki n e pr e v e nt s t h e d e v el o p m e nt of a ut oi m m u n e di s e a s e i n mi c e.

T o e x pl or e t h e t h er a p e uti c p ot e nti al of o ur e n gi n e er e d I C m ut a nt, w e c o m p ar e d t h e effi c a c y 

of J Y 3 I C t o t h e mi x e d I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x i n a d e xtr a n s o di u m s ulf at e ( D S S)-i n d u c e d 

c olitis m o d el. Mi c e w er e pr e-tr e at e d wit h P B S, I L- 2 wit h a n is ot y p e c o ntr ol a nti b o d y , I L- 2/

J E S 6 – 1 c o m pl e x, or J Y 3 I C f or s e v e n c o ns e c uti v e d a ys a n d dis e as e w as i n d u c e d b e gi n ni n g 

o n d a y 8 ( Fi g. 6 a). O n e w e e k p ost- c olitis i n d u cti o n, as c o m p ar e d t o I L- 2/is ot y p e c o ntr ol 

a nti b o d y-tr e at e d mi c e, I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x-tr e at e d mi c e e x hi bit e d si g nifi c a nt r e d u cti o ns i n 

dis e as e s e v erit y, i n cl u di n g att e n u at e d w ei g ht l oss, i n cr e as e d c ol o n l e n gt h, a n d l o w er dis e as e 

a cti vit y i n d e x ( Fi g. 6 b – d), c o nsist e nt wit h pr e vi o us fi n di n gs ( 1 7 ). J Y 3 I C f urt h er e n h a n c e d 

a ut oi m m u n e dis e as e pr e v e nti o n, wit h m or e pr o n o u n c e d i m pr o v e m e nts i n w ei g ht l oss, c ol o n 

l e n gt h, a n d dis e as e a cti vit y s c or e c o m p ar e d t o t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x ( Fi g. 6 b – d). T h es e 

r es ults s u g g est t h at t h e J Y 3 I C c o ul d h a v e t h er a p e uti c a d v a nt a g es t o t h e mi x e d c yt o ki n e-

a nti b o d y c o m pl e x b e y o n d t h e l o gisti c al c o nsi d er ati o ns of st a bilit y a n d e as e of f or m ul ati o n.

DI S C U S SI O N

T h er e is a gr o wi n g i nt er est i n t h e d e v el o p m e nt of a nti b o d y- c yt o ki n e f usi o ns 

(i m m u n o c yt o ki n es) t o e m p o w er c yt o ki n es as dr u gs (4 3 ). W h er e as c yt o ki n es h a v e s h ort i n 

vi v o  h alf-li v es ( oft e n l ess t h a n fi v e mi n ut es) a n d t h us r e q uir e fr e q u e nt d osi n g (4 4 – 4 6 ), 

a nti b o di es b e n efit fr o m pr ol o n g e d s er u m p ersist e n c e d u e t o n e o n at al F c r e c e pt or- m e di at e d 

r e c y cli n g (4 7 , 4 8 ). I n a d diti o n, f usi o n t o s urf a c e a nti g e n- bi n di n g a nti b o di es c a n all o w f or 

t ar g et e d c yt o ki n e d eli ver y t ail or e d t o p arti c ul ar dis e as e i n di c ati o ns ( 4 3 , 4 9 – 5 4 ). H o w e v er, 

cli ni c al d e v el o p m e nt of t ar g et e d i m m u n o c yt o ki n es is h a m p er e d b y t h e hi g h p ot e n c y of 

c yt o ki n es, w hi c h n ullifi es t h e eff e ct of t h e t ar g eti n g a nti b o d y a n d l e a ds t o t o xi cit y t hr o u g h 

i n dis cri mi n at e a cti v ati o n of all c yt o ki n e-r es p o ns e i m m u n e c ell s u bs ets (5 5 – 5 7 ). T o 

cir c u m v e nt t h e iss u e of p ot e n c y, r e c e nt ef f orts h a v e f o c us e d o n r e d u ci n g c yt o ki n e-r e c e pt or 

affi nit y t hr o u g h dir e ct e d m ut a g e n esis of t h e c yt o ki n e ( 5 8 , 5 9 ), b ut c yt o ki n e m o difi c ati o n 

m a y alt er f u n cti o n al a cti vit y a n d als o r ais es c o n c er ns a b o ut i m m u n o g e ni cit y.
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H er e, w e d es cri b e a n o v el us e of i m m u n o c yt o ki n es t o ‘s hi el d’ a c yt o ki n e fr o m n o n-

s p e cifi c all y e n g a gi n g i m m u n e c ells a n d i nst e a d t ar g et it pr ef er e nti all y t o T R e g  c ells b as e d o n 

s urf a c e r e c e pt or e x pr essi o n l e v els. O ur a p pr o a c h r eli es e ntir el y o n a nti b o d y e n gi n e eri n g, 

t h us o b vi ati n g t h e n e e d f or c yt o ki n e m a ni p ul ati o n a n d k e e pi n g b ot h c yt o ki n e-r e c e pt or 

affi nit y a n d c yt o ki n e a cti vit y i nt a ct. F urt h er m or e, o ur str at e g y c o m pl et el y eli mi n at es off-

t ar g et eff e cts b y f ull y s e q u est eri n g t h e c yt o ki n e r at h er t h a n si m pl y l o w eri n g its r e c e pt or 

i nt er a cti o n affi nit y. Alt h o u g h t h e all ost eri c r e c e pt or- a nti b o d y e x c h a n g e m e c h a nis m w e 

d es cri b e is s p e cifi c t o t h e I L- 2/J E S 6 – 1 s yst e m, t h e str u ct ur e- b as e d d esi g n pri n ci pl es w e us e d 

t o e n gi n e er a n eff e cti v e si n gl e- a g e nt c yt o ki n e- a nti b o d y f usi o n c a n b e e xt e n d e d t o ot h er 

li g a n d- a nti b o d y i nt er a cti o ns f or e x cl usi v e t ar g eti n g of s ol u bl e f a ct ors t o s p e cifi c c ell s u bs ets 

of i nt er est.

O ur e n gi n e eri n g w or kfl o w off er e d n e w i nsi g ht i nt o t h e r el ati o ns hi p b et w e e n a nti b o d y-

c yt o ki n e affi nit y a n d si g n ali n g a cti vit y i n t h e c o nt e xt of all ost eri c e x c h a n g e. Pr e vi o us st u di es 

h a v e el u ci d at e d c orr el ati o ns b et w e e n c yt o ki n e-r e c e pt or affi nit y a n d si g n ali n g a cti vit y ( 6 0 –

6 5 ). A s yst e m ati c st u d y of t h e i nt er pl a y b et w e e n c yt o ki n e-r e c e pt or c o m pl e x st a bilit y a n d 

m e m br a n e- pr o xi m al si g n ali n g f or t h e I L- 1 3/I L- 1 3 R α 1/I L- 4 R α  c o m pl e x r e v e al e d t h at 

c yt o ki n e a cti vit y c orr el at e d dir e ctl y wit h c yt o ki n e-r e c e pt or affi nit y o nl y o utsi d e of a 

‘ b uff eri n g r e gi o n,’ a n affi nit y r e gi m e wit hi n 1 0 0-f ol d (i n eit h er dir e cti o n) of t h e wil d-t y p e 

i nt er a cti o n affi nit y w h er ei n c yt o ki n e a cti vit y w as i ns e nsiti v e t o affi nit y c h a n g es (6 5 ). T h e 

c o m pl e xiti es of a cti vit y- aff i nit y r el ati o ns hi ps i n ot h er s yst e ms l e d us t o s p e c ul at e t h at t h e 

a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y i n t h e I L- 2/J E S 6 – 1 si n gl e- a g e nt f usi o n c o ul d als o e x hi bit n o n-

li n e ar b e h a vi or. F urt h er m or e, si n c e t h e e x c h a n g e m e c h a nis m d e p e n ds o n t h e r el ati v e 

str e n gt hs of c yt o ki n e i nt er a cti o n b et w e e n t h e I L- 2 R α  r e c e pt or s u b u nit a n d t h e J E S 6 – 1 

a nti b o d y, w e w o ul d e x p e ct t h e a cti vit y of t h e i m m u n o c yt o ki n e o n v ari o us c ell s u bs ets t o 

d e p e n d str o n gl y o n bi n di n g p ar a m et ers.

We pr e di ct e d bi p h asi c b e h a vi or of t h e I L- 2 R α Hi g h  c ell (i. e. TR e g  c ell) a cti vit y bi as of o ur 

e n gi n e er e d J E S 6 – 1 m ut a nts wit h r es p e ct t o t h eir I L- 2 affi niti es: at v er y l o w affi niti es t h e 

a nti b o d y w o ul d c o nstit uti v el y diss o ci at e, r es ulti n g i n u n bi as e d a cti v ati o n of all I L- 2-

r es p o nsi v e c ells, a n d at v er y hi g h affi niti es, t h e a nti b o d y w o ul d n e v er diss o ci at e, o bstr u cti n g 

a cti vit y o n all c ell s u bs ets ( S u p pl e m e nt al Fi g. 1 c). B y m o d ul ati n g t h e affi nit y of t h e I L- 2/

a nti b o d y i nt er a cti o n o v er n e arl y t w o or d ers of m a g nit u d e ( Fi g. 1 b, Ta bl e I), w e ai m e d t o 

pr o b e t h e wi n d o w of a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y ‘t u n a bilit y’ f or o pti mi z ati o n of pr ef er e nti al 

T R e g  c ell e x p a nsi o n. As ill ustr at e d i n Fi g. 3 e, w e i n d e e d o bs er v e d a bi p h asi c a cti vit y c ur v e 

as I L- 2 affi nit y w as v ari e d, alt h o u g h t h e t u ni n g r a n g e w as f o u n d t o b e s ur prisi n gl y n arr o w. 

J E S 6 – 1 m ut a nts wit h u p t o a 2. 2-f ol d d e cr e as e i n I L- 2 affi nit y c o m p ar e d t o t h e p ar e nt 

a nti b o d y e x hi bit e d i m pr o v e d T R e g  s el e cti vit y, b ut n o i m pr o v e m e nts w er e o bs er v e d f or 

m ut a nts wit h I L- 2 affi niti es t h at w er e r e d u c e d b y 1 0-f ol d or m or e ( Fi g. 3 e, Ta bl e II).

Ot h er f a ct ors s u c h as str u ct ur al c o nsi d er ati o ns als o a p p ar e ntl y c o ntri b ut e t o t h e a cti vit y of I C 

m ut a nts. F or i nst a n c e, t h e E 6 0 A a n d H 1 0 0 A m ut a nts h a v e si mil ar af fi niti es f or I L- 2, b ut 

di v er g e si g nifi c a ntl y i n t h eir a cti v ati o n p ot e n ci es ( Fi g. 3 e). T h e E 6 0 A m ut ati o n is i n t h e V H 

d o m ai n w h er e as t h e H 1 0 0 A m ut ati o n is i n t h e V L  d o m ai n, s u g g esti n g t h at t h e l o c ati o n of t h e 

i nt erf a c e disr u pti o n wit h r es p e ct t o c h ai n aff e cts I C a cti vit y. C o nsist e nt wit h t his 

o bs er v ati o n, V L  m ut a nts e x hi bit u nif or ml y str o n g er si g n ali n g a cti vit y o n I L- 2 Rα +  c ells t h a n 
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d o V H  m ut a nts. T his p h e n o m e n o n c o ul d als o b e i m p a ct e d b y t h e t o p ol o g y of t h e f usi o n 

its elf, as t h e gr e at er pr o xi mit y t o t et h er e d I L- 2 f or VL  c o m p ar e d t o VH  m a y r e n d er t h e VL 
i nt erf a c e m or e r o b ust a g ai nst affi nit y disr u pti o n. T h e dr a m ati c ( > 1 0-f ol d) affi nit y l oss es 

o bs er v e d wit h 3/ 4 V H  m ut a nts c o m p ar e d wit h o nl y 1/ 4 VL  m ut a nts s u p p ort t h e i nfl u e n c e of 

t o p ol o gi c al f a ct ors o n I C m ut a nt a cti vit y ( Ta bl e II). F urt h er c o m pli c ati n g t h e affi nit y- a cti vit y 

r el ati o ns hi p is t h e l a c k of c orr el ati o n b et w e e n bi as e d si g n al a ctiv ati o n i n vitr o a n d s el e cti v e 

c ell s u bs et e x p a nsi o n i n vi v o. Alt h o u g h t h e S 3 4 A + Y 1 0 1 A a n d Y 4 1 A + Y 1 0 1 A (J Y 3) I C 

m ut a nts b e h a v e d si mil arl y wit h r es p e ct t o S T A T 5 si g n ali n g o n I L- 2 R α +  a n d I L- 2 Rα −  c ells, 

t h er e w as a cl e ar dis cr e p a n c y i n t h eir i n vi v o pr o m oti o n of I L- 2 Rα Hi g h  v ers us I L- 2 Rα L o w 

c ell gr o wt h ( Fi g. 3 d a n d S u p pl e m e nt al Fi g. 2 b).

Fr o m a t h er a p e uti c d e v el o p m e nt st a n d p oi nt, t h e I C f or m at h as cl e ar a d v a nt a g es o v er mi x e d 

c o m pl e x a d mi nistr ati o n as it eli mi n at es d osi n g r ati o c o nsi d er ati o ns a n d c o n c er ns a b o ut t h e 

fr e e c yt o ki n e i n d u ci n g off-t arg et eff e cts a n d t o xi citi es or u n d er g oi n g r a pi d cl e ar a n c e fr o m 

t h e bl o o dstr e a m (4 3 , 4 6 ). H o w e v er, w e u n e x p e ct e dl y f o u n d t h at o ur e n gi n e er e d I C eli cit e d 

gr e at er I L- 2 R α Hi g h  c ell e x p a nsi o n i n a n a d o pti v e T c ell tr a nsf er m o d el ( Fi g. 4) a n d 

pr e v e nt e d D S S-i n d u c e d c olitis m or e eff e cti v el y t h a n t h e mi x e d c o m pl e x ( Fi g. 5), e v e n 

t h o u g h t h e t w o f or m ats i n d u c e d si mil ar TR e g  t o eff e ct or c ell e x p a nsi o n r ati os ( Fi gs. 4 d a n d 

S u p pl e m e nt al Fi gs. 2 c, 2 e, a n d 3). O n e p ossi bilit y f or t h e s u p eri or p h e n ot y pi c b e h a vi or of 

t h e e n gi n e er e d I C c o ul d b e t h at it is p ositi o n e d m or e o pti m all y o n t h e bi p h asi c TR e g  t o 

eff e ct or c ell a cti vit y c ur v e b as e d o n its alt er e d a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y ( S u p pl e m e nt al Fi g. 

1 c). Alt er n ati v el y, t h e m or e e xt e nsi v e I L- 2 R α  u pr e g ul ati o n i n d u c e d b y J Y 3 I C v ers us t h e 

mi x e d c o m pl e x ( S u p pl e m e nt al Fi gs. 2 d a n d 2f) m a y pr es e nt a n a d v a nt a g e f or t h e 

i m m u n o c yt o ki n e b y f u eli n g t h e tr a ns cri pti o n al f e e d b a c k l o o p t h at p er p et u at es I L- 2 si g n ali n g 

(1 7 ). R e g ar dl ess of r ati o n al e, t h e e n h a n c e d b e h a vi or of J Y 3 I C o v er t h e mi x e d c o m pl e x 

pr o vi d es a n i m m e di at el y us ef ul r e a g e nt f or e x p a n di n g T R e g  c ells t o c o m b at a ut oi m m u n e 

dis e as e, a n d t h e str u ct ur e- g ui d e d e n gi n e eri n g str at e g y w e us e d t o d e v el o p t his c o nstr u ct will 

i nf or m t h e d esi g n of ot h er m e c h a nis m- driv e n t h er a p e uti c i m m u n o c yt o ki n es. Wit h a gr o wi n g 

n u m b er of a nti- c yt o ki n e a nti b o di es i n d e v el o p m e nt, i n cl u di n g t h os e a g ai nst I L- 2, − 4, − 6, − 7, 

a n d − 1 5 ( 6 6 ), o ur n o v el a p pr o a c h c a n b e r e a dil y e xt e n d e d t o a br o a d r a n g e of c yt o ki n e-

r e c e pt or s yst e ms f or dis e as e-r el e v a nt a p pli c ati o ns.

S u p pl e m e nt ar y M at eri al

R ef er t o W e b v ersi o n o n P u b M e d C e ntr al f or s u p pl e m e nt ar y m at eri al.

A C K N O W L E D G M E N T S

We t h a n k m e m b ers of t h e G ar ci a, Bl u est o n e, K o v ar, a n d P a n d e l a b or at ori es f or h el pf ul a d vi c e a n d dis c ussi o ns a n d 
A. Vel as c o a n d D. Wa g hr a y f or t e c h ni c al assist a n c e.

T his w or k w as s u p p ort e d b y t h e U S N ati o n al I nstit ut es of H e alt h ( R 0 1 AI 5 1 3 2 1 t o K. C. G.), t h e M at h ers F u n d, t h e 
L u d wi g F o u n d ati o n, t h e P ar k er I nstit ut e f or C a n c er I m m u n ot h er a p y, a n d t h e C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n ( Gr a nts 1 3 –
1 2 8 8 5 S a n d 1 8 – 1 2 9 7 3 S t o M. K.) T h e vi e ws e x pr ess e d ar e t h os e of t h e a ut h ors a n d n ot n e c ess aril y t h os e of t h e 
N H S, t h e NI H R, or t h e D e p art m e nt of H e alt h. K. C. G. is a n i n v esti g at or of t h e H o w ar d H u g h es M e di c al I nstit ut e, 
J. B. S. is t h e r e ci pi e nt of a L e u k e mi a & L y m p h o m a S o ci et y C ar e er D e v el o p m e nt Pr o gr a m f ell o ws hi p, a n d A. P. is a 
r e ci pi e nt of a N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n Gr a d u at e R es e ar c h f ell o ws hi p.

S p a n gl er et al. P a g e 1 6

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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4 2. L e vi n A M, B at es D L, Ri n g A M, Kri e g C, Li n J T, S u L, M or a g a I, R a e b er M E, B o w m a n G R, 
N o vi c k P, P a n d e V S, F at h m a n C G, B o y m a n O, a n d G ar ci a K C. 2 0 1 2 E x pl oiti n g a n at ur al 
c o nf or m ati o n al s wit c h t o e n gi n e er a n i nt erl e u ki n- 2 “s u p er ki n e ”. N at ur e 4 8 4: 5 2 9 – 5 3 3. [ P u b M e d: 
2 2 4 4 6 6 2 7] 

4 3. P as c h e N, a n d N eri D. 2 0 1 2 I m m u n o c yt o ki n es: a n o v el cl ass of p ot e nt ar m e d a nti b o di es. Dr u g 
Dis c o v. T o d a y 1 7: 5 8 3 – 5 9 0. [ P u b M e d: 2 2 2 8 9 3 5 3] 

4 4. L ot z e M T , M at or y Y L, Etti n g h a us e n S E, R a y n er A A, S h arr o w S O, S ei p p C A, C ust er M C, a n d 
R os e n b er g S A. 1 9 8 5 I n vi v o a d mi nistr ati o n of p urif i e d h u m a n i nt erl e u ki n 2. II. H alf lif e, 
i m m u n ol o gi c eff e cts, a n d e x p a nsi o n of p eri p h er al l y m p h oi d c ells i n vi v o wit h r e c o m bi n a nt I L 2. J. 
I m m u n ol 1 3 5: 2 8 6 5 – 2 8 7 5. [ P u b M e d: 2 9 9 3 4 1 8] 

4 5. K o nt er m a n n R E 2 0 1 1 Str at e gi es f or e xt e n d e d s er u m h alf-lif e of pr ot ei n t h er a p e uti cs. C urr. O pi n. 
Bi ot e c h n ol 2 2: 8 6 8 – 8 7 6. [ P u b M e d: 2 1 8 6 2 3 1 0] 

4 6. Va z q u e z- L o m b ar di R, R o o m e B, a n d C hrist D. 2 0 1 3 M ol e c ul ar E n gi n e eri n g of T h er a p e uti c 
C yt o ki n es. A nti b o di es 2: 4 2 6 – 4 5 1.

4 7. Fi n k el m a n F D, M a d d e n K B, M orris S C, H ol m es J M, B oi a ni N, K at o n a I M, a n d M alis z e ws ki C R. 
1 9 9 3 A nti- c yt o ki n e a nti b o di es as c arri er pr ot ei ns. Pr ol o n g ati o n of i n vi v o eff e cts of e x o g e n o us 
c yt o ki n es b y i nj e cti o n of c yt o ki n e- a nti- c yt o ki n e a nti b o d y c o m pl e x es. J. I m m u n ol 1 5 1: 1 2 3 5 – 1 2 4 4. 
[ P u b M e d: 8 3 9 3 0 4 3] 

4 8. R o o p e ni a n D C, a n d A kil es h S. 2 0 0 7 F c R n: t h e n e o n at al F c r e c e pt or c o m es of a g e. N at. R e v. 
I m m u n ol 7: 7 1 5 – 7 2 5. [ P u b M e d: 1 7 7 0 3 2 2 8] 

4 9. B e c k er J C, P a n c o o k J D, Gilli es S D, F ur u k a w a K, a n d R eisf el d R A. 1 9 9 6 T c ell- m e di at e d 
er a di c ati o n of m uri n e m et ast ati c m el a n o m a i n d u c e d b y t ar g et e d i nt erl e u ki n 2 t h er a p y. J. E x p. M e d 
1 8 3: 2 3 6 1 – 2 3 6 6. [ P u b M e d: 8 6 4 2 3 4 6] 

5 0. H ali n C, R o n di ni S, Nilss o n F , B er n dt A, K os m e hl H, Z ar di L, a n d N eri D. 2 0 0 2 E n h a n c e m e nt of 
t h e a ntit u m or a cti vit y of i nt erl e u ki n- 1 2 b y t ar g et e d d eli ver y t o n e o v as c ul at ur e. N at. Bi ot e c h n ol 2 0: 
2 6 4. [ P u b M e d: 1 1 8 7 5 4 2 7] 

5 1. Gilli es S D, L a n Y, Willi a ms S, C arr F, F or m a n S, R a u bits c h e k A, a n d L o K- M. 2 0 0 5 A n a nti-
C D 2 0 –I L- 2 i m m u n o c yt o ki n e is hi g hl y effi c a ci o us i n a S CI D m o us e m o d el of est a blis h e d h u m a n B 
l y m p h o m a. Bl o o d 1 0 5: 3 9 7 2 – 3 9 7 8. [ P u b M e d: 1 5 6 9 2 0 6 2] 

5 2. S c hr a m a D, R eisf el d R A, a n d B e c k er J C. 2 0 0 6 A nti b o d y t ar g et e d dr u gs as c a n c er t h er a p e uti cs. 
N at. R e v. Dr u g Dis c o v 5: 1 4 7. [ P u b M e d: 1 6 4 2 4 9 1 6] 

5 3. S c hli e m a n n C, P al u m b o A, Z u b er b ü hl er K, Vill a A, K as p ar M, Tr a c hs el E, Kl a p p er W, M e nss e n 
H D, a n d N eri D. 2 0 0 9 C o m pl et e er a di c ati o n of h u m a n B- c ell l y m p h o m a x e n o gr afts usi n g 
rit u xi m a b i n c o m bi n ati o n wit h t h e i m m u n o c yt o ki n e L 1 9-I L 2. Bl o o d 1 1 3: 2 2 7 5 – 2 2 8 3. [ P u b M e d: 
1 9 0 0 5 1 8 0] 

5 4. S c hil b a c h K, Al k h al e d M, Wel k er C, E c k ert F, Bl a n k G, Zi e gl er H, St er k M, M üll er F, S o n nt a g K, 
Wi e d er T, Br a u m üll er H, S c h mitt J, E yri c h M, S c hl ei c h er S, S eit z C, Er b a c h er A, Pi c hl er BJ, 
M üll er H, Ti g h e R, Li m A, Gilli es S D, Stritt m att er W , R ö c k e n M, a n d H a n d gr eti n g er R. 2 0 1 5 
C a n c er-t ar g et e d I L- 1 2 c o ntr ols h u m a n r h a b d o m y os ar c o m a b y s e n es c e n c e i n d u cti o n a n d m y o g e ni c 
diff er e nti ati o n. O n c oI m m u n ol o g y 4: e 1 0 1 4 7 6 0. [ P u b M e d: 2 6 1 4 0 2 3 8] 

5 5. S h ust er m a n S, L o n d o n W B, Gilli es S D, H a n k J A, Voss S D, S e e g er R C, R e y n ol ds C P, Ki m b all J, 
Al b erti ni M R, Wa g n er B, G a n J, Ei c k h off J, D e S a nt es K B, C o h n S L, H e c ht T, G a d b a w B, R eisf el d 
R A, M aris J M, a n d S o n d el P M. 2 0 1 0 A ntit u m or A cti vit y of H u 1 4. 1 8-I L 2 i n P ati e nts Wit h 
R el a ps e d/ R efr a ct or y N e ur o bl ast o m a: A C hil dr e n’s O n c ol o g y Gr o u p ( C O G) P h as e II St u d y . J. 
Cli n. O n c ol 2 8: 4 9 6 9 – 4 9 7 5. [ P u b M e d: 2 0 9 2 1 4 6 9] 

5 6. Yu A L, Gil m a n A L, O z k a y n a k M F, L o n d o n W B, Kr eiss m a n S G, C h e n H X, S mit h M, A n d ers o n B, 
Vill a bl a n c a J G, M att h a y K K, S hi m a d a H, Gr u p p S A, S e e g er R, R e y n ol ds C P , B u xt o n A, R eisf el d 
R A, Gilli es S D, C o h n S L, M aris J M, a n d S o n d el P M. 2 0 1 0 A nti- G D 2 A nti b o d y wit h G M- C S F , 
I nt erl e u ki n- 2, a n d Is otr eti n oi n f or N e ur o bl ast o m a. N. E n gl. J. M e d 3 6 3: 1 3 2 4 – 1 3 3 4. [ P u b M e d: 
2 0 8 7 9 8 8 1] 
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5 7. T z e n g A, K w a n B H, O p el C F, N a v ar at n a T, a n d Wittr u p K D. 2 0 1 5 A nti g e n s p e cifi cit y c a n b e 
irr el e v a nt t o i m m u n o c yt o ki n e effi c a c y a n d bi o distri b uti o n. Pr o c. N atl. A c a d. S ci 1 1 2: 3 3 2 0 – 3 3 2 5. 
[ P u b M e d: 2 5 7 3 3 8 5 4] 

5 8. Gilli es S D, L a n Y, H ett m a n n T, Br u n k h orst B, S u n Y, M u ell er S O, a n d L o K- M. 2 0 1 1 A L o w-
T o xi cit y I L- 2 – B as e d I m m u n o c yt o ki n e R et ai ns A ntit u m or A cti vit y D es pit e Its Hi g h D e gr e e of I L- 2 
R e c e pt or S el e cti vit y. Cli n. C a n c er R es 1 7: 3 6 7 3 – 3 6 8 5. [ P u b M e d: 2 1 5 3 1 8 1 2] 

5 9. G ar ci n G, P a ul F, St a uf e n bi el M, B or d at Y, d er H e y d e n J V, Wil m es S, C artr o n G, A p p ar aill y F, 
K o k er S D, Pi e hl er J, Ta v er ni er J, a n d U z é G. 2 0 1 4 Hi g h effi ci e n c y c ell-s p e cifi c t ar g eti n g of 
c yt o ki n e a cti vit y. N at. C o m m u n 5: 3 0 1 6. [ P u b M e d: 2 4 3 9 8 5 6 8] 

6 0. P e ar c e K e n n et h H., C u n ni n g h a m B C, F u h G, Te eri T, a n d Wells J A. 1 9 9 9 Gr o wt h H or m o n e 
Bi n di n g Affi nit y f or Its R e c e pt or S ur p ass es t h e R e q uir e m e nts f or C ell ul ar A cti vit y. Bi o c h e mistr y 
( M os c.) 3 8: 8 1 – 8 9.

6 1. J u nttil a I S, Cr e us ot RJ, M or a g a I, B at es D L, W o n g M T, Al o ns o M N, S u h os ki M M, L u p ar d us P, 
M ei er- S c h ell ers h ei m M, E n gl e m a n E G, Ut z PJ, F at h m a n C G, P a ul W E, a n d G ar ci a K C. 2 0 1 2 
R e dir e cti n g c ell-t y p e s p e cif i c c yt o ki n e r es p o ns es wit h e n gi n e er e d i nt erl e u ki n- 4 s u p er ki n es. N at. 
C h e m. Bi ol 8: 9 9 0. [ P u b M e d: 2 3 1 0 3 9 4 3] 

6 2. Pi e hl er J, T h o m as C, G ar ci a K C, a n d S c hr ei b er G. 2 0 1 2 Str u ct ur al a n d d y n a mi c d et er mi n a nts of 
t y p e I i nt erf er o n r e c e pt or ass e m bl y a n d t h eir f u n cti o n al i nt er pr et ati o n. I m m u n ol. R ev 2 5 0: 3 1 7 –
3 3 4. [ P u b M e d: 2 3 0 4 6 1 3 8] 

6 3. Walt er M R 2 0 1 4 T h e m ol e c ul ar b asis of I L- 1 0 f u n cti o n: fr o m r e c e pt or str u ct ur e t o t h e o ns et of 
si g n ali n g. C urr. To p. Mi cr o bi ol. I m m u n ol 3 8 0: 1 9 1 – 2 1 2. [ P u b M e d: 2 5 0 0 4 8 1 9] 

6 4. M or a g a I, S p a n gl er J, M e n d o z a J L, a n d G ar ci a K C. 2 0 1 4 M ultif ari o us d et er mi n a nts of c yt o ki n e 
r e c e pt or si g n ali n g s p e cifi cit y. A d v. I m m u n ol 1 2 1: 1 – 3 9. [ P u b M e d: 2 4 3 8 8 2 1 2] 

6 5. M or a g a I, Ri c ht er D, Wil m es S, Wi n k el m a n n H, J u d e K, T h o m as C, S u h os ki M M, E n gl e m a n E G, 
Pi e hl er J, a n d G ar ci a K C. 2 0 1 5 I nstr u cti v e r ol es f or c yt o ki n e-r e c e pt or bi n di n g p ar a m et ers i n 
d et er mi ni n g si g n ali n g a n d f u n cti o n al p ot e n c y. S ci. Si g n al 8: r a 1 1 4. [ P u b M e d: 2 6 5 5 4 8 1 8] 

6 6. M ost b ö c k S 2 0 0 9 C yt o ki n e/ A nti b o d y c o m pl e x es: a n e m er gi n g cl ass of i m m u n osti m ul a nts. C urr. 
P h ar m. D es 1 5: 8 0 9 – 8 2 5. [ P u b M e d: 1 9 2 7 5 6 4 4] 
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Fi g u r e 1. U ni q u e a nti b o d y- r e c e pt o r e x c h a n g e m e c h a nis m u n d e rli es T R e g  bi as of mi x e d I L- 2/
J E S 6 – 1 c o m pl e x.

(a ) S c h e m ati c of t h e m e c h a nisti c r ati o n al e f or I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x- m e di at e d s el e cti v e 

p ot e nti ati o n of T R e g  c ells. T h e J E S 6 – 1 a nti b o d y (s h o w n i n si n gl e- c h ai n f or m at) st eri c all y 

o bstr u cts I L- 2 e n g a g e m e nt of t h e I L- 2 R β  a n d γ c  s u bu nits, pr e v e nti n g a cti v ati o n of 

I L- 2 Rα L o w  eff e ct or c ells (l eft). H o w e v er, all ost eri c e x c h a n g e b et w e e n J E S 6 – 1 a n d t h e 

I L- 2 Rα  s u b u nit all o ws f or e x cl usi v e si g n ali n g o n I L- 2 Rα Hi g h  TR e g s, bi asi n g t o w ar d a n 

i m m u n os u p pr essi v e r es p o ns e (ri g ht). ( b) I L- 2 w as i m m o bili z e d a n d 5 0 0 n M I L- 2 Rα (t o p) 

or 5 0 0 n M J E S 6 – 1 a nti b o d y ( b ott o m ) w as i nj e ct e d at ti m e 0 mi n. Aft er 1 0 mi n ut es, v ari o us 

c o n c e ntr ati o ns of J E S 6 – 1 a nti b o d y r a n gi n g fr o m 3 1 n M t o 2 μ M ( t o p) or v ari o us 

c o n c e ntr ati o ns of I L- 2 R α  r a n gi n g fr o m 0. 5 μ M t o 3 2 μ M (b ott o m ) w er e a d d e d a n d s e c o n d-

h ar m o ni c g e n er ati o n si g n al c h a n g e ( Δ S H G) w as m o nit or e d. E x c h a n g e s c h e m es ar e s h o w n at 

l eft. ( c) M ol e c ul ar str u ct ur e of t h e I L- 2 c yt o ki n e b o u n d t o J E S 6 – 1 ( P D B I D 4 Y Q X) ( 1 7) 

o v erl ai d wit h t h e I L- 2 R α  s u b u nit fr o m t h e I L- 2 c yt o ki n e-r e c e pt or q u at er n ar y c o m pl e x 
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str u ct ur e ( P D B I D 2 B 5I) ( 3), hi g hli g hti n g t h e A B ( r e d), B C (or a n g e ), a n d C D (gr e e n ) 

i nt er h eli c al l o o ps of t h e c yt o ki n e (t o p). M ol e c ul ar d y n a mi cs si m ul ati o ns of fr e e I L- 2 w er e 

c o n d u ct e d st arti n g fr o m t h e c yt o ki n e’s c o nf or m ati o ns i n t h e cr yst all o gr a p hi c str u ct ur es of 

I L- 2 b o u n d t o t h e J E S 6 – 1 a n d S 4 B 6 a nti b o di es a n d t h e I L- 2 Rα  s u b u nit. R o ot m e a n s q u ar e 

d e vi ati o n ( R M S D), di h e dr al a n gl es, a n d i nt er-r esi d u e dist a n c es f or t h e i nt er h eli c al l o o ps a n d 

fl a n ki n g r esi d u es ar e pl ott e d f or a r e pr es e nt ati v e tr a nsiti o n b et w e e n t h e J E S 6 – 1- b o u n d a n d 

I L- 2 Rα - b o u n d st at es (b ott o m ). ( d) O v erl a y of t hr e e r e pr es e nt ati v e si m ul at e d c o nf or m ati o ns 

e a c h fr o m t h e J E S 6 – 1- b o u n d st at e, t h e i nt er m e di at e st at es, a n d t h e I L- 2 R α - b o u n d st at e of 

I L- 2 t h at f or m t h e pri m ar y tr a nsiti o n p at h, wit h i nt er h eli c al r egi o ns c ol or e d as i n ( c ).
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Fi g u r e 2. I L- 2/ J E S 6 – 1 i m m u n o c yt o ki n e f usi o n f ails t o r e c a pit ul at e T R e g - p r o m oti n g a cti vit y of 
t h e mi x e d a nti b o d y- c yt o ki n e c o m pl e x.

( a) S c h e m ati c of t h e I L- 2/J E S 6 – 1 si n gl e- c h ai n i m m u n o c yt o ki n e (I C) f usi o n wit h t h e C-

t er mi n us of t h e c yt o ki n e t et h er e d t o t h e N-t er mi n us of t h e a nti b o d y li g ht c h ai n vi a a 

( Gl y4 S er) 2  fl exi bl e li n k er. ( b) E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of s ol u bl e 

I L- 2 ( gr a y) or J E S 6 – 1 I C ( bl u e) bi n di n g t o i m m o bili z e d I L- 2 Rα . Fitt e d e q uili bri u m 

diss o ci ati o n c o nst a nts ( K D ) ar e i n di c at e d. ( c) S T A T 5 p h os p h or yl ati o n r es p o ns e ( m e a n ± 

S. D.) of I L- 2 R α +  (t o p) or I L- 2 Rα −  (b ott o m ) Y T- 1 h u m a n N K c ells sti m ul at e d wit h I L- 2, 

I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x, or J E S 6 – 1 I C. ( d) R ati o of TR e g  t o C D 8+  eff e ct or T c ell a b u n d a n c e i n 

s pl e e ns h ar v est e d fr o m n o n- o b es e di a b eti c ( N O D) mi c e ( n = 4 p er c o h ort) tr e at e d wit h P B S, 

I L- 2, I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x, or J E S 6 – 1 I C f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys. D at a r e pr es e nts m e a n 

± s. d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-t ail e d u n p air e d St u d e nt’s t-t est. T h e 

e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.
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Fi g u r e 3. Dis r u pti o n of a nti b o d y- c yt o ki n e affi nit y e n h a n c es i m m u n o c yt o ki n e a cti vit y o n I L- 2 R αα
+  c ells.

( a) Cr yst all o gr a p hi c str u ct ur e of t h e I L- 2/J E S 6 – 1 i nt erf a c e ( P D B I D 4 Y Q X) (1 7 ) wit h 

i nt erfa ci al a nti b o d y r esi d u es t h at w er e m ut at e d t o al a ni n e hi g hli g ht e d i n y ell o w ( h e a v y 

c h ai n) or gr e e n (li g ht c h ai n). H u m a n I L- 2 R α  is o v erl ai d fr o m t h e I L- 2 c yt o ki n e-r e c e pt or 

q u at er n ar y c o m pl e x str u ct ur e f or r ef er e n c e ( P D B I D 2 B 5I) ( 3 ). ( b) E q uili bri u m s urf a c e 

pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of s ol u bl e I L- 2 bi n di n g t o i m m o bili z e d J E S 6 – 1 or t h e i n di c at e d 

a nti b o d y v ari a nts. ( c) E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of s ol u bl e I L- 2, 

J E S 6 – 1 I C, or J E S 6 – 1 I C m ut a nts bi n di n g t o i m m o bili z e d I L- 2 R α (t o p) or I L- 2 Rβ 

(b ott o m ). ( d) S T A T 5 p h os p h or yl ati o n r es p o ns e of I L- 2 Rα +  (t o p) or I L- 2 Rα −  (b ott o m ) Y T- 1 

h u m a n N K c ells tr e at e d wit h I L- 2, J E S 6 – 1 I C, or J E S 6 – 1 I C m ut a nts. D at a r e pr es e nt m e a n ± 

s. d. ( e) C o m p aris o n of t h e S T A T 5 p h os p h or yl ati o n a cti vit y of t h e i n di c at e d J E S 6 – 1 I C 

v ari a nts ( % I L- 2-i n d u c e d si g n al at 1. 2 μ M c o n c e ntr ati o n) v ers us I L- 2 affi nit y of t h eir 

c orr es p o n di n g a nti b o di es. A cti vit y of t h e I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x is i n di c at e d b y t h e d as h e d 

S p a n gl er et al. P a g e 2 4

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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bl u e li n e. D at a r e pr es e nt m e a n ± s. d. (f) C o m p aris o n of t h e S T A T 5 p h os p h or yl ati o n a cti vit y 

of t h e i n di c at e d J E S 6 – 1 I C v ari a nts ( % I L- 2-i n d u c e d si g n al at 1. 2 μ M c o n c e ntr ati o n) t o t h eir 

I L- 2 Rα  affi niti es (r e pr es e nt ati v e of t h eir e x c h a n gi n g pr o p e nsiti es). A cti vit y of t h e I L- 2/

J E S 6 – 1 c o m pl e x is i n di c at e d b y t h e d as h e d bl u e li n e. D at a r e pr es e nt m e a n ± s. d. H e a v y 

c h ai n m ut ati o ns ar e c ol or e d y ell o w a n d li g ht c h ai n m ut ati o ns ar e c ol or e d gr e e n t hr o u g h o ut 

t h e fi g ur e.

S p a n gl er et al. P a g e 2 5

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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Fi g u r e 4. E n gi n e e r e d d o u bl e m ut a nt i m m u n o c yt o ki n e r e c o v e rs T R e g - bi as e d a cti vit y of t h e I L- 2/
J E S 6 – 1 c o m pl e x.

( a) E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of s ol u bl e I L- 2, J E S 6 – 1 I C, or d o u bl e/

tri pl e m ut a nt J E S 6 – 1 I C m ut a nts bi n di n g t o i m m o bili z e d I L- 2 Rα (t o p) or I L- 2 Rβ (b ott o m ). 

( b) S T A T 5 p h os p h or yl ati o n r es p o ns e of I L- 2 Rα +  (t o p) or I L- 2 Rα −  (b ott o m ) Y T- 1 h u m a n 

N K c ells tr e at e d wit h I L- 2, J E S 6 – 1 I C, or d o u bl e/tri pl e m ut a nt J E S 6 – 1 I C m ut a nts. D at a 

r e pr es e nt m e a n ± s. d. ( c) E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of s ol u bl e I L- 2 

bi n di n g i m m o bili z e d J E S 6 – 1 a nti b o d y (li g ht bl u e) or t h e J Y 3 a nti b o d y v ari a nt (r e d). ( d) 

R ati o of T R e g  t o C D 8+  eff e ct or T c ell a b u n d a n c e i n s pl e e ns h ar v est e d fr o m C 5 7 B L/ 6 mi c e 

(n = 3 p er c o h ort) tr e at e d wit h P B S, I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x, J E S 6 – 1 I C, or t h e Y 4 1 A + Y 1 0 1 A 

I C m ut a nt f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys, as d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y a n al ysis. D at a 

r e pr es e nt m e a n ± s. d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-t ail e d u n p air e d 

St u d e nt’s t-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.

S p a n gl er et al. P a g e 2 6

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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Fi g u r e 5. E n gi n e e r e d i m m u n o c yt o ki n e s el e cti v el y p ot e nti at es t h e g r o wt h of a cti v at e d a d o pti v el y 
t r a nsf e r r e d C D 8+  T c ells w hil e b o osti n g i m m u n os u p p r essi o n i n t h e r e ci pi e nt.

( a) S c h e m ati c of t h e a d o pti v e tr a nsf er pr o c e d ur e. C D 8+  T c ells w er e p urifi e d fr o m OT-I/ L y 

5. 1 mi c e a n d a d o pti v el y tr a nsf err e d i nt o C 5 7 B L/ 6 mi c e ( L y 5. 2) ( n = 4 p er c o h ort), w hi c h 

w er e t h e n sti m ul at e d b y SII N F E K L p e pti d e a n d s u bj e ct e d t o t h e i n di c at e d tr e at m e nts f or 

f o ur c o ns e c uti v e d a ys. Mi c e w er e s a crifi c e d 4 8 h o urs aft er t h e fi n al i nj e cti o n a n d r el ati v e 

e x p a nsi o n w as q u a ntifi e d vi a fl o w c yt o m etr y f or t h e a d o pti v el y tr a nsf err e d ( A T) C D 8 +  T 

c ells ( b) a n d t h e r e ci pi e nt TR e g  c ells ( c), M P C D 8+  T c ells ( d), a n d N K c ells ( e). D at a 

r e pr es e nt m e a n ± s. d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-t ail e d u n p air e d 

St u d e nt’s t-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.

S p a n gl er et al. P a g e 2 7

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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Fi g u r e 6. E n gi n e e r e d i m m u n o c yt o ki n e r e d u c es dis e as e s e v e rit y i n a m o us e m o d el of c olitis.

( a) S c h e m ati c of t h e m o us e c olitis st u d y. B A L B/ c mi c e (n = 6 p er c o h ort) w er e tr e at e d o n c e 

d ail y f or 7 d a ys wit h P B S, I L- 2 pl us a c o ntr ol a nti b o d y, I L- 2/J E S 6 – 1 c o m pl e x, or J Y 3 I C. 

B e gi n ni n g o n d a y 8, mi c e w er e s u bj e ct e d t o 3 % D S S i n t h eir dri n ki n g w at er t o i n d u c e 

c olitis. Wei g ht l oss ( b) a n d dis e as e a cti vit y i n d e x ( c) w er e ass ess e d o n d a y 1 5. Mi c e w er e 

s a crifi c e d o n d a y 1 6 a n d c ol o n l e n gt h ( d) w as m e as ur e d. D at a r e pr es e nt m e a n ± s. d. 

St atisti c al si g nifi c a n c e b y o n e- w a y A N O V A + D u n n ett’s m ulti pl e c o m p aris o n p ost-t est is 

i n di c at e d. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t wi c e wit h si mil ar r es ults.

S p a n gl er et al. P a g e 2 8

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.

A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt

1 5 0



A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt
A
ut

h
or 

M
a
n
uscri

pt

S p a n gl er et al. P a g e 2 9

T a bl e I.

C yt o ki n e affi nit y a n d r e c e pt o r e x c h a n g e p r o p e rti es of e n gi n e e r e d J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d 

i m m u n o c yt o ki n e p oi nt m ut a nts.

T h e J E S 6 – 1 a nti b o d y c h ai ns o n w hi c h t h e m ut ati o ns ar e l o c at e d ar e i n di c at e d i n p ar e nt h es es.

C o nst r u ct K D  of I L- 2/ A nti b o d y C o m pl e x ( n M) K D  of I L- 2 Rαα /I C C o m pl e x ( n M)

J E S 6 – 1 5. 6 2 9 0

D 5 5 A ( V H ) 5 0 0 2 3 0

D 5 8 A ( V H ) 2 0 0 2 6 0

E 6 0 A ( V H ) 5 6 2 1 0

R 6 2 A ( V H ) 4. 3 1 9 0

S 3 4 A ( V L ) 6. 5 1 7 0

Y 4 1 A ( V L ) 6. 4 1 3 0

H 1 0 0 A ( V L ) 6 2 2 4 0

Y 1 0 1 A ( V L ) 1 2 1 4 0

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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T a bl e II.

R e c e pt o r e x c h a n g e p r o p e rti es of e n gi n e e r e d J E S 6 – 1 a nti b o d y a n d i m m u n o c yt o ki n e m ulti-

sit e m ut a nts.

All m ut ati o ns ar e l o c at e d o n t h e J E S 6 – 1 v ari a bl e li g ht c h ai n.

C o nst r u ct K D  of I L- 2 Rαα /I C C o m pl e x ( n M)

J E S 6 – 1 2 2 0

S 3 4 A + Y 4 1 A 2 1 0

S 3 4 A + Y 1 0 1 A 8 2

Y 4 1 A + Y 1 0 1 A 8 2

S 3 4 A + Y 4 1 A + Y 1 0 1 A 1 3 0

J I m m u n ol . A ut h or m a n us cri pt; a v ail a bl e i n P M C 2 0 1 9 O ct o b er 0 1.
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S u p pl e m e nt al Fi g u r e 1.  D esi g n of a si n gl e- c h ai n c yt o ki n e- a nti b o d y f usi o n li n ki n g I L- 2 a n d J E S 6-
1. ( a) Cr yst all o gr a p hi c  str u ct ur e  of  t h e  I L- 2/J E S 6- 1  c o m pl e x  ( P D B  I D  4 Y Q X)  ( 1 7)  wit h  t h e
dist a n c e a n n ot at e d b et w e e n t h e C-t er mi n al r esi d u e of I L- 2 (r e d) a n d t h e N-t er mi n al r esi d u e of t h e
J E S 6 - 1  VL   d o m ai n  ( gr e e n).  T h e  J E S 6- 1  a nti b o d y  is  s h o w n  as  a  si n gl e- c h ai n  v ari a bl e  c o nstr u ct
(s c F v). ( b) E q uili bri u m  s urf a c e  pl as m o n  r es o n a n c e  titr ati o ns  of  s ol u bl e  I L- 2  bi n di n g  t o
i m m o bili z e d I L- 2 Ra  ( c y a n), I L- 2 Rb  ( n a v y), or J E S 6- 1 (li g ht bl u e). Fitt e d e q uili bri u m diss o ci ati o n
c o nst a nts ( K D ) ar e i n di c at e d. (c ) H y p ot h eti c al pl ot of t h e TR e g  t o eff e ct or c ell e x p a nsi o n r ati o v ers us
I L- 2- a nti b o d y  affi nit y  i n  t h e  fr a m e w or k  of  t h e  J E S 6- 1  all ost eri c  e x c h a n g e  m e c h a nis m.  If  t h e
c yt o ki n e- a nti b o d y  affi nit y  is  v er y  l o w,  t h e  c yt o ki n e  will  c o nstit uti v el y  diss o ci at e  fr o m  t h e
a nti b o d y, r es ulti n g i n n o n-s p e cifi c a cti v ati o n of b ot h T R e g  a n d eff e ct or i m m u n e c ells. H o w e v er, if
t h e c yt o ki n e- a nti b o d y affi nit y is v er y hi g h, t h e a nti b o d y c a n n ot b e dis pl a c e d b y I L- 2 Ra , bl o c ki n g
I L- 2  a cti vit y  o n  b ot h  TR e g   a n d  eff e ct or  c ells.  T h e  affi nit y  of  t h e  J E S 6- 1  a nti b o d y  all o ws  f or
r e c e pt or- a nti b o d y  e x c h a n g e  t o  i n d u c e  bi as e d  TR e g   e x p a nsi o n,  w h er e as  t h e  i n cr e as e d  affi nit y  of
J E S 6 - 1 I C pr e cl u d es its sti m ul ati o n of TR e g  pr olif er ati o n. (d ) R ati o of TR e g  t o t ot al C D 4+  T c ell
a b u n d a n c e i n s pl e e ns h ar v est e d fr o m n o n- o b es e di a b eti c ( N O D) mi c e ( n = 4 p er c o h ort) tr e at e d wit h
P B S, I L- 2, I L- 2/J E S 6- 1 c o m pl e x, or J E S 6- 1 I C f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys, as d et er mi n e d b y fl o w
c yt o m etr y a n al ysis. D at a r e pr es e nts m e a n ±  s. d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-
t ail e d u n p air e d St u d e nt’s t-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.

S u p pl e m e nt al  Fi g u r e 1
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S u p pl e m e nt al  Fi g u r e 2.  E n gi n e er e d  i m m u n o c yt o ki n es  sti m ul at e  bi as e d  T R e g   p ot e nti ati o n  a n d 
u pr e g ul at e I L- 2 R a  e x pr essi o n i n mi c e. ( a) E q uili bri u m s urf a c e pl as m o n r es o n a n c e titr ati o ns of t h e 
s ol u bl e  I L- 2  i nt er a cti o n  wit h  i m m o bili z e d  J E S 6- 1  a nti b o d y  (li g ht  bl u e)  or  t h e  S 3 4 A + Y 1 0 1 A 
a nti b o d y v ari a nt ( p ur pl e). ( b) R ati o of T R e g  t o C D 8+  eff e ct or T c ell a b u n d a n c e i n s pl e e ns h ar v est e d 
fr o m C 5 7 B L/ 6 mi c e (n = 3 p er c o h ort) tr e at e d wit h P B S, I L- 2/J E S 6- 1 c o m pl e x, J E S 6- 1 I C, or t h e 
S 3 4 A + Y 1 0 1 A I C m ut a nt, as d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y a n al ysis. D at a r e pr es e nt m e a n ±  s. d. 
St atisti c al  si g nifi c a n c e  w as  d et er mi n e d  b y  t w o-t ail e d  u n p air e d  St u d e nt’s t-t est.  T h e  e x p eri m e nt 
w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults. ( c) - (f) T h e r ati o of TR e g  c ells t o C D 8+  eff e ct or T 
c ells ( c) a n d ( e) a n d t h e m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( M FI) of I L- 2 Ra  i n TR e g  c ells ( d) a n d (f) 
h ar v est e d fr o m t h e s pl e e ns of C 5 7 B L/ 6 ( c) - ( d) (n = 3 p er c o h ort) or n o n- o b es e di a b eti c ( N O D) ( e) 

T R e g : Eff e ct or C ell R ati o

p < 0. 0 1

n s

b

I L-2/ J E S 6 -1 
C o m pl e x

J E S 6 - 1
I C

S 3 4 A +
Y 1 0 1 A I C

a

1 0 -1 0 1 0 - 8 1 0 - 6
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- (f)  (n = 4  p er  c o h ort)  mi c e  a d mi nist er e d  P B S  or  t h e  i n di c at e d  c o n c e ntr ati o ns  of  I L- 2/J E S 6- 1 
c o m pl e x or J Y 3 I C f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys. D at a r e pr es e nt m e a n ±  s. d. N ot e t h at t h e I L- 2/J E S 6-
1 c o m pl e x d os e w as r estri ct e d t o 5 µ g f or N O D mi c e b e c a us e 3/ 4 a ni m als t h at w er e a d mi nist er e d 
3 0 µ g of t h e I L- 2/J E S 6- 1 c o m pl e x di e d d uri n g t h e c o urs e of t h e e x p eri m e nt. E x p eri m e nts w er e 
p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults. 
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S u p p l e m e nt al Fi g u r e  3.  I m m u n o c yt o ki n e  s el e cti v el y  p ot e nti at es  TR e g   c ell  o v er  C D 8+  T  c ell 
pr olif er ati o n.  (a ) Fl o w c yt o m etr y pl ots of I L- 2 Ra  e x pr essi o n v ers us F o x p 3 (l eft) o n C D 4+  c ells 
a n d C D 8 e x pr essi o n ( ri g ht ) i n s pl e e n c ells h ar v est e d fr o m C 5 7 B L/ 6 mi c e tr e at e d wit h P B S, I L-
2/J E S 6- 1 c o m pl e x, J E S 6- 1 I C, Y 3 4 A + Y 1 0 1 A I C, or S 4 1 A + Y 1 0 1 A I C f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys. 
O n e  r e pr es e nt ati v e  pl ot  fr o m  t hr e e  r e pli c at e  mi c e  p er  c o n diti o n  is  s h o w n.  T h e  e x p eri m e nt  w as 
p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults. ( b ) R ati o of TR e g  t o t ot al C D 4+  T c ell a b u n d a n c e i n 
s pl e e ns h ar v est e d fr o m C 5 7 B L/ 6 mi c e ( n = 3 p er c o h ort) tr e at e d wit h P B S, I L- 2/J E S 6- 1 c o m pl e x, 
J E S 6 - 1  I C,  or  t h e  Y 4 1 A + Y 1 0 1 A  I C  m ut a nt  f or  f o ur  c o ns e c uti v e  d a ys,  as  d et er mi n e d  b y  fl o w 
c yt o m etr y a n al ysis. D at a r e pr es e nts m e a n ±  s. d. St atisti c al si g nifi c a n c e w as d et er mi n e d b y t w o-
t ail e d u n p air e d St u d e nt’s t-t est. T h e e x p eri m e nt w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults.  

S u p pl e m e nt al  Fi g u r e 3
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S u p pl e m e nt al Fi g u r e 4.  J Y 3 I C i n cr e as es e x pr essi o n of I L- 2 R a  o n i m m u n e c ells i n a m o d el of 
a d o pti v e C D 8 +  T c ell tr a nsf er. C D 8 +  T c ells w er e p urifi e d fr o m O T-I/ L y 5. 1 mi c e a n d a d o pti v el y 
tr a nsf err e d  i nt o  B 6  mi c e  ( L y  5. 2)  ( n = 3  p er  c o h ort),  w hi c h  w er e  t h e n  sti m ul at e d  b y  SII N F E K L 
p e pti d e a n d s u bj e ct e d t o t h e i n di c at e d tr e at m e nts f or f o ur c o ns e c uti v e d a ys. Mi c e w er e s a crifi c e d 
4 8 h o urs aft er t h e fi n al i nj e cti o n a n d m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( M FI) of s urf a c e- e x pr ess e d I L-
2 R a  w as q u a ntifi e d vi a fl o w c yt o m etr y f or t h e a d o pti v el y tr a nsf err e d ( A T) C D 8+  T c ells ( a) a n d 
t h e r e ci pi e nt TR e g c ells ( b), M P C D 8+  T c ells ( c), a n d N K c ells ( d). D at a r e pr es e nt m e a n ±  s. d. 
St atisti c al  si g nifi c a n c e  w as  d et er mi n e d  b y  t w o-t ail e d  u n p air e d  St u d e nt’s t-t est.  T h e  e x p eri m e nt 
w as p erf or m e d t hr e e ti m es wit h si mil ar r es ults. 
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I V. 5 I L -2/ J E S 6 -1 m A b c o m pl e x es d r a m ati c all y i n c r e as e s e n siti vit y t o L P S t h r o u g h  

I F N-γ p r o d u cti o n b y C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s  

 I L-2/J E S 6 c o m pl e x es , hi g hl y s el e cti v el y sti m ul ati n g a n d e x p a n di n g  C D 2 5 +  Tr e g c ell s, 

h a v e s h o w n c o nsi d er a bl e pr o mis e i n t h e tr e at m e nt of a ut oi m m u n e dis e as es. H o w e v er, o ur 

fi n di n gs hi g hli g ht a si g nifi c a nt s af et y c o n c er n si n c e I L-2/J E S 6  dr a m ati c all y  i n cr e as es 

s e nsiti vit y t o L P S -m e di at e d s h o c k i n C 5 7 B L/ 6 mi c e. T his i n cr e as e d s us c e pti bilit y is li n k e d t o 

t h e pr o d u cti o n of I F N-γ b y n e wl y e m er gi n g  p o p ul ati o ns of C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d 

C D 2 5 + F o x p 3 -C D 8 +  T c ells, p arti c ul arl y f o u n d i n t h e li v er. I m p ort a ntl y, i n cr e as e d s e nsiti vit y t o 

L P S  is a bs e nt i n I F N-γ -d efi ci e nt a n d n u d e mi c e, i n di c ati n g   a    d e p e n d e n c y o n e n d o g e n o us    

I F N-γ a n d T c ell s. A d diti o n all y, i n t h e bl o o d a n d s pl e e n , I L-2/J E S 6 tr e at m e nt el e v at es 

C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s w it h i n d u c e d C D 2 5 e x pr essi o n a n d  i n cr e as e d T N F -α pr o d u cti o n i n 

r es p o ns e t o L P S. T h es e fi n di n gs n e c essit at e a r e c o nsi d er ati o n of t h e s af et y pr ofil es of I L -2/J E S 6 

a n d si mil ar i m m u n ot h er a p e uti c str at e gi es, s u g g esti n g t h at w hil e t h e y h ol d t h er a p e uti c p ot e nti al, 

a d et ail e d i n v esti g ati o n of t h eir  i m p a ct o n i m m u n e f u n cti o n a n d i nfl a m m at or y r es p o ns e is 

n e c ess ar y . T h e  i nsi g hts  fr o m  t hi s  st u d y  el u ci d at e  t h e  c o m pl e x    i m m u n e   m o d ul ati o n b y 

I L-2/J E S 6 a n d s h o w us a n i nt er esti n g c o n n e cti o n b et w e e n I L -2 sti m ul at or y a cti vit y a n d 

s e nsiti vit y t o L P S . 

 

P. W e b e r o v á ’s c o nt ri b uti o n t o t his p u bli c ati o n: 

T h e m aj orit y of d at a  us e d i n t hi s m a n us cri pt r es ult e d fr o m m y w or k or t h e w or k of  m y c oll e a g u e 

J a k u b T o m al a, i n cl u di n g t h e e x e c uti o n of e x p eri m e nts, d at a a n al ysi s, a n d i nt er pr et ati o n of 

r es ult s. I als o c o ntri b ut e d t o t h e pr e p ar ati o n of t h e m a n us cri pt. O v er all c o ntri b uti o n ~ 2 5  %.  
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I L- 2 / J E S 6-  1 m A b c o m pl e x e s d r a m a ti c all y 

i n c r e a s e s e n si ti vi t y t o L P S t h r o u g h I F N-γ  

p r o d u c ti o n b y C D 2 5 + F o x p 3 - T  c ell s
J a k u b T o m al a 1 , P e t r a W e b e r o v a1 , B a r b o r a T o m al o v a1 , 
Z u z a n a Ji r a s k o v a Z a k o s t el s k a 2 , L a di sl a v Si v a k1 , Ji ri n a K o v a r o v a1 , M a r e k K o v a r1 *

1 L a b or at or y of T u m or I m m u n ol o g y, I n stit ut e of Mi cr o bi ol o g y, C z e c h A c a d e m y of 
S ci e n c e s, Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c; 2 L a b or at or y of C ell ul ar a n d M ol e c ul ar I m m u n ol o g y, 
I n stit ut e of Mi cr o bi ol o g y, C z e c h A c a d e m y of S ci e n c e s, Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c

A b s t r a c t C o m pl e x e s of I L-  2 a n d J E S 6-  1 m A b (I L-  2/ J E S 6) pr o vi d e str o n g s u st ai n e d I L-  2 si g n al 

s el e cti v e f or C D 2 5 +  c ell s a n d t h u s t h e y p ot e ntl y e x p a n d Tr e g c ell s. I L- 2/ J E S 6 ar e eff e cti v e i n t h e 

tr e at m e nt of a ut oi m m u n e di s e a s e s a n d i n prot e cti n g a g ai n st r ej e cti o n of p a n cr e ati c i sl et all o gr aft s. 

H o w e v er, w e f o u n d t h at I L-  2/ J E S 6 al s o dr a m ati c all y i n cr e a s e s e n siti vit y t o L P S-  m e di at e d s h o c k i n 

C 5 7 B L/ 6  mi c e. W e d e m o n str at e h er e t h at t hi s p h e n o m e n o n i s d e p e n d e nt o n e n d o g e n o u s I F N- γ  a n d 

T c ell s, a s it i s n ot m a nif e st e d i n I F N- γ  d e fi ci e nt a n d n u d e mi c e, r e s p e cti v el y. A d mi ni str ati o n of I L- 2/

J E S 6 l e a d s t o t h e e m er g e n c e of C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 2 5+ F o x p 3 -C D 8 +  T c ell s pr o d u ci n g I F N-γ  

i n v ari o u s or g a n s, p arti c ul arl y i n t h e li v er. I L- 2/ J E S 6 al s o i n cr e a s e c o u nt s of C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s i n 

t h e bl o o d a n d t h e s pl e e n wit h hi g h er s e n siti vit y t o L P S i n t er m s of T N F- α  pr o d u cti o n a n d i n d u c e 

e x pr e s si o n of C D 2 5 i n t h e s e c ell s. T h e s e fi n di n g s i n di c at e s af et y i s s u e f or p ot e nti al u s e of I L-  2/ J E S 6 

or si mil ar I L-  2-  li k e i m m u n ot h er a p e uti c s.

E di t o r' s e v al u a ti o n
T o m al a et al., d e s cri b e s t h e a bilit y of I L-  2/ J E S 6-  1 m A b c o m pl e x e s t o i n cr e a s e m o u s e s e n siti vit y t o 

L P S c h all e n g e. T h e a ut h or s pr e s e nt d at a t o s u g g e st t hi s i s d u e t o I F N- γ  pr o d u cti o n b y C D 2 5+ F o x p 3 - 

T c ell s. T h e m a n u s cri pt h a s i d e nti fi e d a n i nt er e sti n g p h e n o m e n o n a s a r e s ult of I L-  2/ J E S 6-  1 c o m pl e x 

a d mi ni str ati o n. T h e s e d at a m a y pr o vi d e n o v el a v e n u e s f or f ut ur e t h er a p e uti c i nt er v e nti o n i n a ut oi m-

m u n e di s e a s e.

I n t r o d u c ti o n
I L- 2 i s a cr u ci al c yt o ki n e f or a cti v ati o n, e x p a n si o n, a n d e x pr e s si o n of eff e ct or f u n cti o n s of T a n d N K 

c ell s a s w ell a s f or h o m e o st a si s of r e g ul at or y T ( T r e g) c ell s (B o y m a n  a n d  S p r e n t,  2 0 1 2 ; Li a o  e t  al.,  

2 0 1 3 ; M al e k a n d C a s t r o, 2 0 1 0 ). I L- 2 e x ert s it s bi ol o gi c al a cti viti e s t hr o u g h bi n di n g t o eit h er a di m eri c 

r e c e pt or c o m p o s e d of I L- 2 R β  ( C D 1 2 2) a n d c o m m o n c yt o ki n e r e c e pt or g a m m a c h ai n ( γ c , C D 1 3 2) or 

t o a tri m eri c r e c e pt or c o m p o s e d of a di m eri c o n e wit h t h e a d diti o n of I L-  2 R α  ( C D 2 5) (Mi n a mi e t  al., 

1 9 9 3 ; W al d m a n n, 1 9 8 9 ). C D 2 5 i s n ot i n v ol v e d i n si g n al tr a n s d u cti o n, b ut i n cr e a s e s t h e af fi nit y of t h e 

tri m eri c  r e c e pt or  f or  I L- 2  b y  a b o ut  1 0 0-  f ol d  (Mi n a mi  e t  al.,  1 9 9 3 ; W al d m a n n,  1 9 8 9 ).  T h e  di m eri c  

r e c e pt or ( Kd    ~ 1  n M) i s m o stl y f o u n d o n m e m or y C D 8+  T a n d N K c ell s, w hil st t h e tri m eri c r e c e pt or 

( Kd    ~ 1 0   p M)  i s  t y pi c all y  e x pr e s s e d  at  hi g h  l e v el s  b y  Tr e g c ell s,  r e c e ntl y  a cti v at e d  T  c ell s  a n d  I L C 2 s  

(B o y m a n a n d S p r e n t, 2 0 1 2 ; R o e di g e r e t  al., 2 0 1 3 ; S a k a g u c hi e t  al., 1 9 9 5 ).

I L- 2 w a s t h e fir st i m m u n ot h er a p y a p pr o v e d f or t h e tr e at m e nt of m et a st ati c r e n al c ell c ar ci n o m a a n d 

m ali g n a nt m el a n o m a i n t h e e arl y 1 9 9 0 s ( A t ki n s e t  al., 1 9 9 9 ; Kl a p p e r e t  al., 2 0 0 8 ), h a vi n g i n d u c e d 

R E S E A R C H A R TI C L E

* F or c orr e s p o n d e n c e: 

 m a k o v ar @  bi o m e d.  c a s.  c z
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a n  o v er all  r e s p o n s e  i n  1 5 – 1 7 %  of  p ati e nt s  wit h  t h e s e  c a n c er s  i n cl u di n g  5 – 1 0 %   d ur a bl e  c o m pl et e  

r e mi s si o n s (A t ki n s e t  al., 1 9 9 9 ; Kl a p p e r e t  al., 2 0 0 8 ). H o w e v er, a n e xtr e m el y s h ort h alf- lif e (D o n o h u e 

a n d R o s e n b e r g, 1 9 8 3 ) a n d s eri o u s si d e t o xi citi e s a s s o ci at e d wit h hi g h- d o s e I L-  2 tr e at m e nt ar e t h e 

m aj or dr a w b a c k s. M or e o v er , I L- 2 tr e at m e nt l e a d s t o e x p a n si o n of T r e g c ell s w hi c h c a n d a m p e n eff e ct or 

T c ell a cti vit y a g ai n st t u m or s ( B e r e n d t a n d N o r t h, 1 9 8 0 ). I n d e e d, it h a s b e e n s h o w n t h at l o n g- t er m, 

l o w- d o s e I L-  2 t h er a p y pr ef er e nti all y sti m ul at e s T r e g c ell s d u e t o t h eir c o n stit uti v e hi g h e x pr e s si o n of 

tri m eri c I L- 2 R a n d c a n b e u s e d f or tr e at m e nt of a ut oi m m u n e di s e a s e s a n d d el a yi n g all o gr aft r ej e cti o n 

(Kl a t z m a n n a n d A b b a s, 2 0 1 5 ; Y u e t  al., 2 0 0 9 ). H o w e v er, d u e t o si g ni fi c a nt li mit ati o n s of I L- 2, str o n g 

att e m pt s h a v e b e e n m a d e t o i m pr o v e I L-  2-  b a s e d t h er a p y. O n e of t h e m o st pr o mi si n g a p pr o a c h e s i s t o 

e m pl o y c o m pl e x e s of I L-  2 a n d c ert ai n a nti-  I L- 2 m A b s. It h a s b e e n d e m o n str at e d t h at t h e s e c o m pl e x e s 

n ot o nl y m ar k e dl y pr ol o n g t h e h alf-  lif e of p ar e nt er all y a d mi ni st er e d I L- 2 (fr o m mi n ut e s t o h o ur s) b ut 

t h e y al s o e x ert s el e cti v e sti m ul at or y a cti vit y f or diff ere nt i m m u n e c ell p o p ul ati o n s d e p e n di n g o n t h e 

m A b u s e d ( B o y m a n e t  al., 2 0 0 6 ; T o m al a e t  al., 2 0 0 9 ). C o m pl e x e s of m uri n e I L- 2 a n d S 4 B 6 m A b (I L-  2/

S 4 B 6 h e n c ef ort h) w er e s h o w n t o p ot e ntl y sti m ul at e m e m or y C D 8 +  T a n d N K c ell s, w hil st c o m pl e x e s 

of m uri n e I L-  2 a n d J E S 6-  1 m A b (I L-  2/ J E S 6 h e n c ef ort h) hi g hl y s el e cti v el y e x p a n d T r e g c ell s (B o y m a n 

e t  al., 2 0 0 6 ; S p a n gl e r e t  al., 2 0 1 5 ; T o m al a e t  al., 2 0 0 9 ). S el e cti vit y of I L- 2/ J E S 6 f or c ell s e x pr e s si n g 

t h e hi g h- af fi nit y I L-  2 R i s g o v er n e d b y t h e f a ct t h at t h e bi n di n g sit e f or J E S 6-  1 m A b a n d C D 1 2 2/ C D 1 3 2 

i n t h e I L- 2 m ol e c ul e, al m o st c o m pl et el y o v erl a p. I L-  2/ J E S 6 i s t h u s n ot a bl e t o bi n d t o I L-  2 R a n d i n d u c e 

si g n ali n g p er s e. H o w e v er, C D 2 5 c a n e n g a g e I L-  2 b o u n d t o J E S 6-  1 m A b, p arti c ul arl y w h e n e x pr e s s e d 

at hi g h l e v el s, a n d pr o gr e s si v el y ‘ p e el of f’ t h e c yt o ki n e fr o m t h e a nti b o d y i n a zi p p er- li k e m e c h a ni s m, 

ulti m at el y l e a di n g t o di s s o ci ati o n of J E S 6-  1 m A b. O n c e J E S 6-  1 m A b di s s o ci at e s, t h e C D 2 5-  b o u n d 

I L- 2 i s li b er at e d t o r e cr uit C D 1 2 2/ C D 1 3 2 t o f or m t h e f u n cti o n al si g n ali n g c o m pl e x ( S p a n gl e r e t  al., 

2 0 1 5 ). S el e cti vit y of I L- 2/ J E S 6 f or C D 2 5 +  c ell s r e s ult s i n t h eir hi g h ef fi c a c y t o e x p a n d Tr e g c ell s i n vi v o 

a n d m a k e s t h e m a n attr a cti v e i m m u n ot h er a p e uti c. It h a s b e e n s h o w n t h at I L-  2/ J E S 6 c o ul d b e u s e d f or 

tr e at m e nt of v ari o u s a ut oi m m u n e di s e a s e s (I z q ui e r d o e t al., 2 0 1 8 ; Li u e t  al., 2 0 1 1 ; W e b s t e r e t  al., 

2 0 0 9 ; Wil s o n e t  al., 2 0 0 8 ) a n d t o f a cilit at e l o n g- t er m a c c e pt a n c e of all o gr aft s wit h o ut t h e n e e d f or 

i m m u n o s u p pr e s si o n (W e b s t e r e t  al., 2 0 0 9 ). A si n gl e- c h ai n f or m at of I L-  2/ J E S 6 w a s pr o d u c e d wit h a 

m ut at e d J E S 6-  1 m A b-  bi n di n g sit e, t er m e d J Y 3, w hi c h aff e ct e d t h e af fi nit y f or I L-  2. T hi s pr o v e d t o b e 

eff e cti v e i n s el e cti v e e x p a n si o n of T r e g c ell s a n d i n t h e m o d el of a ut oi m m u n e c oliti s (S p a n gl e r e t  al., 

2 0 1 8 ). F urt h er m or e, t h er e i s a r e p ort d e s cri bi n g t h e d e v el o p m e nt of f ull y h u m a n m A b bi n di n g h u m a n 

I L- 2 wit h t h e c a p a cit y t o s el e cti v el y e x p a n d T r e g c ell s i n vi v o w h e n c o m pl e x e d wit h h u m a n I L- 2 ( Tr o t t a 

e t  al., 2 0 1 8 ).

It h a s b e e n s h o w n t h at Tr e g c ell s e x p a n d e d b y I L- 2/ J E S 6 pr o d u c e I L-  1 0 a n d T G F- β  (W e b s t e r e t  al., 

2 0 0 9 ). W e t h er ef or e d e ci d e d t o e x pl or e t h e p o s si bilit y t h at I L- 2/ J E S 6 ar e a bl e t o pr ot e ct a g ai n st L P S-  

i n d u c e d t o xi cit y. I nt er e sti n gl y, w e f o u n d t h at s h ort- t er m pr e- tr e at m e nt (t hr e e d ail y d o s e s) wit h I L- 2/

J E S 6 dr a m ati c all y i n cr e a s e s s e n siti vit y of C 5 6 B L/ 6  mi c e t o L P S-  i n d u c e d s h o c k a n d m ort alit y. T h u s, w e 

d e ci d e d t o f urt h er i n v e sti g at e t hi s p h e n o m e n o n a n d t o u n c o v er t h e m e c h a ni s m r e s p o n si bl e f or I L-  2 

si g n al-  m e di at e d L P S h y p err e a cti vit y.

R e s ul t s
I L- 2 / J E S 6, b u t N o t I L- 2 / S 4 B 6, d r a m a ti c all y i n c r e a s e s e n si ti vi t y t o L P S
W e a s k e d w h et h er s el e cti v e e x p a n si o n of T r e g c ell s vi a tr e at m e nt wit h I L- 2/ J E S 6 c o ul d l e a d t o pr ot e c -

ti o n fr o m t h e t o xi c eff e ct of L P S. T o a n s w er t hi s w e i nj e ct e d C 5 6 B L/ 6  mi c e wit h t hr e e d ail y d o s e s of 

I L- 2/ J E S 6 ( 1. 5  µ g I L-  2/ d o s e) a n d c h all e n g e d t h e s e mi c e wit h L P S 4 8  h aft er t h e l a st d o s e of I L-  2/ J E S 6 

(Fi g u r e  1 A ). W e titr at e d L P S d o si n g i n pr e vi o u s e x p eri m e nt s i n or d er t o d et er mi n e t h e m a xi m u m n o n- 

l et h al d o s e ( M N L D), t h at i s, t h e hi g h e st d o s e t h at c a u s e s si g ni fi c a nt t o xi c eff e ct b ut n o m ort alit y. Si n c e 

w e f o u n d t h at t o xi cit y of L P S v ari e s fr o m b at c h t o b at c h e v e n if or d er e d a s i d e nti c al pr o d u ct fr o m t h e 

s a m e c o m m er ci al s u p pli er, w e i s ol at e d a l ar g e b at c h of L P S fr o m S. t y p h y m uri u m  L T 2, S- str ai n ( s e e 

M at eri al s a n d m et h o d s) a n d u s e d it t hr o u g h o ut t h e w h ol e st u d y. W e d et er mi n e d t h at t h e M N L D of 

o ur L P S w a s  ~ 2 0 0  µ g/ mi c e i n C 5 6 B L/ 6  mi c e. C o ntr ol C 5 6 B L/ 6  mi c e d e v el o p e d h y p ot h er mi a st arti n g 

a b o ut 4 – 6  h aft er L P S c h all e n g e ( 1 0 0 % of M N L D) a n d p e a ki n g aft er a p pr o xi m at el y 2 4  h. H o w e v er, all 

mi c e r e c o v er e d o v er t h e n e xt 2 d. Mi c e i nj e ct e d wit h a l o w d o s e of L P S ( 1 0 % of M N L D) d e v el o p e d 

o nl y n e gli gi bl e h y p ot h er mi a 8  h aft er L P S i nj e cti o n a n d f ull y r e c o v er e d wit hi n 2 4  h. C o ntr ar y t o t h at, 

t h e s a m e l o w d o s e of L P S i n d u c e d e xtr e m el y r a pi d o n s et of pr o gr e s si v el y w or s e ni n g h y p ot h er mi a 
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w h e n mi c e w er e pr etr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a n d t h e mi c e u s u all y di e d wit hi n 8 – 2 4  h ( Fi g u r e  1 B ). N e xt, 

w e d e ci d e d t o d et er mi n e t h e ki n eti c s of s e n siti z ati o n t o L P S b y I L-  2/ J E S 6. Mi c e pr etr e at e d wit h I L-  2/

J E S 6 a s i n Fi g u r e  1 A  w er e c h all e n g e d at diff er e nt ti m e p oi nt s aft er I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt wit h l o w d o s e 

of L P S ( 1 0 % of M N L D). Fi g u r e  1 C  s h o w s t h at L P S c a u s e d 1 0 0 % m ort alit y w h e n i nj e ct e d u p t o 2 d p o st 

I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt a n d 4 0 % m ort alit y w h e n i nj e ct e d 3 d aft er t h at. Si g ni fi c a nt h y p ot h er mi a, b ut n o 

m ort alit y w a s s e e n w h e n L P S w a s i nj e ct e d 4 d p o st I L-  2/ J E S 6. N o s e n siti z ati o n t o L P S w a s f o u n d w h e n 

L P S w a s i nj e ct e d 6 d p o st I L-  2/ J E S 6. T h e s e d at a s h o w s t h at I L-  2/ J E S 6 dr a m ati c all y i n cr e a s e s e n siti vit y 

t o L P S i n C 5 6 B L/ 6  mi c e a n d t h at t hi s i n cr e a s e d s e n siti vit y l a st s a b o ut 4 d p o st I L-  2/ J E S 6 tr e at m e nt.

W e al s o w a nt e d t o k n o w w h et h er I L-  2/ S 4 B 6 s e n siti z e C 5 6 B L/ 6  mi c e t o L P S. Mi c e pr etr e at e d wit h I L- 2/

S 4 B 6 u si n g t h e s a m e s c h e d ul e a s i n Fi g u r e  1 A , s h o w e d o nl y d e c e nt s e n siti z ati o n t o L P S a s c h all e n g e 

wit h r el ati v el y hi g h d o s e of L P S ( 5 0 % of M N L D) i n d u c e d h y p ot h er mi a b ut n o m ort alit y ( Fi g u r e  1 D ). 

T h u s, I L-  2 c o m pl e x e s wit h s el e cti v e sti m ul at or y a cti vit y f or C D 2 5 hi g h  c ell s, b ut n ot t h o s e w hi c h sti m-

ul at e pr e d o mi n a ntl y C D 1 2 2 hi g h  c ell p o p ul ati o n s, dr a m ati c all y i n cr e a s e s e n siti vit y t o L P S. A c c or di n gl y, 

T N F- α  l e v el s i n s er a of mi c e pr etr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 w er e si g ni fi c a ntl y hi g h er i n c o m p ari s o n t o s er a 

fr o m mi c e pr etre at e d wit h I L-  2/ S 4 B 6 aft er L P S c h all e n g e ( Fi g u r e  1 E ). F urt h er m or e, s pl e n o c yt e s fr o m 

I L- 2/ J E S 6 pr etr e at e d mi c e pr o d u c e d m u c h hi g h er a m o u nt s of T N F- α  a n d I F N-γ  t h a n t h o s e fr o m I L- 2/

S 4 B 6 pr etr e at e d mi c e w h e n c ulti v at e d i n t h e pr e s e n c e of L P S i n vitr o ( Fi g u r e  1 F ).

Fi g u r e 1. I L- 2/ J E S 6 dr a m ati c all y i n cr e a s e s e n siti vit y t o L P S-  i n d u c e d s h o c k a n d m ort alit y. (A )  S c h e d ul e of s e n siti z ati o n of mi c e t o L P S t hro u g h 

a d mi ni str ati o n of I L-  2/ J E S 6 u s e d t hr o u g h o ut t h e st u d y, u nl e s s st at e d ot h er wi s e. ( B )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a s s h o w n i n A. C o ntr ol 

mi c e w er e tr e at e d wit h st eril e P B S. T h e d o s e of i nj e ct e d L P S i s s h o w n i n % of m a xi m u m n o n-  l et h al d o s e, h e n c ef ort h ( M N L D; 1 0 0 % ~ 2 0 0  µ g L P S/ mi c e). 

(C )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tre at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a n d L P S ( 1 0 % of M N L D) w a s i nj e ct e d 1 – 6 d aft er t h e l a st d o s e of I L-  2/ J E S 6. ( D )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tre at e d 

wit h c o m pl e x e s of I L-  2 a n d S 4 B 6 m A b (I L-  2/ S 4 B 6) f oll o w e d b y L P S c h all e n g e ( 1 0 0 or 5 0 % of M N L D) u si n g t h e s a m e s c h e d ul e a s i n A. ( E )  C 5 6 B L/ 6  mi c e 

w er e tr e at e d a s i n A wit h P B S ( C o ntr ol), I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 c o m pl e x e s. Mi c e w er e e ut h a ni z e d 9 0  mi n p o st a d mi ni str ati o n of titr at e d d o s e s of L P S 

a n d t h eir i n di vi d u al s er a w er e c oll e ct e d. C o n c e ntr ati o n of T N F- α  i n t h e s er u m w a s d et er mi n e d b y E LI S A. E a c h b ar r e pr e s e nt s o n e i n di vi d u al m o u s e ± 

S D ( n = 3 t e c h ni c al r e pli c at e s). ( F )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d a s i n A wit h P B S ( C o ntr ol), I L- 2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 c o m pl e x e s, b ut n ot c h all e n g e d wit h 

L P S. Mi c e w er e e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l a st d o s e of c o m pl e x e s a n d t h eir s pl e e n c ell s w er e c ulti v at e d i n titr at e d c o n c e ntr ati o n s of L P S f or 1 6  h i n vitr o. 

C o n c e ntr ati o n s of T N F- α  a n d I F N-γ  i n t h e s u p er n at a nt w er e d et er mi n e d b y E LI S A. E a c h p oi nt r e pr e s e nt s p o ol of t hr e e i n di vi d u al m o u s e ± S D ( n = 

3 t e c h ni c al r e pli c at e s). All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 4 – 7 t e c h ni c al r e pli c at e s ( B – D ).  D at a w er e a n al y s e d u si n g a n 

u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o c o ntr ol are s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a a n d fi g ur e s u p pl e m e nt( s) f or fi g ur e 1:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  1 , p a n el s B- F.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1. Nitrit e si g ni fi c a ntl y r e d u c e s t o xi cit y of L P S i n mi c e pr etr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  1 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 .

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2. I L- 2/ J E S 6 i n d u c e m or e s e v er e l u n g o e d e m a i n c o m p ari s o n t o I L-  2/ S 4 B 6.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  1 — fi g u r e s u p pl e m e n t 2 .

1 6 1
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B o t h d u r a bili t y of I L- 2 si g n al a n d i t s s el e c ti vi t y f o r C D 2 5 hi g h  c ell s a r e 
n e c e s s a r y t o i n d u c e hi g h s e n si ti vi t y t o L P S
N e xt, w e a s k e d w h et h er I L-  2 al o n e i s al s o a bl e t o m e a s ur a bl y i n cr e a s e t h e s e n siti vit y of C 5 6 B L/ 6  mi c e 

t o  L P S.  W e  pretr e at e d  mi c e  wit h  hi g h  I L-  2  d o s a g e  ( 3 5  µ g/ d o s e,  i. e.,  m or e  t h a n  2 0-  ti m e s  hi g h er  

c o m p ar e d t o I L-  2/ J E S 6) a n d c h all e n g e d t h e m wit h L P S u si n g t h e s a m e s c h e d ul e a s i n Fi g u r e  1 A . W e 

f o u n d t h at mi c e pr etr e at e d wit h I L- 2 d e v el o p e d m or e pr of o u n d h y p ot h er mi a t h a n c o ntr ol s, h o w e v er , 

n o m ort alit y w a s r e c or d e d ( Fi g u r e  2 A ). T h u s, I L- 2 al o n e c a n pr o d u c e a sli g ht i n cr e a s e i n s e n siti vit y t o 

L P S w h e n a hi g h d o s a g e i s u s e d. W e d e ci d e d t o t e st w h et h er I L-  2 b o u n d t o a bi o c o m p ati bl e p ol y m eri c 

c arri er b a s e d o n p ol y( N -( 2- pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e) w o ul d b e m or e eff e cti v e i n s e n siti z ati o n t o L P S. 

T h e r ati o n al e h er e i s t h at I L-  2 b o u n d t o t hi s p ol y m eri c c arri er h a s a si g ni fi c a ntl y pr ol o n g e d h alf-  lif e i n 

cir c ul ati o n ( 3 – 4  h, i. e., si mil ar t o I L-  2 c o m pl e x e s) t h u s pr o vi di n g a m or e s u st ai n e d I L-  2 si g n al b ut wit h 

n o s el e cti vit y f or C D 2 5 hi g h  c ell s  ( V o t a v o v a  e t  al.,  2 0 1 5 ). I n d e e d, I L- 2 b o u n d t o a p ol y m eri c c arri er 

s e n siti z e d C 5 6 B L/ 6  mi c e t o L P S s u b st a nti all y m or e eff e cti v el y t h a n I L-  2. T h e L P S c h all e n g e wit h 5 0 % of 

M N L D c a u s e d m or e s e v er e h y p ot h er mi a a n d 5 0 % m ort alit y ( Fi g u r e  2 B ). T h e s e d at a d e m o n str at e t h at 

d ur a bilit y of t h e I L-  2 si g n al pl a y s a r e m ar k a bl e r ol e i n s e n siti z ati o n t o L P S vi a I L-  2. H o w e v er, s e n siti vit y 

t o L P S i n d u c e d b y I L- 2 b o u n d t o t h e p ol y m eri c c arri er i s still m u c h w e a k er i n c o m p ari s o n t o I L-  2/ J E S 6, 

s h o wi n g t h at s el e cti vit y f or C D 2 5 hi g h  c ell s i s al s o i m p ort a nt. W e i nj e ct e d L P S 4 8  h aft er t h e l a st d o s e 

of I L-  2 c o m pl e x e s i n o ur s e n siti z ati o n e x p eri m e nt s. T h er ef or e, it i s hi g hl y u nli k el y t h at t h er e w a s still a 

bi ol o gi c all y a cti v e c o n c e ntr ati o n of t h e s e c o m pl e x e s at t h e ti m e of L P S a d mi ni str ati o n si n c e t h e h alf-  

lif e of I L- 2 c o m pl e x e s w a s d et er mi n e d t o b e s e v er al h o ur s. H o w e v er, t o e x cl u d e t h e p o s si bilit y t h at 

i n cr e a s e d s e n siti vit y t o L P S i s c a u s e d b y t h e pr e s e n c e of I L-  2 c o m pl e x e s at t h e ti m e of L P S i nj e cti o n, 

t h at i s, t h at L P S a n d I L- 2 c o m pl e x e s a ct s t o g et h er at t h e s a m e ti m e, w e i nj e ct e d C 5 6 B L/ 6  mi c e wit h 

Fi g u r e 2. Str o n g s u st ai n e d I L-  2 si g n al a n d n ot s ol el y I L-  2/ J E S 6, i n cr e a s e s s e n siti vit y t o L P S; I L-  2/ J E S 6-  m e di at e d s e n siti vit y t o L P S c o ul d b e c o m pl et el y 

bl o c k e d b y α C D 2 5 m A b. ( A )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h r mI L- 2 ( 3 5  µ g/ d o s e) a c c or di n g t o t h e s c h e d ul e s h o w n i n Fi g u r e  1 A  a n d c h all e n g e d wit h 

L P S ( 5 0 % of M N L D). ( B )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 2 c o v al e ntl y b o u n d t o t h e p ol y m eri c c arri er b a s e d o n p ol y( H P M A) u si n g t h e s a m e s c h e d ul e 

a s i n Fi g u r e  1 A  a n d s u b s e q u e ntl y c h all e n g e d wit h titr at e d d o s e s of L P S. (C )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e i nj e ct e d si m ult a n e o u sl y wit h L P S a n d eit h er I L- 2/ J E S 6 

or I L-  2/ S 4 B 6 c o m pl e x e s ( 1. 5 or 0. 5 or 0. 1 5  µ g I L-  2/ d o s e) i n o n e i. p. i nj e cti o n. D o s a g e of L P S i s s h o w n i n % of M N L D a b o v e e a c h gr a p h. C o ntr ol mi c e 

w er e i nj e ct e d wit h t h e s a m e d o s e of L P S o nl y. ( D )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e i nj e ct e d wit h I L- 2/ J E S 6 a n d t h e n c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 % of M N L D) a s s h o w n 

i n Fi g u r e  1 A . S o m e mi c e w ere al s o i nj e ct e d wit h eit h er α C D 2 5 or α C D 4 m A b ( 2 5 0  µ g/ m o u s e i. p.) 4  h pri or t o t h e fir st i nj e cti o n of I L-  2/ J E S 6 a s s h o w n 

b el o w i n t h e gr a p h s. Mi c e w er e e ut h a ni z e d 4  h aft er t h e L P S c h all e n g e a n d c o n c e ntr ati o n s of T N F- α  a n d I L- 1 2 w er e d et er mi n e d b y E LI S A. E a c h b ar 

r e pr e s e nt s o n e i n di vi d u al m o u s e ± S D ( n = 3 t e c h ni c al re pli c at e s). ( E )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a n d s u b s e q u e ntl y c h all e n g e d wit h L P S a s 

s h o w n i n Fi g u r e  1 A . S o m e mi c e w ere al s o i nj e ct e d wit h eit h er α C D 2 5 or α C D 4 m A b ( 2 5 0  µ g p er m o u s e i. p.) 4  h pri or t o t h e fir st i nj e cti o n of I L-  2/ J E S 6. 

All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 4 – 6 t e c h ni c al r e pli c at e s. D at a w er e a n al y s e d u si n g a n u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s 

t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o c o ntr ol are s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a f or fi g ur e 2:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  2 , p a n el s A- E.
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eit h er I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 a n d si m ult a n e o u sl y c h all e n g e d t h e m wit h L P S ( 1 0 % or 3 5 % of M N L D, 

r e s p e cti v el y). Si m ult a n e o u s c o- a d mi ni str ati o n of I L-  2 c o m pl e x e s a n d L P S di d n ot i n cr e a s e t o xi cit y of 

L P S, a s s e e n i n Fi g u r e  2 C . T h e s e d at a s h o w t h at it i s i m p ort a nt t h e I L- 2/ J E S 6 t o b e pr e s e nt b ef or e L P S 

a d mi ni str ati o n r at h er t h a n at t h e ti m e of a d mi ni str ati o n i n or d er t o i n d u c e L P S h y p err e a cti vit y. T h u s, 

I L- 2/ J E S 6 eit h er a ct o n c ell s t h at ar e a bl e t o dir e ctl y r e s p o n d t o L P S m a ki n g t h e m h y p err e s p o n si v e, or 

t h e y a cti v at e s o m e i m m u n e c ell s u b s et( s), w hi c h i n t ur n m e di at e s L P S h y p err e a cti vit y, f or e x a m pl e, vi a 

pr o d u cti o n of s o m e eff e ct or m ol e c ul e( s).

Si n c e hi g h e x pr e s si o n of C D 2 5 i s a pr er e q ui sit e f or t h e a bilit y t o utili z e I L-  2/ J E S 6, w e d e ci d e d t o 

t e st w h et h er bl o c ki n g of C D 2 5 a br o g at e s s e n siti z ati o n t o L P S b y I L-  2/ J E S 6. I n d e e d, a d mi ni str ati o n of 

a nti-  C D 2 5 m A b c o m pl et el y di mi ni s h e d s e n siti z ati o n t o L P S b y I L-  2/ J E S 6 m e a s ur e d b y b ot h T N F- α  or 

I L- 1 2 s er u m l e v el s ( Fi g u r e  2 D ) a n d h y p ot h er mi a pl u s m ort alit y (Fi g u r e  2 E ). N ot a bl y, a d mi ni str ati o n 

of a nti-  C D 4 m A b h a d n o eff e ct, alt h o u g h C D 2 5 hi g h  c ell s ar e m o stl y Tr e g c ell s i n n aï v e u n pri m e d mi c e 

(Fi g u r e  2 D a n d E ). T hi s s h o w t h at C D 4+  T c ell s, i n cl u di n g Tr e g c ell s, d o n ot pl a y a n irr e pl a c e a bl e r ol e 

i n t h e st u di e d p h e n o m e n o n.

I L- 2 / J E S 6 i n c r e a s e c o u n t s of C D 1 1 b+ C D 1 4 +  c ell s a n d t h ei r 
r e s p o n si v e n e s s t o L P S
O ur n e xt s et of e x p eri m e nt s ai m e d t o d e d u c e h o w I L-  2/ J E S 6 aff e ct L P S-  r e s p o n di n g m y el oi d c ell s, 

p arti c ul arl y  C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s.  W e  f o u n d  t h at  tr e at m e nt  of  C 5 6 B L/ 6   mi c e  wit h  I L-  2/ J E S 6  ( a s  i n  

Fi g u r e  1 A ) i n cre a s e d r el ati v e c o u nt s of C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s i n t h e s pl e e n a n d bl o o d (Fi g u r e  3 A a n d 

B )  a s  w ell  a s  a b s ol ut e  c o u nt s  of  t h e s e  c ell s  i n  t h e  s pl e e n  (Fi g u r e   3 C ).  W e  al s o  f o u n d  t h at  tr e at-

m e nt  wit h  I L-  2/ J E S 6  e x p a n d s  m y el oi d  c ell s  i n  g e n er al.  I L- 2/ J E S 6  e x p a n d e d  si g ni fi c a ntl y  gr a n ul o -

c yt e s, e o si n o p hil s a n d D C s a n d el e v at e d, t h o u g h n ot si g ni fi c a ntl y, r el ati v e c o u nt s of m o n o c yt e s a n d 

m a cr o p h a g e s ( Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 ). Of n ot e, tr e at m e nt wit h I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e d M H C 

II  e x pre s si o n  o n  m o n o c yt e s  a n d  m a cr o p h a g e s  ( Fi g u r e   3 — fi g u r e  s u p pl e m e n t  2 ).  T h e  pr olif er ati o n  

of m y el oi d c ell s dri v e n b y I L-  2/ J E S 6 w a s f urt h er c o n fir m e d b y Br d U i n c or p or ati o n ( Fi g u r e  3 — fi g u r e 

s u p pl e m e n t 3 ). I L- 2/ J E S 6 al s o r e m ar k a bl y i n cr e a s e d r e s p o n si v e n e s s of C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s fr o m t h e 

s pl e e n ( Fi g u r e  3 D a n d E ) a n d bl o o d (Fi g u r e  3 F a n d G ) t o L P S i n t er m of T N F-α  pr o d u cti o n. M or e-

o v er, w e f o u n d t h at I L-  2/ J E S 6 i n cr e a s e d e x pr e s si o n of C D 2 5 i n C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s fr o m t h e s pl e e n 

a n d li v er ( Fi g u r e   3 H,  I ) t h u s e n a bli n g t h e s e c ell s t o eff e cti v el y utili z e I L- 2/ J E S 6. T h e s e d at a c oll e c -

ti v el y s h o w t h at tr e at m e nt wit h I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e s b ot h t h e c o u nt s of L P S-  r e s p o n si v e m y el oi d c ell s 

i n v ari o u s b o d y c o m p art m e nt s a n d t h eir r e s p o n si v e n e s s t o L P S. W e a s k e d a q u e sti o n w h et h er t hi s 

i n cr e a s e d r e s p o n si v e n e s s of m y el oi d c ell s t o L P S w a s d u e t o t h e i n cr e a s e d e x pr e s si o n of T L R 4. T h u s, 

w e a n al y z e d Tlr 4  e x pr e s si o n i n s pl e e n c ell s vi a q u a ntit ati v e R T- P C R a n d i n v ari o u s m y el oi d c ell s u b s et s 

vi a  fl o w  c yt o m etr y.  Tr e at m e nt  wit h  I L-  2/ J E S 6  di d  n ot  aff e ct  t h e  Tlr 4  e x pr e s si o n  i n  s pl e n o c yt e s  o n  

m R N A l e v el ( Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 4 ). N o st ati sti c all y si g ni fi c a nt diff er e n c e i n T L R 4 l e v el u p o n 

I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt i n c o m p ari s o n t o c o ntr ol w a s f o u n d i n C D 1 1 b + L y 6 G -L y 6 C hi g h  c ell s. S ur pri si n gl y, 

I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt d e c e ntl y b ut st ati sti c all y si g ni fi c a ntl y d e cr e a s e d T L R 4 l e v el s i n C D 1 1 b + L y 6 G +  c ell s 

a n d C D 1 1 b + L y 6 G -L y 6 C l o wc ell s ( Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 5 ). I L- 2/ J E S 6 t h u s di d n ot i n cr e a s e d t h e 

s e n siti vit y t o L P S vi a i n cr e a s e d e x pr e s si o n of T L R 4.

T c ell s a n d I F N- γ  a r e e s s e n ti al f o r s e n si ti z a ti o n t o L P S b y I L- 2 / J E S 6
I F N-γ  i s k n o w n t o a cti v at e m y el oi d c ell s, p arti c ul arl y m o n o c yt e s a n d m a cr o p h a g e s, t o m or e vi g or o u sl y 

r e s p o n d  t o  T L R  li g a n d s  i n cl u di n g  L P S.  T h u s,  w e  d e ci d e d  t o  c o m p ar e  s e n siti z ati o n  t o  L P S  b y  I L-  2/

J E S i n C 5 6 B L/ 6  mi c e a n d B A L B/ c mi c e. C 5 6 B L/ 6  mi c e ar e d e s cri b e d a s a str a n d wit h s uf fi ci e nt I F N- γ  

pr o d u cti o n w hil e B A L B/ c mi c e ar e p o or pr o d u c er s. W e d et er mi n e d l e v el s of v ari o u s c yt o ki n e s i n s er a 

of C 5 6 B L/ 6 a n d B A L B/ c mi c e pr etr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 at diff er e nt ti m e p oi nt s aft er L P S c h all e n g e. 

L e v el s of T N F- α , I F N-γ ,  I L- 1 β , I L- 1 2, a n d I L-  6 w er e m u c h hi g h er i n s er a of C 5 6 B L/ 6  mi c e pr etr e at e d 

wit h I L-  2/ J E S 6 i n c o m p ari s o n wit h c o ntr ol s, d e s pit e t h e f a ct t h at c o ntr ol mi c e w er e c h all e n g e d wit h 

1 0-  ti m e s hi g h er d o s e s of L P S. C o ntr ar y t o t hi s, l e v el s of t h e a b o v e m e nti o n e d c yt o ki n e s w er e c o m p a -

r a bl e  i n  s er a  of  c o ntr ol  a n d  I L- 2/ J E S 6  pr etr e at e d  B A L B/ c  mi c e  ( Fi g u r e   4 A ).  F urt h er m or e,  B A L B/ c  

mi c e pr etr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 s h o w e d m u c h mil d er s e n siti z ati o n t o L P S i n t er m of h y p ot h er mi a a n d 

m ort alit y t h a n C 5 6 B L/ 6  mi c e ( Fi g u r e  4 B ). T h e s e d at a s h o w t h at t h e e n d o g e n o u s pr o d u cti o n of I F N-γ  

u p o n I L-  2/ J E S 6 a d mi ni str ati o n pr o b a bl y pl a y s a cr u ci al r ol e i n s e n siti z ati o n t o L P S. T o c o n fir m a k e y 

rol e of I F N- γ  dir e ctl y, w e i nj e ct e d C 5 6 B L/ 6  mi c e wit h a nti- I F N-γ  m A b pri or t o I L- 2/ J E S 6 pr etr e at m e nt 

1 6 3

https://doi.org/10.7554/eLife.62432


 R e s e ar c h  arti cl e       I m m u n ol o g y a n d I n fl a m m ati o n

T o m al a  et  al. e Lif e 2 0 2 1; 1 0: e 6 2 4 3 2. D OI: htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  7 5 5 4/  e Lif e.  6 2 4 3 2  6 of 2 2

A B C D

4
1

D
C

C D 1 1 b

C o ntr o l I L- 2/ J E S 6 I L- 2/ S 4 B 6

S
pl

e
e
n

Bl
o
o
d

2. 2 3 5. 1 8 1. 6 2

7. 1 6 0. 5 19. 7 1

E

F G

C D 1 1 b

T
N

F-
α

0. 0 5  µg/ ml 1 µ g/ m l

L P S

C
o
nt

r
o
l

IL
-2

/J
ES

6
IL

-2
/S

4
B6

1. 1 1

1. 3 3

0. 2 7

3. 3 2

6. 8 7

0. 8 8

3. 2 5

7. 7 2

I s oty p e
c o ntr o l

1. 2 4 1 4. 9 1 5. 9

4. 8 7 4 6. 4 4 3. 8

6. 9 2 5 9. 0 5 8. 9

C D 3

T
N

F-
α

C D 1 1 b + C D 1 4 +

0. 0 5 µ g/ m l 1 µ g/ m l

L P S

C
o
nt

r
o
l

IL
-2

/J
ES

6
IL

-2
/S

4
B6

C o ntr o l

H

0. 8 8. 6 2 . 7

0. 5 6 . 8 1. 3

S
pl

e
e
n

Li
ve

r

F
S

C

C D 2 5

C o ntr o l I L- 2/ J E S6 I L- 2/ S 4 B 6

C D 1 1 b + C D 1 4 +

I
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Fi g u r e 3. I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e s c o u nt s of C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s  a n d t h eir r e s p o n si v e n e s s t o L P S i n t er m s of T N F-α  pr o d u cti o n. C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d 

wit h I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . T h e rel ati v e n u m b er of C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s w a s d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y i n bl o o d a n d s pl e e n 

2 d aft er t h e l a st d o s e of I L-  2 c o m pl e x e s. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e ( A )  a n d a b ar gr a p h s h o wi n g t h e m e a n ± S D i n t h e e x p eri m e nt al 

gr o u p s ( B )  ar e s h o w n. (C )  A b s ol ut e n u m b er s of C D 1 1 b+ C D 1 4 +  c ell s i n t h e s pl e e n of mi c e fr o m t h e s a m e e x p eri m e nt a s s h o w n i n A a n d B. C 5 6 B L/ 6  mi c e 

w er e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . S pl e e n c ell s w ere c ulti v at e d e x vi v o wit h L P S f or 2  h a n d T N F- α  pr o d u cti o n i n 

C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s w a s d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e (D )  a n d a b ar gr a p h s h o wi n g t h e m e a n ± S D i n 

e x p eri m e nt al gr o u p s ( E )  ar e s h o w n. A si mil ar e x p eri m e nt t o t h e o n e s h o w n i n D a n d E w a s d o n e u si n g t h e bl o o d of C 5 6 B L/ 6  mi c e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 

or I L-  2/ S 4 B 6. T N F- α  pr o d u cti o n i n C D 1 1 b+  c ell s i s s h o w n i n o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e (F )  a n d i n a b ar gr a p h s h o wi n g t h e m e a n ± S D i n e x p eri m e nt al 

gr o u p s ( G ). (H )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . Fl o w c yt o m etr y a n al y si s of s pl e e n a n d li v er c ell s w a s 

u s e d t o e v al u at e C D 2 5 e x pr e s si o n i n C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e (H )  a n d a b ar gr a p h s h o wi n g m e a n ± S D i n 

e x p eri m e nt al gr o u p s ( I)  ar e pr e s e nt e d. All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 3 – 1 0 t e c h ni c al r e pli c at e s. D at a w er e a n al y s e d 

u si n g a n u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o c o ntr ol are s h o w n ( *, °, + p ≤ 0. 0 5; ° ° p ≤ 0. 0 1; * * *, ° ° ° p ≤ 0. 0 0 1).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a a n d fi g ur e s u p pl e m e nt( s) f or fi g ur e 3:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 , p a n el s B, C, E, G, a n d I.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1. I L- 2/ J E S 6 e x p a n d s v ari o u s s u b s et s of m y el oi d c ell s i n t h e s pl e e n.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 , p a n el s A- G.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2. I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e M H C II e x pr e s si o n i n m o n o c yt e/ m a cr o p h a g e p o p ul ati o n i n t h e s pl e e n.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 2 , p a n el s A- D.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 3. I L- 2/ J E S 6 pr o m ot e pr olif er ati o n a n d e x p a n si o n of m y el oi d c ell s i n d o s e-  d e p e n d e nt m a n n er i n t h e s pl e e n.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 3 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 3 , p a n el A.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 4. T h e e x pr e s si o n of T L R 4 i n s pl e n o c yt e s of C 5 7 B L/ 6  mi c e i s n ot aff e ct e d b y t h e tr e at m e nt wit h I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 4 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 4 .

Fi g u r e s u p pl e m e n t 5. I L- 2/ J E S 6 d o n ot i n cr e a s e t h e l e v el of T L R 4 i n m y el oi d c ell s i n t h e s pl e e n.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 5 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 5 , p a n el s B, D a n d F.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 6. I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e c o u nt s of C D 4 5 + a n d C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s i n t h e li v er.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 6 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 6 , p a n el s A- C.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 7. I L- 2/ J E S 6 i n cr e a s e c o u nt s of C D 4 5 + a n d C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s i n t h e l u n g s.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 7 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 7 , p a n el s A- C.
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a n d  L P S  c h all e n g e.  I n d e e d,  a nti-  I F N-γ  m A b  m ar k e dl y  di mi ni s h e d  s e n siti z ati o n  t o  L P S  b y  I L-  2/ J E S 6  

(Fi g u r e  4 C ). H e n c e, w e c o n cl u d e t h at e n d o g e n o u s pr o d u cti o n of I F N-γ  i s a pr er e q ui sit e f or str o n g 

s e n siti z ati o n t o L P S vi a I L-  2/ J E S 6.

N e xt, w e a s k e d w hi c h c ell s ar e k e y I F N- γ  pro d u c er s u p o n I L-  2/ J E S 6 a d mi ni str ati o n. Si n c e T c ell s 

ar e  t h e  m o st  pr o mi n e nt  I F N- γ  pr o d u c er s,  w e  d e ci d e d  t o  t e st  s e n siti z ati o n  t o  L P S  b y  I L-  2/ J E S 6  i n  

at h y mi c N u/ N u mi c e l a c ki n g T c ell s. W e f o u n d t h at I L-  2/ J E S 6 al m o st d o n ot s e n siti z e N u/ N u mi c e t o 

L P S ( Fi g u r e  4 D ). O n t h e ot h er h a n d, N u/ N u mi c e wit h a d o pti v el y tr a n sf err e d C D 4+ C D 2 5 +  T c ell s fr o m 

C 5 6 B L/ 6  mi c e i nj e ct e d wit h I L-  2/ J E S 6 s h o w e d v er y hi g h s e n siti z ati o n t o L P S u p o n I L-  2/ J E S 6 tr e at m e nt 

(Fi g u r e  4 E ).  T h e s e  d at a  s h o w  t h at  I L- 2/ J E S 6  i s  a bl e  t o  i n d u c e  I F N- γ  pr o d u cti o n  i n  T  c ell s  e v e n  i n  

Fi g u r e 4. S e n siti z ati o n t o L P S vi a I L-  2/ J E S 6 r e q uir e s e n d o g e n o u s I F N- γ  pr o d u cti o n a n d i s T c ell- d e p e n d e nt. ( A )  C 5 6 B L/ 6 a n d B A L B/ c mi c e w er e 

tre at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 % of M N L D) a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . C o ntrol mi c e w er e tr e at e d wit h P B S a n d c h all e n g e d wit h L P S 

( 1 0 0 % of M N L D). Mi c e w er e e ut h a ni z e d at s el e ct e d ti m e p oi nt s a n d t h eir i n di vi d u al s er a w er e c oll e ct e d. C o n c e ntr ati o n s of c yt o ki n e s i n t h e s er u m w er e 

d et er mi n e d b y E LI S A. E a c h e x p eri m e nt al p oi nt r e pr e s e nt s t h e m e a n of t w o mi c e ± S D ( n = 2 t e c h ni c al r e pli c at e s). ( B )  B A L B/ c mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 

2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h titr at e d d o s e s of L P S a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . (C )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 or 

5 0 % of M N L D) a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . S o m e mi c e w ere al s o i nj e ct e d wit h a nti-  I F N-γ  m A b (α I F N-γ ; 2 5 0  µ g/ mi c e i. p.) 4  h pri or t o t h e fir st i nj e cti o n of I L- 2/

J E S 6. ( D )  N u/ N u mi c e w er e tre at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h titr at e d d o s e s of L P S a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . (E )  T w o gr o u p s of N u/ N u mi c e w er e 

a d o pti v el y tr a n sf err e d ( A T) wit h 2 × 1 0 6   C D 4+ C D 2 5 +  T c ell s fr o m C 5 6 B L/ 6  mi c e pr etr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . O n e gro u p of A T mi c e 

a n d o n e gr o u p of n or m al N u/ N u mi c e w er e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . All gro u p s i n cl u di n g N u/ N u mi c e wit h o ut A T a n d I L-  2/ J E S 6 

tr e at m e nt ( C o ntr ol) w er e c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of M N L D). C 5 6 B L/ 6  mi c e w ere i nj e ct e d wit h o n e titr at e d d o s e of I L-  2/ J E S 6 or wit h P B S ( C o ntr ol). 

Mi c e w er e i nj e ct e d i. p. wit h Br d U 4  h aft er i nj e cti o n of I L-  2/ J E S 6 a n d p ut o n dri n ki n g w at er wit h Br d U. Mi c e w er e e ut h a ni z e d 4 8  h aft er t h e i nj e cti o n of I L-  

2/ J E S 6 a n d t h eir C D 4 +  a n d C D 8+  T c ell s ( F a n d G, r e s p e cti v el y) fr o m t h e s pl e e n w er e a n al y s e d b y fl o w c yt o m etr y. O n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e o ut of t w o 

f or e a c h c o n diti o n i s s h o w n. All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 2 – 5 t e c h ni c al r e pli c at e s (B – G ).  D at a w er e a n al y s e d u si n g a n 

u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o c o ntr ol are s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a a n d fi g ur e s u p pl e m e nt( s) f or fi g ur e 4:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  4 , p a n el s A- E.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1. T L R 4 si g n alli n g i n T c ell s i s di s p e n s a bl e f or i n d u ci n g L P S h y p er s e n siti vit y b y I L-  2/ J E S 6.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  4 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 .

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2. A nti-  I F N-γ  m A b prot e ct s fr o m s e n siti z ati o n t o L P S m or e eff e cti v el y w h e n a d mi ni st er e d b ef or e tr e at m e nt wit h I L-  2/ J E S 6.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 2 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  4 — fi g u r e s u p pl e m e n t 2 , p a n el B.
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t h e a b s e n c e of T C R si g n al e x c e pt t h at pr o vi d e d b y s elf-  M H C m ol e c ul e s. T L R 4 e x pr e s si o n o n T c ell s 

s e e m s t o b e irr el e v a nt f or t h eir a bilit y t o s e n siti z e t h e mi c e t o L P S si n c e R a g 1 -/- mi c e wit h a d o pti v el y 

tr a n sf err e d  T  c ell s  fr o m  M y d 8 8 -/- mi c e,  t h at  i s  wit h  s e v er el y  i m p air e d  T L R 4  d o w n str e a m  si g n ali n g,  

s h o w e d pr of o u n d L P S s e n siti vit y u p o n tr e at m e nt wit h I L-  2/ J E S 6 ( Fi g u r e   4 — fi g u r e  s u p pl e m e n t  1 ). 

T h e k e y q u e sti o n i s t h er ef or e, w hi c h T c ell s u b s et( s) pr o d u c e s I F N- γ  u p o n I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt ? T h e 

a bilit y t o utili z e I L-  2/ J E S 6 stri ctl y r e q uir e s C D 2 5 e x pr e s si o n a n d t h e o nl y T c ell s e x pr e s si n g C D 2 5 i n 

n aï v e u n pri m e d mi c e ar e T r e g c ell s. H o w e v er, Tr e g c ell s ar e c o n si d er e d a s a T c ell s u b s et wit h n o a bilit y 

t o pr o d u c e I F N-γ  u n d er n or m al c o n diti o n s. N e v ert h el e s s, w e f o u n d t h at a d mi ni str ati o n of I L-  2/ J E S 6 

p ot e ntl y e x p a n d e d C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s i n b ot h C D 4+  a n d C D 8+  s u b s et s a n d t h at t h e s e c ell s pr olif-

er at e m or e vi g or o u sl y i n r e s p o n s e t o I L-  2/ J E S 6 t h a n T r e g c ell s (Fi g u r e  4 F a n d G ).

I L- 2 / J E S 6 d ri v e e x p a n si o n of C D 2 5+ F o x p 3 - T c ell s p r o d u ci n g I F N-γ  i n 
l y m p h oi d a s w ell a s n o n-l y m p h oi d ti s s u e s
W e f o c u s e d o n C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8+  T c ell s r o b u stl y e x p a n d e d i n t h e s pl e e n of mi c e tr e at e d 

wit h I L-  2/ J E S 6. Si n c e t h e s e c ell s r e s e m bl e b y t h eir p h e n ot y p e a cti v at e d T c ell s, w e pr e s u m e d t h at t h e s e 

c ell s c o ul d b e a k e y pr o d u c er s of I F N- γ  i n I L- 2/ J E S 6 tr e at e d mi c e c a u si n g t h e i n cr e a s e d s e n siti vit y t o 

L P S. T h u s, w e d e ci d e d t o i n v e sti g at e w h et h er t h e s e c ell s w er e e x p a n d e d al s o i n ot h er or g a n s e x c e pt 

of s pl e e n a n d w h et h er t h e y pr o d u c e d I F N- γ . I nt er e sti n gl y, w e f o u n d t h at tr e at m e nt of C 5 6 B L/ 6  mi c e 

wit h I L-  2/ J E S 6 l e d t o t h e i n d u cti o n of t h e s e c ell s i n b ot h l y m p h oi d ti s s u e s ( s pl e e n) a s w ell a s i n n o n-  

l y m p h oi d ti s s u e s (li v er a n d l u n g s; Fi g u r e  5 A a n d B ). R el ati v e c o u nt s of C D 2 5+ F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8+  

T  c ell s  w er e  p arti c ul arl y  hi g h  i n  t h e  li v er  w h er e  t h e y  t y pi c all y  r e pr e s e nt e d  a b o ut  6 %  a n d  1 0 %  of  

C D 4 +  a n d C D 8 +  T c ell s, r e s p e cti v el y. W e a s k e d w h et h er t h e s e C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8 +  T c ell s 

ar e a bl e t o pr o d u c e I F N- γ  u p o n I L- 2/ J E S 6 a d mi ni str ati o n i n vi v o. T o a n s w er t hi s, C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e 

tre at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a s i n Fi g u r e  1 A  a n d br ef el di n A w a s i nj e ct e d 2  h aft er t h e l a st d o s e of I L-  2/

J E S 6 t o e n a bl e t h e d et e cti o n of I F N- γ  pr o d u cti o n i n v ari o u s T c ell s u b s et s i ntr a c ell ul arl y. W e pr o v e d 

t h at C D 2 5+ F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8+  T c ell s i n s pl e e n, li v er, a n d l u n g s pr o d u c e d I F N-γ  (Fi g u r e  5 C a n d 

D ). A g ai n, r el ati v e c o u nt s of t h e s e c ell s pr o d u ci n g I F N-γ  w er e e s p e ci all y hi g h i n t h e li v er a n d g e n er-

all y hi g h er i n t h e C D 8 +  s u b s et i n c o m p ari s o n t o t h e C D 4 +  s u b s et. N ot a bl y, T r e g c ell s i n t h e li v er of 

C 5 6 B L/ 6   mi c e  tr e at e d  wit h  I L-  2/ J E S 6  al s o  pr o d u c e d  I F N- γ  s h o wi n g  t h at  T r e g c ell s  m a y  s ur pri si n gl y  

p arti ci p at e i n s e n siti z ati o n t o L P S. I L-  2/ S 4 B 6 al m o st di d n ot i n d u c e C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8 +  T 

c ell s i n a n y ti s s u e st u di e d. T hi s a gr e e s wit h t h e pr e vi o u s fi n di n g t h at I L-  2/ S 4 B 6 s e n siti z e t o L P S o nl y 

v er y d e c e ntl y.

P r o d u c ti o n of I F N- γ  b y a n ti g e n- a c ti v a t e d o r I L- 2 / J E S 6- s ti m ul a t e d T c ell s 
d ri v e s L P S h y p e r r e a c ti vi t y
Pr e vi o u s  e x p eri m e nt s  s h o w e d  t h at  I L-  2/ J E S 6  gi v e  ri s e  t o  C D 2 5 + F o x p 3 - T  c ell s  pr o d u ci n g  I F N- γ  i n  

v ari o u s  ti s s u e s  w hi c h  i n  t ur n  l e a d s  t o  L P S  h y p err e a cti vit y.  W e  a s k e d  w h et h er  a nti g e n-  a cti v at e d  T  

c ell s, w h e n pr e s e nt i n s uf fi ci e nt n u m b er s, w er e al s o a bl e t o i n d u c e L P S h y p err e a cti vit y si n c e t h e y al s o 

pr o d u c e I F N- γ . T h u s, w e a d o pti v el y tr a n sf err e d C D 8+  O T- I a n d C D 4+  O T- II T c ell s i nt o C 5 6 B L/ 6  mi c e 

a n d a cti v at e d t h e m wit h r e s p e cti v e o v al b u mi n-  d eri v e d p e pti d e s pl u s p ol yI: C. C D 8 +  O T- I a n d C D 4+  

O T-  II T c ell s si g ni fi c a ntl y e x p a n d e d a n d alt o g et h er m a d e u p 1 2 – 1 3 % of all T c ell s i n t h e s pl e e n o n 

d a y  3  p o st  pri mi n g  ( Fi g u r e   6 A  a n d  B ).  C 5 6 B L/ 6   mi c e  wit h  pri m e d  a d o pti v el y  tr a n sf err e d  T  c ell s  

s h o w e d si g ni fi c a nt s e n siti vit y t o L P S i n c o m p ari s o n t o C 5 6 B L/ 6  mi c e wit h u n pri m e d a d o pti v el y tr a n s -

f err e d T c ell s (Fi g u r e  6 C ). I m p ort a ntl y, i nj e cti o n of a nti- I F N-γ  m A b a bro g at e d s e n siti z ati o n t o L P S i n 

C 5 6 B L/ 6   mi c e  wit h  pri m e d  a d o pti v el y  tr a n sf err e d  T  c ell s.  C 5 6 B L/ 6   mi c e  wit h o ut  a d o pti v el y  tr a n s -

f err e d C D 8+  O T- I a n d C D 4+  O T- II T c ell s a n d i m m u ni z e d wit h O V A pl u s p ol yI: C s h o w e d n o i n cr e a s e d 

s e n siti vit y t o L P S ( Fi g u r e  6 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 ).

Fi n all y, w e u s e d I F N- γ  d e fi ci e nt mi c e (I F N-γ -/-) t o pr o v e t h at I F N-γ  i s t h e k e y f a ct or m e di ati n g L P S 

h y p err e a cti vit y u p o n I L-  2/ J E S 6 a d mi ni str ati o n. I F N- γ -/- mi c e pr etr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 s h o w e d s e n si -

ti vit y t o L P S c o m p ar a bl e t o t h at of t h o s e n ot pr etr e at e d. I F N- γ  s uf fi ci e nt C 5 6 B L/ 6  mi c e pr etr e at e d 

wit h I L-  2/ J E S 6 s h o w e d dr a m ati c all y i n cr e a s e d s e n siti vit y t o L P S ( Fi g u r e  6 D  a n d  E ). Alt o g et h er, w e 

c o n cl u d e t h at I L-  2/ J E S 6 gi v e ri s e t o C D 2 5 + F o x p 3 -C D 4 +  a n d C D 8+  T c ell s pr o d u ci n g I F N-γ  i n v ari o u s 

ti s s u e s, p arti c ul arl y i n li v er. I L- 2/ J E S 6 al s o e x p a n d L P S r e s p o n si v e C D 1 1 b + C D 1 4 +  m y el oi d c ell s a n d 

i n cr e a s e e x pr e s si o n of C D 2 5 i n t h e s e c ell s. I F N-γ  l at er a ct s o n t h e s e m y el oi d c ell s a n d i n cr e a s e s t h eir 

r e s p o n si v e n e s s t o L P S (Fi g u r e  6 F ).
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Fi g u r e 5. I L- 2/ J E S 6 e x p a n d s C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s i n b ot h C D 4 +  a n d  C D 8+  s u b s et s w hi c h pr o d u c e s I F N-γ  i n v ari o u s ti s s u e s. (A )  C 5 6 B L/ 6  mi c e w er e 

tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 or I L-  2/ S 4 B 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . Mi c e w ere i. p. i nj e ct e d wit h 1 5 0  µ g/ m o u s e of br ef el di n A 2  h aft er t h e l a st d o s e of I L-  2/ J E S 6 

a n d e ut h a ni z e d 1 2  h aft er t h e i nj e cti o n of br ef el di n A. C D 4 +  a n d C D 8+  T c ell s fr o m s pl e e n, li v er, a n d l u n g w er e a n al y s e d b y fl o w c yt o m etr y f or C D 2 5 

a n d F o x p 3 e x pr e s si o n. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e ( A )  a n d a b ar gr a p h s h o wi n g m e a n ± S D i n e x p eri m e nt al gr o u p s (B )  ar e pr e s e nt e d. 

Fi g ur e 5 c o nti n u e d o n n e xt p a g e

1 6 7

https://doi.org/10.7554/eLife.62432


 R e s e ar c h  arti cl e       I m m u n ol o g y a n d I n fl a m m ati o n

T o m al a  et  al. e Lif e 2 0 2 1; 1 0: e 6 2 4 3 2. D OI: htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  7 5 5 4/  e Lif e.  6 2 4 3 2  1 0 of 2 2

Di s c u s si o n
It h a s pr e vi o u sl y b e e n s h o w n t h at I L- 2/ J E S 6 i m m u n o c o m pl e x e s p ot e ntl y e x p a n d T r e g c ell s i n vi v o a n d 

t h at t h e y c a n b e u s e d f or tr e at m e nt of v ari o u s a ut oi m m u n e di s e a s e s ( Li u e t  al., 2 0 1 1 ; W e b s t e r e t  al., 

2 0 0 9 ; Wil s o n e t  al., 2 0 0 8 ). H o w e v er, o ur r e s ult s cl e arl y d e m o n str at e t h at t h e s e i m m u n o c o m pl e x e s 

al s o  dr a m ati c all y  i n cr e a s e  s e n siti vit y  t o  L P S.  T h e  k e y  m e c h a ni s m  i s  t h e  pr o d u cti o n  of  I F N- γ  si n c e  

a d mi ni str ati o n of a nti-  I F N-γ  m A b a s w ell a s t h e u s e of I F N-γ -/- mi c e a br o g at e s t h e s e n siti z ati o n. T hi s 

r e s e m bl e s t h e s o- c all e d S c h w art z m a n-  li k e s h o c k r e a cti o n, a n e x p eri m e nt al m o d el of l et h al s y st e mi c 

i n fl a m m at or y r e a cti o n i n d u c e d b y L P S i nj e cti o n. It i s i n d u c e d b y t w o c o n s e c uti v e, r at h er l o w d o s e s of 

L P S ( pr e p ar at or y a n d pr o v o c ati v e o n e s) a n d o c c urr e n c e of t h e r e a cti o n r e q uir e s v er y e x a ct d o s a g e 

a n d c ar ef ul ti mi n g ( H e r e m a n s e t  al., 1 9 9 0 ). T h e fir st L P S i nj e cti o n i s gi v e n i nt o t h e f o ot p a d, f oll o w e d 

aft er  2 4  h  b y  a n  i. v.  d o s e.  A d mi ni str ati o n  of  a nti-  I F N-γ  m A b  w a s  f o u n d  t o  c o m pl et el y  pr e v e nt  t h e  

re a cti o n. T h u s, a pr e p ar at or y d o s e of L P S i n d u c e s pr o d u cti o n of I F N- γ  w hi c h c o n s e q u e ntl y s e n siti z e s 

i m m u n e c ell s t o b e h y p err e s p o n si v e t o a pr o v o c ati v e d o s e of L P S. C o ntr ar y t o t h e S c h w art z m a n- li k e 

s h o c k  r e a cti o n,  I L-  2/ J E S 6  i s  r e s p o n si bl e  f or  i n d u ci n g  t h e  pr o d u cti o n  of  I F N-γ  a n d  f or  s e n siti z ati o n  

t o  L P S  i n  o ur  e x p eri m e nt al  s y st e m.  A d mi ni str ati o n  of  a nti-  I F N-γ  m A b  b ef or e  I L-  2/ J E S 6  tr e at m e nt  

c o ul d, h o w e v er, h a v e t w o eff e ct s: it c o ul d pr e v e nt s e n siti z ati o n of i m m u n e c ell s t o L P S or it c o ul d 

pr ot e ct a g ai n st t h e t o xi c eff e ct of a m a s si v e pr o d u cti o n of I F N- γ  u p o n L P S i nj e cti o n si n c e I g G h a s a 

r el ati v el y l o n g h alf- lif e (Vi ei r a a n d R aj e w s k y, 1 9 8 8 ). T h u s, w e c o m p ar e d t h e eff e ct of a nti- I F N-γ  m A b 

a d mi ni st er e d eit h er b ef or e pr etr e at m e nt wit h I L-  2/ J E S 6 or aft er it, t h at i s, s h ortl y b ef or e L P S c h al -

l e n g e ( 4  h). A nti- I F N-γ  m A b h a d hi g h er pr ot e cti v e eff e ct w h e n i nj e ct e d b ef or e I L- 2/ J E S 6 pr etr e at m e nt 

(Fi g u r e  4 — fi g u r e s u p pl e m e n t 2 ) f urt h er c o n fir mi n g t h e k e y r ol e of I L- 2/ J E S 6-  i n d u c e d I F N-γ  pr o d u c-

ti o n f or s e n siti z ati o n t o L P S.

T h e k e y q u e sti o n w a s: w hi c h c ell s pr o d u c e I F N- γ  u p o n tr e at m e nt wit h I L- 2/ J E S 6 ? I F N- γ  i s n or m all y 

pr o d u c e d b y eff e ct or T c ell s aft er t h eir a cti v ati o n a n d e x p a n si o n. It r e q uir e s a T C R si g n al a n d i s si g ni fi -

c a ntl y a u g m e nt e d b y t h e pr e s e n c e of I L-  1 2 a n d I L-  1 8 ( B e r g e t  al., 2 0 0 2 ; Li e t  al., 2 0 0 5 ; N a k a ni s hi, 

2 0 1 8 ). H o w e v er, I L- 2 w a s s h o w n t o b e al s o a bl e t o pr o m ot e I F N- γ  pro d u cti o n, b ut u s u all y i n a cti v at e d 

T  c ell s,  t h at  i s,  u p o n  T C R  si g n ali n g  ( B o y m a n  a n d  S p r e n t,  2 0 1 2 ; C o u s e n s  e t  al.,  1 9 9 5 ).  H er e,  w e  

s h o w t h at a str o n g s u st ai n e d I L-  2 si g n al pr o vi d e d b y I L-  2/ J E S 6 i s a bl e t o i n d u c e pr o d u cti o n of I F N-γ  

i n T c ell s i n vi v o e v e n i n t h e a b s e n c e of a T C R si g n al, e x c e pt t h at pr o vi d e d b y s elf- M H C m ol e c ul e s. 

C o nt a ct wit h s elf-  M H C cl a s s I a n d II m ol e c ul e s (l o w af fi nit y i nt er a cti o n) i s k n o w n t o pl a y a n i m p ort a nt 

r ol e i n h o m e o st a si s of n aï v e C D 8 +  a n d C D 4+  T c ell s, r e s p e cti v el y (Ki e p e r e t  al., 2 0 0 4 ; S p r e n t a n d 

S u r h,  2 0 1 1 ), b ut s h o ul d n ot e n d o w t h e s e c ell s wit h t h e c a p a cit y t o e x pr e s s eff e ct or f u n cti o n s li k e 

I F N-γ  pr o d u cti o n (Ki e p e r e t  al., 2 0 0 4 ). W e s a w t h e hi g h e st r el ati v e c o u nt s of I F N-γ - pr o d u ci n g T c ell s 

i n C D 2 5+ F o x p -C D 4 +  a n d C D 8+  p o p ul ati o n s. N e v ert h el e s s, C D 4+ C D 2 5 + F o x p +  Tr e g c ell s al s o pr o d u c e d 

I F N-γ  i n I L- 2/ J E S 6-  tr e at e d mi c e, p arti c ul arl y i n li v er (Fi g u r e  5 C a n d D ). O n e si m pl e e x pl a n ati o n c o ul d 

b e t h at t h e str o n g s u st ai n e d I L-  2 si g n al pr o vi d e d b y I L-  2/ J E S 6 al s o i n d u c e s pr o d u cti o n of I F N- γ  i n Tr e g 

c ell s. H o w e v er, w e s p e c ul at e t h at t h e I F N- γ  pr o d u c e d b y C D 2 5+ F o x p -C D 4 +  a n d C D 8+  c ell s m a y b e a 

tri g g er f or I F N-γ  pr o d u cti o n i n Tr e g c ell s si n c e it w a s s h o w n pr e vi o u sl y t h at Tr e g c ell s c a n b e c o n v ert e d 

i nt o I F N-γ - pr o d u ci n g c ell s, e s p e ci all y i n a str o n gl y pr o- i n fl a m m at or y mili e u (K o e n e c k e e t  al., 2 0 1 2 ) 

a n d/ or i n t h e pr e s e n c e of I F N- γ  (W o o d a n d S a wi t z ki, 2 0 0 6 ). O n t h e ot h er h a n d, Tr e g c ell s s e e m s t o 

b e di s p e n s a bl e f or s e n siti z ati o n t o L P S vi a I L-  2/ J E S 6 a s a d mi ni str ati o n of a nti-  C D 4 m A b h a d n o eff e ct 

(Fi g u r e  2 D ). T hi s s h o w s t h at C D 8+  T c ell s c a n s u b stit ut e C D 4+  T c ell s i n t h e pr o c e s s of s e n siti z ati o n, 

h o w e v er, c o m pl et e a b s e n c e of T c ell s a b oli s h e s it ( Fi g u r e  4 D ).

It h a s b e e n s h o w n t h at tr e at m e nt wit h nitrit e ( N O2 ¯), a n i m p ort a nt bi ol o gi c al N O r e s er v oir i n v a s c u-

l at ur e  a n d  ti s s u e s,  si g ni fi c a ntl y  att e n u at e s  h y p ot h er mi a,  ti s s u e  i nf ar cti o n  a n d  m ort alit y  i n  a  m o u s e  

s h o c k m o d el i n d u c e d b y a l et h al T N F- α  or L P S c h all e n g e (C a u w el s e t  al., 2 0 0 9 ). W e t h er ef or e a s k e d 

I ntr a c ell ul ar pr o d u cti o n of I F N-γ  i n diff er e nt s u b p o p ul ati o n s of T c ell s a s s h o w n i n A, w a s d et er mi n e d. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o u s e 

(C )  a n d a b ar gr a p h s h o wi n g m e a n ± S D i n e x p eri m e nt al gr o u p s (D )  ar e pr e s e nt e d. A n al y si s of T c ell s fr o m s pl e e n a n d li v er w a s c arri e d o ut i n t h e s a m e 

e x p eri m e nt, b ut a n al y si s of T c ell s fr o m t h e l u n g s w a s d o n e i n a s e p ar at e e x p eri m e nt. All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 3 

t e c h ni c al r e pli c at e s. D at a w er e a n al y s e d u si n g a n u n p air e d t w o- t ail e d St u d e nt’s t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o c o ntr ol are s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a f or fi g ur e 5:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  5 , p a n el s B a n d D.

Fi g ur e 5 c o nti n u e d
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Fi g u r e 6. I F N-γ  pr o d u c e d b y a cti v at e d a nti g e n- s p e ci fi c T c ell s or b y T c ell s sti m ul at e d wit h I L-  2/ J E S 6, i s a cr u ci al m e di at or of L P S h y p err e a cti vit y. 

P uri fi e d C D 8 +  a n d C D 4+  T c ell s fr o m O T- I/ L y 5. 1 a n d O T- II/ L y 5. 1 mi c e ( 2 a n d 4 × 1 06  / m o u s e r e s p e cti v el y), w er e a d o pti v el y tr a n sf err e d ( A T) t o 

C 5 6 B L/ 6  mi c e. O n e d a y l at er, mi c e w er e i. p. i nj e ct e d wit h P B S ( C o ntr ol), wit h b ot h O T-  I a n d O T- II s p e ci fi c p e pti d e s pl u s p ol yI: C ( 7 5  µ g/ mi c e) or wit h t h e 

l att er pl u s α I F N-γ  m A b ( 2 5 0  µ g). E x p a n si o n of A T T c ell s w a s d et er mi n e d 3 d p o st sti m ul ati o n b y fl o w c yt o m etr y. D ot pl ot s s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e 
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w h et h er  nitrit e  c o ul d  pr ot e ct,  at  l e a st  t o  s o m e  e xt e nt,  I L-  2/ J E S 6  pr etr e at e d  mi c e  c h all e n g e d  wit h  

L P S, si n c e w e o b s er v e d v er y hi g h s er u m l e v el s of T N F- α  i n t h e s e mi c e ( Fi g u r e   1 E ). I n d e e d, nitrit e 

w a s c o n si d er a bl y eff e cti v e i n l o w eri n g h y p ot h er mi a a n d m ort alit y ( Fi g u r e  1 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 ) 

s h o wi n g t h at a m a s si v e pr o d u cti o n of T N F- α  i s a d o mi n a nt p at h o g e ni c f a ct or r e s p o n si bl e f or r a pi d 

o n s et of h y p ot h er mi a i n I L-  2/ J E S 6 s e n siti z e d mi c e c h all e n g e d wit h L P S. P at h o g e ni c eff e ct s t h at o c c ur 

l at er  o n  are  m e di at e d  b y  ot h er  c yt o ki n e s,  p arti c ul arl y  b y  I F N- γ .  T hi s  i s  s u p p ort e d  b y  t h e  f a ct  t h at  

s er u m l e v el s of T N F- α  p e a k v er y e arl y ( 1 – 2  h) p o st L P S c h all e n g e w hil e s er u m l e v el s of I F N- γ  p e a k 

ar o u n d 6  h ( Fi g u r e  4 A ).

Tr e at m e nt  wit h  I L-  2/ J E S 6  n ot  o nl y  aff e ct e d  T  c ell  p o p ul ati o n s  b ut  t o  o ur  s ur pri s e  al s o  aff e ct e d  

s o m e m y el oi d c ell p o p ul ati o n s, p arti c ul arl y C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s ( m o n o c yt e s/ m a cr o p h a g e s). Alt h o u g h 

I L- 2 i s a pl ei otr o pi c c yt o ki n e, it h a s sti m ul at or y a cti vit y m o stl y f or c ell s of l y m p h oi d ori gi n, e s p e ci all y 

f or  Tr e g,  r e c e ntl y  a cti v at e d  T,  m e m or y  C D 8+  T,  a n d  N K  c ell s  ( B o y m a n  e t  al.,  2 0 1 0 ; M al e k,  2 0 0 8 ; 

S h a r m a  a n d  D a s,  2 0 1 8 ; Y u  e t  al.,  2 0 0 0 ).  I n cr e a s e d  c o u nt s  of  C D 1 1 b+ C D 1 4 +  c ell s  i n  r e s p o n s e  t o  

I L- 2/ J E S 6 ar e t h u s i ntri g ui n g. W e t e st e d t h e h y p ot h e si s t h at T c ell s u p o n sti m ul ati o n wit h I L-  2/ J E S 6 

d o n ot pr o d u c e G M-  C S F b ut n o pr o d u cti o n of t hi s c yt o ki n e w a s f o u n d. H o w e v er, t h er e i s a r e p ort 

s h o wi n g t h at cl o n o g e ni c c o m m o n l y m p h oi d pr o g e nit or ( C L P), a b o n e m arr o w-  r e si d e nt c ell t h at gi v e s 

ri s e e x cl u si v el y t o l y m p h o c yt e s, c a n b e r e dir e ct e d t o t h e m y el oi d li n e a g e b y sti m ul ati o n t hr o u g h a n 

e x o g e n o u sl y  e x pr e s s e d  I L-  2  r e c e pt or  ( K o n d o  e t  al.,  2 0 0 0 ).  A ut h or s  s u g g e st  t h at  C L P s  a n d  pr o- T  

c ell s m a y h a v e a l at e nt gr a n ul o c yt e/ m o n o c yt e li n e a g e diff er e nti ati o n pr o gr a m t h at c a n b e i niti at e d b y 

si g n ali n g t hr o u g h t h e r e c o n stit ut e d I L-  2 r e c e pt or. W e h y p ot h e si z e t h at a str o n g I L-  2 si g n al pr o vi d e d 

b y I L-  2/ J E S 6 m a y l e a d t o a si mil ar eff e ct. N e v ert h el e s s, t hi s h y p ot h e si s r e q uir e s t h at at l e a st a fr a cti o n 

of C L P s e x pr e s s c o m pl et e tri m eri c I L-  2 R at s o m e st a g e of t h eir d e v el o p m e nt. E v e n l o w e x pr e s si o n 

l e v el s s h o ul d b e s uf fi ci e nt si n c e it h a s b e e n pr e vi o u sl y s h o w n t h at I L-  2/ J E S 6 f e e d s b a c k o nt o C D 2 5 

e x pr e s si o n ( S p a n gl e r e t  al., 2 0 1 5 ).

A n i nt er e sti n g f e at ur e of I L-  2/ J E S 6 tr e at m e nt i s t h e i n cr e a s e d c o u nt s of C D 4 5 +  c ell s (i. e. a n y h a e m a-

t o p oi eti c c ell s, e x c e pt er yt hr o c yt e s) i n t h e li v er ( Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 6 ). T hi s i n cr e a s e w a s 

f o u n d  b ot h  i n  t h e  T  c ell  p o p ul ati o n  ( s e e  l at er)  a s  w ell  a s  i n  C D 1 1 b+ C D 1 4 +  c ell s  ( Fi g u r e   3 — fi g u r e 

s u p pl e m e n t 6 B  a n d C). A d e c e nt i n cr e a s e i n c o u nt s of C D 1 1 b+ C D 1 4 +  c ell s w a s al s o f o u n d i n t h e l u n g s 

(Fi g u r e  3 — fi g u r e s u p pl e m e n t 7 ). W e b eli e v e t h at a c c u m ul ati o n of t h e s e c ell s i n li v er a n d l u n g s mi g ht 

si g ni fi c a ntl y c o ntri b ut e t o t h e p at h ol o gi c al eff e ct s s e e n aft er L P S c h all e n g e i n I L-  2/ J E S 6 pr etr e at e d 

mi c e, si n c e t h e s e c ell s ar e li k el y t o b e s e n siti z e d t o L P S vi a I F N- γ  pr o d u c e d b y C D 2 5 +  T c ell s. T hi s 

i s n ot t h e c a s e wit h I L- 2/ S 4 B 6 pr etr e at m e nt a s t h er e ar e m u c h f e w er I F N- γ - pr o d u ci n g C D 2 5+  T c ell s 

(Fi g u r e  5 ). F urt h er, tr e at m e nt wit h I L- 2/ J E S 6 p er s e i n d u c e s m or e s e v er e l u n g o e d e m a i n c o m p ari s o n 

t o tr e at m e nt wit h I L- 2/ S 4 B 6, w hi c h c o ul d c o ntri b ut e t o t h e m or bi dit y a n d m ort alit y aft er L P S c h all e n g e 

t o s o m e e xt e nt (Fi g u r e  1 — fi g u r e s u p pl e m e n t 2 ).

W e i nj e ct e d b ot h I L-  2/ J E S 6 a n d L P S i nt o mi c e vi a i. p. i nj e cti o n s. T h er e i s a p o p ul ati o n of m a cr o -

p h a g e s i n t h e p erit o n e al c a vit y ( C a s s a d o e t  al., 2 0 1 5 ) a n d t h er ef or e w e a s k e d w h et h er t h e s e c ell s 

mi g ht c o ntri b ut e t o t h e L P S s e n siti vit y. H o w e v er, a d o pti v e tr a n sf er of p erit o n e al e x u d at e c ell s fr o m 

mi c e  i. p.  i nj e ct e d  wit h  I L-  2/ J E S 6  di d  n ot  i n cr e a s e  s e n siti vit y  t o  L P S  i n  a d o pti v el y  tr a n sf err e d  mi c e.  

M or e o v er , i. v. a d mi ni str ati o n of I L- 2/ J E S 6 l e a d s t o t h e s a m e l e v el of L P S s e n siti vit y i n c o m p ari s o n t o 

i. p. a d mi ni str ati o n. T h er ef or e, w e c a n r ul e o ut t h e i d e a t h at p erit o n e al m a cr o p h a g e s pl a y a n i m p ort a nt 

r ol e.

m o u s e ( A )  o ut of t w o mi c e a n al y s e d b y fl o w c yt o m etr y a n d a b ar gr a p h s h o wi n g m e a n ± S D (B )  ar e pr e s e nt e d. (C )  T hr e e gr o u p s of C 5 6 B L/ 6  mi c e 

d e s cri b e d a b o v e a n d o n e c o ntr ol gr o u p ( n o A T) w er e c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of M N L D). ( D ) I F N-γ -/- a n d n or m al C 5 6 B L/ 6  mi c e (I F N-γ +/ + ) w er e tr e at e d 

wit h I L-  2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of M N L D) a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A . I F N-γ -/- C 5 6 B L/ 6  mi c e c h all e n g e d wit h t h e s a m e d o s e of L P S w er e u s e d 

a s t h e c o ntr ol. ( E )  D at a p o ol e d fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s ( n = 1 3 – 1 6 t e c h ni c al r e pli c at e s) d e s cri b e d i n D s h o wi n g b o d y t e m p er at ur e of mi c e 

8  h aft er L P S c h all e n g e. ( F )  S c h e m e s h o wi n g t h e pr o p o s e d m e c h a ni s m of h o w I L- 2/ J E S 6 i n d u c e s L P S h y p err e a cti vit y. E x p eri m e nt s A-  D w er e d o n e at 

l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 2 – 6 t e c h ni c al r e pli c at e s. D at a w ere a n al y s e d u si n g u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s t- t e st. Si g ni fi c a nt diff er e n c e s t o 

c o ntr ol ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * * p ≤ 0. 0 0 1).

T h e o nli n e v er si o n of t hi s arti cl e i n cl u d e s t h e f oll o wi n g s o ur c e d at a a n d fi g ur e s u p pl e m e nt( s) f or fi g ur e 6:

S o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  6 , p a n el s B- E.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1. I m m u ni z ati o n wit h o v al b u mi n pl u s p ol y I: C d o e s n ot i n cr e a s e s e n siti vit y t o L P S.

Fi g u r e s u p pl e m e n t 1 — s o u r c e d a t a 1. S o ur c e d at a f or Fi g u r e  6 — fi g u r e s u p pl e m e n t 1 .
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W e f o u n d si g ni fi c a ntl y i n cr e a s e d c o u nt s of T c ell s i n t h e li v er of mi c e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 or I L-  2/

S 4 B 6 ( Fi g u r e  5 A ). W e d o n ot k n o w t h e m e c h a ni s m of T c ell a c c u m ul ati o n i n t h e li v er u p o n tr e at m e nt 

wit h eit h er I L-  2 c o m pl e x e s, h o w e v er, w e c a n s p e c ul at e t h at I L-  2 c o m pl e x e s ( M w   ~ 1 9 0  k D a) ar e e a sil y 

a c c e s si bl e i n t h e li v er i nt er stiti u m d u e t o t h e m a s si v e f e n e str ati o n of c a pill ari e s i n t hi s or g a n ( D e L e v e, 

2 0 1 5 ). It s e e m s t h at t h e li v er a n d s e c o n d ar y l y m p h oi d or g a n s ar e t h e sit e s w h er e i n cr e a s e d n u m b er s 

of C D 1 1 b + C D 1 4 +  a n d I F N-γ - pr o d u ci n g T c ell s c ol o c ali z e u p o n I L- 2/ J E S 6 tr e at m e nt, a n d t hi s f e at ur e 

g o v er n s L P S h y p err e s p o n si v e n e s s.

M a t e ri al s a n d m e t h o d s

 C o nti n u e d o n n e xt p a g e

K e y r e s o u r c e s t a bl e 

R e a g e n t t y p e 
( s p e ci e s) o r 
r e s o u r c e D e si g n a ti o n S o u r c e o r r ef e r e n c e I d e n ti fi e r s A d di ti o n al i nf o r m a ti o n

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 3-  e Fl u or  4 5 0 
( cl o n e: 1 7 A 2; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #: 4 8-  0 0 3 2-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 2 7 2 1 9 3 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 3 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 8 a-  P er C P-  
C y a ni n e 5. 5 ( cl o n e: 5 3 – 6. 7; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  4 5-  0 0 8 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 0 0 4 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 1 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 1 1 b-  Al e x a 
Fl u or 7 0 0 ( cl o n e: M 1/ 7 0; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  5 6-  0 1 1 2-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 0 0 4 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 3 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 1 1 b-  e Fl u or 4 5 0 
( cl o n e: M 1/ 7 0; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  4 8-  0 1 1 2-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 5 8 2 2 3 6 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 5 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 1 4-  FI T C  ( cl o n e: 
S a 2-  8; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 1-  0 1 4 1-  8 5; 
R RI D: A B _ 4 6 4 9 5 0 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 2 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 2 5-  A P C  ( cl o n e: 
P C 6 1. 5; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #: 1 7-  0 2 5 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 9 3 6 6 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 5 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 2 5-  e Fl u or  4 5 0 
( cl o n e: P C 6 1. 5; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #: 4 8-  0 2 5 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 0 6 7 1 5 5 0 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 4 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 4 5. 1-  
A P C ( cl o n e: A 2 0; m o u s e 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 7-  0 4 5 3-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 9 3 9 8 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 2 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  L y-  6 C-  A P C-  
e Fl u or 7 8 0 ( cl o n e: H K 1. 4; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  4 7-  5 9 3 2-  8 2; 
R RI D: A B _ 2 5 7 3 9 9 2 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 2 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e M H C Cl a s s II (I-  A/I-  
E)-  FI T C ( cl o n e: M 5/ 1 1 4. 1 5. 2; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 1-  5 3 2 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 5 2 3 2 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 3 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 4 5. 1-  e Fl u or 
4 5 0 ( cl o n e: A 2 0; m o u s e 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  4 8-  0 4 5 3-  8 2; 
R RI D: A B _ 1 2 7 2 1 8 9 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 2 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 4 5/ B 2 2 0-  
H ori z o nt V 5 0 0 ( cl o n e: R A 3-  6 B 2; 
r at m o n o cl o n al) B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 1 2 2 6; 
R RI D: A B _ 1 0 5 6 3 9 1 0 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 1 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  C D 3 e-  H ori z o nt 
V 5 0 0 ( cl o n e: 5 0 0 A 2; S yri a n 
h a m st er m o n o cl o n al)  B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 0 7 7 1; 
R RI D: A B _ 1 9 3 7 3 1 4 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 3 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 4-  H ori z o nt  V 5 0 0 
( cl o n e: R M 4. 5; r at m o n o cl o n al)  B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 0 7 8 2; 
R RI D: A B _ 1 9 3 7 3 2 7 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 4 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 4-  P er C P  ( cl o n e: 
R M 4-  5; r at m o n o cl o n al)  B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 5 3 0 5 2; 
R RI D: A B _ 3 9 4 5 8 7 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 2 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  C D 8 a-  V 5 0 0  ( cl o n e: 
5 3 – 6. 7; r at m o n o cl o n al)  B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 0 7 7 6; 
R RI D: A B _ 1 9 3 7 3 1 7 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 8 0)
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R e a g e n t t y p e 
( s p e ci e s) o r 
r e s o u r c e D e si g n a ti o n S o u r c e o r r ef e r e n c e I d e n ti fi e r s A d di ti o n al i nf o r m a ti o n

A nti b o d y

A nti-  m o u s e  L y-  6 G-  Al e x a 
Fl u or 7 0 0 ( cl o n e: 1 A 8; r at 
m o n o cl o n al) B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 1 2 3 6; 
R RI D: A B _ 1 0 6 1 1 8 6 0 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 8 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  Si gl e c-  F-  P E  ( cl o n e: 
E 5 0-  2 4 4 0; r at m o n o cl o n al)  B D Bi o s ci e n c e s

C at #: 5 6 2 0 6 8; 
R RI D: A B _ 3 9 4 3 4 1 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 1 0 0)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  T L R 4-  A P C  ( cl o n e: 
S A 1 5-  2 1; r at m o n o cl o n al)  Bi o L e g e n d

C at #: 1 4 5 4 0 6; 
R RI D: A B _ 2 5 6 2 5 0 3 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1: 3 0 0)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e T N F al p h a-  
P E ( cl o n e: M P 6-  X T 2 2; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 2-  7 3 2 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 6 1 9 9 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 0. 3 5  µ L/t e st)

A nti b o d y
A nti-  F O X P 3-  P E  ( cl o n e: 
F J K/ 1 6  s; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #: 1 2-  5 7 7 3-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 5 9 3 6 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 1  µ L/t e st)

A nti b o d y

A nti-  m o u s e I F N g a m m a-  
P E ( cl o n e: X M G 1. 2; r at 
m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 2-  7 3 1 1-  8 2; 
R RI D: A B _ 4 6 6 1 9 3 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 0. 3 5  µ L/t e st)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e C D 1 6/ 3 2 ( cl o n e: 
0 3; r at m o n o cl o n al) e Bi o s ci e n c e

C at #:  1 4-  0 1 6 1-  8 6; 
R RI D: A B _ 4 6 7 1 3 5 Fl o w C yt o m etr y: ( dil uti o n 0. 5  µ g/t e st)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e I F N g a m m a ( cl o n e: 
X M G 1. 2; r at m o n o cl o n al)  Bi o X C ell

C at #: B E 0 0 5 5; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 6 9 4

I n vi v o I F N g a m m a n e utr ali z ati o n ( d o s e: 
2 5 0  µ g/ m o u s e)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e I L-  2 ( cl o n e: J E S 6-  
1 A 1 2; r at m o n o cl o n al)  Bi o X C ell

C at #: B E 0 0 4 3; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 7 0 2

I n vi v o I L- 2 r e c e pt or sti m ul ati o n a s a c o m pl e x 
wit h I L-  2 ( d o s e: 1. 5  µ g / m o u s e)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e  I L-  2  ( cl o n e:  S 4 B 6-  1; 
r at m o n o cl o n al) Bi o X C ell

C at #:  B E 0 0 4 3-  1; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 7 0 5

I n vi v o I L- 2 r e c e pt or sti m ul ati o n a s a c o m pl e x 
wit h I L-  2 ( d o s e: 1. 5  µ g / m o u s e)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e C D 4 ( cl o n e: G K 1. 5; 
r at m o n o cl o n al) Bi o X C ell

C at #:  B E 0 0 0 3-  1; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 6 3 6

I n vi v o C D 4+  T c ell d e pl eti o n ( d o s e: 5 0  µ g /
m o u s e)

A nti b o d y
A nti-  m o u s e C D 2 5 ( cl o n e: 
P C 6 1. 5; r at m o n o cl o n al)  Bi o X C ell

C at #: B E 0 0 1 2; 
R RI D: A B _ 1 1 0 7 6 1 9

I n vi v o r e g ul at or y T c ell d e pl eti o n ( d o s e: 
5 0  µ g / m o u s e)

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt C a s c 3 f or Si g m a-  Al dri c h 5́ - T T C G A G G T G T G C C T A A C C A-  3́

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt C a s c 3 r e v Si g m a-  Al dri c h 5́ -  G C T T A G C T C G A C C A C T C T G G-  3́

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt H 6 p d f or Si g m a-  Al dri c h 5́ -  G G A T  T G T G  T T T A  A G A A  T C G G G-  3́

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt H 6 p d r e v Si g m a-  Al dri c h 5́ - A G T A G G C G T C T T G C T C-  3́

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt Tlr 4 f or Si g m a-  Al dri c h 5́ -  G A T C  A T G G  C A C T  G T T C  T T C T C-  3́

S e q u e n c e-  b a s e d 
R e a g e nt Tlr 4 r e v Si g m a-  Al dri c h 5́ -  C A C A C C T G G A T A A A T C C A G C-  3́

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d 
(S al m o n ell a 
T y p h y m uri u m ) L T 2  ( S-  str ai n)

Gift fr o m Dr. H. 
Ni k ai d o ( U ni v er sit y of 
C alif or ni a, B er k el e y) L P S i s ol ati o n

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; F e m al e)  B A L B/ c (H-  2 d )

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y a n d 
I n stit ut e of P h y si ol o g y 
of t h e C z e c h 
A c a d e m y of S ci e n c e s

 C o nti n u e d

 C o nti n u e d o n n e xt p a g e
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R e a g e n t t y p e 
( s p e ci e s) o r 
r e s o u r c e D e si g n a ti o n S o u r c e o r r ef e r e n c e I d e n ti fi e r s A d di ti o n al i nf o r m a ti o n

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; M al e)  C 5 7 B L/ 6 (H-  2 b )

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y a n d 
I n stit ut e of P h y si ol o g y 
of t h e C z e c h 
A c a d e m y of S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; F e m al e)  C D 1 n u d e mi c e ( N u/ N u)

A ni m al f a cilit y of 
M a s ar y k U ni v er sit y, 
C z e c h R e p u bli c

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s,  C 5 7 B L/ 6  J)

Tr a n s g e ni c O V A-  s p e ci fi c T c ell s 
( O T- I)  mi c e

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y of t h e 
C z e c h A c a d e m y of 
S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s,  C 5 7 B L/ 6  J)

Tr a n s g e ni c O V A-  s p e ci fi c T c ell s 
( O T- II)  mi c e

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y of t h e 
C z e c h A c a d e m y of 
S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; C 5 7 B L/ 6  J) I F N g a m m a d e fi ci e nt (If n g-/-)

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y of t h e 
C z e c h A c a d e m y of 
S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; C 5 7 B L/ 6  J)  M y D 8 8 d e fi ci e nt (M y d 8 8 -/-)

I n stit ut e of M ol e c ul ar 
G e n eti c s of t h e C z e c h 
A c a d e m y of S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s ; C 5 7 B L/ 6  J)  R a g 1 d e fi ci e nt (R a g 1 -/-)

I n stit ut e of M ol e c ul ar 
G e n eti c s of t h e C z e c h 
A c a d e m y of S ci e n c e s

Str ai n, Str ai n 
B a c k gr o u n d ( M u s 
m u s c ul u s,  C 5 7 B L/ 6  J)  B 6. S J L ( L y 5. 1)

I n stit ut e of 
Mi cr o bi ol o g y of t h e 
C z e c h A c a d e m y of 
S ci e n c e s

P e pti d e, 
R e c o m bi n a nt Pr ot ei n  R e c o m bi n a nt M uri n e I L-  2 P e pr o T e c h C at #: 2 1 2 – 1 2 P uri fi e d fr o m E. c oli

C o m m er ci al A s s a y 
or Kit

M o u s e T N F-  al p h a D u o S et 
E LI S A R & D S y st e m s  C at #: D Y 4 1 0

C o m m er ci al A s s a y 
or Kit

M o u s e I F N-  g a m m a D u o S et 
E LI S A R & D S y st e m s  C at #: D Y 4 8 5

C o m m er ci al A s s a y 
or Kit

M o u s e I L-  1 b et a/I L-  1 F 2 D u o S et 
E LI S A R & D S y st e m s  C at #: D Y 4 0 1

C o m m er ci al A s s a y 
or Kit M o u s e I L-  1 2 p 7 0 D u o S et E LI S A  R & D S y st e m s  C at #: D Y 4 1 9

C o m m er ci al A s s a y 
or Kit M o u s e I L-  6 D u o S et E LI S A  R & D S y st e m s  C at #: D Y 4 0 6

C h e mi c al 
C o m p o u n d, Dr u g  Br ef el di n A Si g m a-  Al dri c h C at #: B 7 6 5 1 1 5 0  µ g/ m o u s e

S oft w ar e, Al g orit h m Fl o w J o    Tr e e St ar R RI D: S C R _ 0 0 8 5 2 0

S oft w ar e, Al g orit h m  Gr a p h P a d Pri s m    Gr a p h P a d  S oft w ar e R RI D: S C R _ 0 0 2 7 9 8

Ot h er A C K L y si n g B uff er
T h er m o Fi s h er 
S ci e nti fi c C at #: A 1 0 4 9 2 0 1 R e d bl o o d c ell l y si s

Ot h er C oll a g e n a s e D
Si g m a-  Al dri c h 
( R o c h e) C at #: 1 1 0 8 8 8 5 8 0 0 1 1  m g/ m L

 C o nti n u e d

 C o nti n u e d o n n e xt p a g e
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R e a g e n t t y p e 
( s p e ci e s) o r 
r e s o u r c e D e si g n a ti o n S o u r c e o r r ef e r e n c e I d e n ti fi e r s A d di ti o n al i nf o r m a ti o n

Ot h er

F o x p 3/ Tr a n s cri pti o n F a ct or 
Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n 
C o n c e ntr at e a n d Dil u e nt e Bi o s ci e n c e C at #:  0 0-  5 5 2 1-  0 0

Ot h er
P ol yi n o si ni c-  p ol y c yti d yli c  a ci d 
p ot a s si u m s alt ( P ol y I: C) Si g m a-  Al dri c h C at #: P 9 5 8 2 7 5  µ g/ m o u s e

Ot h er
5-  Br o m o-  2 ′- d e o x y uri di n e 
( Brd U)

Si g m a-  Al dri c h 
( R o c h e) C at #: 1 0 2 8 0 8 7 9 0 0 1 0. 5  µ g/ m o u s e i. p., 0. 8  m g/ m L p. o.

Ot h er T RI z ol R e a g e nt
T h er m o Fi s h er 
S ci e nti fi c (I n vitr o g e n) C at #: 1 5 5 9 6 0 2 6

Ot h er T U R B O D N a s e
T h er m o Fi s h er 
S ci e nti fi c C at #: A M 2 2 3 8

Ot h er
S u p er S cri pt I V R e v er s e 
Tr a n s cri pt a s e

T h er m o Fi s h er 
S ci e nti fi c C at #: 1 8 0 9 0 0 1 0

 C o nti n u e d

Mi c e
B A L B/ c ( H-  2 d ) a n d C 5 7 B L/ 6 (H-  2 b ) mi c e w er e o bt ai n e d fr o m a br e e di n g c ol o n y at t h e I n stit ut e of 

Mi cr o bi ol o g y or I n stit ut e of P h y si ol o g y of t h e C z e c h A c a d e m y of S ci e n c e s ( Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c). 

At h y mi c C D 1 n u d e mi c e ( N u/ N u) w er e a c q uir e d fr o m t h e a ni m al f a cilit y of M a s ar y k U ni v er sit y ( Br n o, 

C z e c h R e p u bli c). Tr a n s g e ni c O T-  I a n d O T- II mi c e, If n g-/-, M y d 8 8 -/- a n d R a g 1 -/- mi c e a n d B 6. S J L ( L y 5. 1) 

mi c e w er e br e d a n d k e pt at m o u s e f a ciliti e s at t h e I n stit ut e of M ol e c ul ar G e n eti c s or t h e I n stit ut e 

of  Mi cr o bi ol o g y  of  t h e  C z e c h  A c a d e m y  of  S ci e n c e s  ( Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c).  Mi c e  w er e  u s e d  at  

9 – 1 5  w e e k s of a g e.

M o n o cl o n al a n ti b o di e s ( M A b s)
T h e f oll o wi n g  a nti-  m o u s e  m A b s  w er e  u s e d  f or  s urf a c e  st ai ni n g  d uri n g  fl o w  c yt o m etr y:  C D 3-  e Fl u or  

4 5 0, C D 8-  P er C P-  C y 5. 5, C D 1 1 b-  Al e x a Fl u or 7 0 0, C D 1 1 b-  e Fl u or 4 5 0, C D 1 4-  FI T C, C D 2 5-  A P C, C D 2 5-  

e Fl u or  4 5 0,  C D 4 5. 1-  A P C,  L y 6 C-  A P C-  e Fl u or  7 8 0,  I-  A/ E-  FI T C  ( e Bi o s ci e n c e,  S a n  Di e g o,  C A,  U S A),  

C D 4 5. 1-  e Fl u or  4 5 0,  C D 4 5 R-  H ori z o nt  V 5 0 0,  C D 3-  H ori z o nt  V 5 0 0,  C D 4-  H ori z o nt  V 5 0 0,  C D 4-  P er C P,  

C D 8-  H ori z o nt V 5 0 0, L y 6 G-  Al e x a Fl u or 7 0 0, Si gl e c F-  P E ( B D Bi o s ci e n c e s, S a n J o s e, C alif or ni a, U S A) a n d 

T L R 4-  A P C ( Bi o L e g e n d, S a n Di e g o, C a, U S A). F or i ntr a c ell ul ar st ai ni n g, t h e f oll o wi n g a nti-  m o u s e m A b s 

w er e u s e d: T N F α - P E, F o x p 3- a n d I F Nγ - P E ( e Bi o s ci e n c e; S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A). F c- bl o c k ( a nti-  

C D 1 6/ C D 3 2 m A b s; e Bi o s ci e n c e, S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A) w a s u s e d b ot h i n s urf a c e a n d i ntr a c el -

l ul ar st ai ni n g. F or E LI S A, m at c h e d a nti- m o u s e c a pt ur e m A b a n d bi oti n yl at e d d et e cti o n m A b a g ai n st 

T N F- α , I F N-γ ,  I L- 1 β , I L- 1 2 a n d I L-  6 w er e u s e d ( R & D S y st e m, Mi n n e a p oli s, Mi n n e s ot a, U S A). Bl o c ki n g 

a nti-  m o u s e C D 2 5 ( P C 6 1. 5), C D 4 ( G K 1. 5) a n d a nti- I F N-γ  ( X M G 1. 2) m A b s, a s w ell a s a nti-  mI L-  2 m A b s 

f or pr e p ari n g I L- 2 c o m pl e x e s ( S 4 B 6, J E S 6-  1 A 1 2), w er e o bt ai n e d fr o m Bi o X c ell ( L e b a n o n, N e w H a m p -

s hir e, U S A).

I L- 2 / J E S 6- 1 a n d I L- 2 / S 4 B 6 c o m pl e x e s
C o m pl e x e s  w er e  pr e p ar e d  b y  mi xi n g  r e c o m bi n a nt  m o u s e  I L-  2  ( P e pr ot e c h,  Cr a n b ur y,  N e w  J er s e y,  

U S A)  wit h  a nti-  I L- 2  m A b  S 4 B 6  or  J E S 6-  1 A 1 2  ( b ot h  r e a g e nt s  w er e  i n  P B S)  at  m ol ar  r ati o  2: 1.  Aft er  

1 5  mi n ( mi n) i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e, t h e c o m pl e x e s w er e dil ut e d wit h P B S t o t h e d e sir e d 

c o n c e ntr ati o n b ef or e a p pli c ati o n.

I s ol a ti o n of L P S
B a ct eri al c ult ur e ( S. t y p h y m uri u m  L T 2, S- str ai n; a ki n d gift fr o m Dr. H. Ni k ai d o, U ni v er sit y of C alif or ni a, 

B er k el e y, U S A) w a s fir st c ulti v at e d o n a g ar ( N utri e nt a g ar nr. 2, Hi M e di a L a b or at ori e s, M u m b ai, I n di a) 

i n  a  p etri  di s h  a n d  t h e n  tr a n sf err e d  t o  a n  Erl e n m a y er  fl a s k  wit h  li q ui d  m e di a  ( 1 5 0   ml,  M R S  Br ot h,  

O x oi d, H a m p s hir e, U K). T h e b a ct eri al c ult ur e w a s c ulti v at e d at 3 7 ° C f or u p t o 2 4  h ( h) i n or d er t o r e a c h 

t h e e x p o n e nti al gr o wt h p h a s e a c c or di n g t o m e a s ur e d O D ( ~ 5 × 1 0 8 / ml b a ct eri a). N e xt, it w a s tr a n s -

f err e d t o t h e s oli d s u b str at e ( 1 2  g N utri e nt a g ar nr. 2, 3. 5  g a g ar, 1 5  g gl u c o s e, 3 0 0  ml w at er) i n 2 l gl a s s 
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c ulti v ati o n b ottl e s b y R o u x ( 4  ml i n o c ul u m/ b ottl e). B ottl e s w er e c ult ur e d f or 2 4  h at 3 7 ° C. B ottl e s w er e 

w a s h e d wit h P B S a n d b a ct eri a w er e r e m o v e d fr o m t h e s urf a c e of t h e s u b str at e wit h a gl a s s r o d. T h e 

a c q uir e d s u s p e n si o n w a s filt er e d t hr o u g h t h e g a u z e, a n d b a ct eri a w er e kill e d wit h 2 % p h e n ol ( Si g m a-  

Al dri c h, St. L o ui s, Mi s s o uri, U S A) i n et h a n ol ( 9 6 %; L a c h n er, N er at o vi c e, C z e c h R e p u bli c) a n d d ei o ni z e d 

w at er at r o o m t e m p er at ur e. Vi a bilit y of t h e b a ct eri a w a s t e st e d b y pl ati n g o n a n e w a g ar p etri di s h 

( N utri e nt a g ar nr. 2, Hi M e di a L a b or at ori e s, M u m b ai, I n di a). B a ct eri a w er e s e q u e nti all y c e ntrif u g e d at 

4 6 0 0 a n d 1 6, 0 0 0  r p m (r o o m t e m p er at ur e, 2 0  mi n). T h e y w er e w a s h e d o n c e wit h P B S f oll o w e d b y a 

tri pl e w a s h wit h d ei o ni z e d w at er t o r e m o v e s alt s a n d p h e n ol b ef or e t h e y u n d er w e nt l y o p hili z ati o n i n 

or d er t o g et dr y m att er. Cr u d e L P S w a s a c q uir e d fr o m dr y m att er b y fr a cti o n ati o n. T hi s w a s a c hi e v e d 

b y t h e a d diti o n of pr e h e at e d p h e n ol a n d d ei o ni z e d w at er at 6 8  ° C ( w at er b at h) f or 1 5  mi n w hil e stir -

ri n g c o n st a ntl y ( 2 0  g of dr y m att er + 3 5 0  ml d ei o ni z e d w at er a n d 3 5 0  ml 9 0 % p h e n ol). Aft er i n c u b a -

ti o n, t h e s a m pl e w a s c o ol e d d o w n t o 4  ° C a n d s e q u e nti all y c e ntrif u g e d at 4 6 0 0 r p m a n d 1 6, 0 0 0 r p m 

( 4  ° C, 2 0  mi n). T h e w at er p h a s e (t o p p art) w a s r e m o v e d a n d st or e d w hil st t h e p ell et w a s s u bj e ct e d t o 

a s e c o n d r o u n d of fr a cti o n ati o n. W at er p h a s e s fr o m b ot h s e p ar ati o n s w er e p o ol e d, s h a k e n wit h di et h -

yl et h er ( 6 0 0  ml; L a c h n er, N er at o vi c e, C z e c h R e p u bli c) a n d l eft o v er ni g ht at 4 ° C, f oll o w e d b y r e p e at e d 

di al y si s of t h e w at er p h a s e f or 3 – 5  d a y s ( d) i n a h u g e e x c e s s of d ei o ni z e d w at er. T h e w h ol e pr o c e s s of 

cr u d e L P S i s ol ati o n w a s fi n ali z e d b y l y o p hili z ati o n. T o a c hi e v e t hi s, 0. 7 6  g of cr u d e L P S w a s di s s ol v e d i n 

5 0  ml of d ei o ni z e d w at er a n d c o ol e d d o w n t o 4 ° C. N e xt, 1 5 0  ml of i c e-  c ol d m et h a n ol ( L a c h n er, N er a -

t o vi c e, C z e c h R e p u bli c) a n d 1. 5  ml 2 0 % M g Cl 2  ( Si g m a- Al dri c h, St. L o ui s, Mi s s o uri, U S A) w er e a d d e d 

a n d it w a s l eft stirri n g o v er ni g ht. T h e f oll o wi n g d a y, t h e s ol uti o n w a s c e ntrif u g e d at 5 0 0 0 r p m ( 4  ° C, 

2 0  mi n) a n d t h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d a g ai n i n 5 0  ml of d ei o ni z e d w at er a n d c o ol e d d o w n t o 4  ° C. 

Aft er t hi s, 1 5 0  ml of i c e-  c ol d m et h a n ol w a s a d d e d a n d it w a s l eft stirri n g o v er ni g ht. O n t h e f oll o wi n g 

d a y, t h e s a m e pr o c e d ur e w a s r e p e at e d a n d t h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n 2 0  ml of d ei o ni z e d w at er. 

P ur e L P S w a s fi n all y l y o p hili z e d.

L P S c h all e n g e i n vi v o
Mi c e w er e tr e at e d i. p. wit h I L-  2/ J E S 6-  1 or I L-  2/ S 4 B 6 c o m pl e x e s d ail y f or 3 d ( 1. 5  µ g I L-  2/ m o u s e i n 

2 5 0  µl) a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A , u nl e s s st at e d ot h er wi s e. Aft er 4 8  h, mi c e w er e i. p. i nj e ct e d wit h L P S. 

C o ntr ol mi c e w er e i nj e ct e d wit h t h e s a m e v ol u m e of st eril e P B S ( 2 5 0  µl). T h e d o s e of i nj e ct e d L P S i s 

s h o w n i n % of m a xi m u m n o n-  l et h al d o s e ( M N L D; 1 0 0 % M N L D ~ 2 0 0, 3 5 a n d 3 5  µ g L P S i n C 5 7 B L/ 6, 

B A L B/ c a n d N u/ N u mi c e, r e s p e cti v el y), t h at i s t h e hi g h e st p o s si bl e d o s e w hi c h c a u s e s si g ni fi c a nt t o xi c 

eff e ct, b ut n o m ort alit y. B o d y t e m p er at ur e ( m e a s ur e d b y st yl u s i n t h e t hr o at) a n d s ur vi v al of mi c e w er e 

r e c or d e d.

P r e p a r a ti o n of si n gl e- c ell s u s p e n si o n f o r fl o w c y t o m e t r y
F or  s pl e e n  c ell s,  a ni m al s  w er e  s a cri fi c e d  b y  c er vi c al  di sl o c ati o n  a n d  s pl e e n s  w er e  h ar v e st e d  a n d  

h o m o g e ni z e d  b y  G e ntl e M A C S  Di s s o ci at or  ( Milt e n yi  Bi ot e c,  B er gi s c h  Gl a d b a c h,  N ort h  R hi n e-  

W e st p h ali a, G er m a n y). Aft er r e d bl o o d c ell l y si s ( A C K l y si n g b uff er , Gi b c o, G ait h er s b ur g, M ar yl a n d, 

U S A), c ell s w er e str ai n e d t wi c e t o r e m o v e cl u m p s ( 7 0  µ m B D F al c o n str ai n er, C or ni n g, N e w Y or k, N e w 

Y or k, U S A, f oll o w e d b y 3 0  µ m C ell Tri c s str ai n er, S y s m e x, N or d er st e dt, G er m a n y) a n d r e s u s p e n d e d i n 

F A C S b uff er ( P B S, 2 % F C S, 2  m m ol E D T A). F or p eri p h er al bl o o d c ell s, mi c e w er e e x s a n g ui n at e d vi a 

c ar oti d e x ci si o n i nt o t h e h e p ari ni z e d E p p e n d orf t u b e s. W h ol e bl o o d w a s l y s e d t wi c e wit h A C K L y si n g 

b uff er, str ai n e d o n c e ( 3 0  µ m, S y s m e x N or d er st e dt, G er m a n y) a n d r e s u s p e n d e d i n F A C S b uff er. L u n g s 

a n d li v er s w er e i nj e ct e d wit h C ol a g e n a s e D s ol uti o n ( 1  m g/ ml, R o c h e, B a s el, S wit z erl a n d), i n c u b at e d 

f or 3 0  mi n at 3 7 ° C, h o m o g e ni z e d b y G e ntl e M A C S Di s s o ci at or a n d f urt h er pr o c e s s e d li k e t h e s pl e e n 

c ell s.

S t ai ni n g f o r s u rf a c e m a r k e r s
C ell s  w er e  bl o c k e d  b y  1 0 %   m o u s e  s er u m  a n d/ or  F c  bl o c k  f or  3 0   mi n  o n  i c e  a n d  st ai n e d  wit h  

fl u or o c hr o m e-  l a b ell e d m A b s r e c o g ni zi n g s el e ct e d s urf a c e m ar k er s f or 3 0  mi n o n i c e i n t h e d ar k. Aft er 

e a c h st e p, c ell s w er e w a s h e d t wi c e i n F A C S b uff er a n d fi x e d wit h F o x p 3 Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n 

b uff er ( e Bi o s ci e n c e s, S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A) f or 3 0  mi n o n i c e i n t h e d ar k b ef or e a n al y si s. Fl o w 

c yt o m etri c a n al y si s w a s p erf or m e d o n L S RII ( B D Bi o s ci e n c e s, S a n J o s e, C alif or ni a, U S A) a n d d at a w er e 

a n al y s e d u si n g Fl o w J o X s oft w ar e ( Tr e e St ar, I n c, A s hl a n d, Or e g o n, U S A).
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S t ai ni n g f o r i n t r a c ell ul a r m a r k e r s
Aft er st ai ni n g of s urf a c e a nti g e n s, fl u or o c hr o m e-  l a b ell e d m A b s r e c o g ni zi n g i ntr a c ell ul ar m ar k er s w er e 

a d d e d a n d c ell s w er e i n c u b at e d f or 3 0  mi n o n i c e i n t h e d ar k. W a s hi n g w a s p erf or m e d t wi c e wit h 

Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n b uff er ( e Bi o s ci e n c e s, S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A). C ell s w er e r e s u s p e n d e d 

i n F A C S b uff er b ef or e a n al y si s. A n al y si s w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d a b o v e.

R T- q P C R a n al y si s
R N A fr o m s pl e n o c yt e s w a s i s ol at e d u si n g T RI z ol r e a g e nt (I n vitr o g e n, U S A) r e g ar di n g t o t h e m a n u -

f a ct ur er’s pr ot o c ol. O n e µ g R N A tr e at e d wit h D N A s e I ( T ur b o D N A s e; T h er m o Fi s h er S ci e nti fi c, U S A) 

w a s  r e v er s e-  tr a n s cri b e d  u si n g  t h e  Oli g o( d T) 1 2 – 1 8  pri m er  a n d  S u p er s cri pt  I V  R e v er s e  Tr a n s cri pt a s e  

( Lif e  T e c h n ol o gi e s,  C arl s b a d,  C A,  U S A).  T o  s el e ct  s uit a bl e  h o u s e k e e pi n g  g e n e s,  t h e  g e n e  e x pre s -

si o n st a bilit y w a s a s s e s s e d u si n g R ef Fi n d er ( htt p s:// w w w.  h e art c ur e.  c o m.  a u/  r ef fi n d er/). E v al u ati o n of 

a m pli fi c ati o n ef fi ci e n c y w a s p erf or m e d b y dil uti o n s eri e s of c D N A. q P C R ( C F X 9 6 T o u c h T M, Bi o-  R a d) 

w a s p erf or m e d t o d et er mi n e t h e c h a n g e s i n t h e m R N A l e v el s of T L R 4. T h e c y cli n g p ar a m et er s w er e 

a s f oll o w s: 4  mi n at 9 4  ° C, 3 5 c y cl e s of 1 0  s at 9 4  ° C, 2 5  s at 5 8  ° C, a n d a fi n al e xt e n si o n f or 7  mi n at 

7 2 ° C. G e n e e x pr e s si o n c h a n g e s w er e c al c ul at e d a c c or di n g t o t h e 2 − Δ Δ C T ( Li v a k) m et h o d. T w o r ef er -

e n c e g e n e s ( C a s c 3, H 6 p d ) w er e s el e ct e d a s t h e m o st st a bl e i nt er n al c o ntr ol s f or t h e n or m ali z ati o n of 

t h e Tlr 4  g e n e e x pr e s si o n. T h e f ol d c h a n g e i n t h e m R N A l e v el w a s r el at e d t o t h e c h a n g e i n t h e s ettl e d 

c o ntr ol s. All p ar a m et er s w er e d et er mi n e d i n d u pli c at e s. Pri m er s u s e d:

N a m e S e q u e n c e ( 5´- 3´) T a r g e t

C a s c 3 f or T T C G A G G T G T G C C T A A C C A

C a s c 3C a s c 3r e v  G C T T A G C T C G A C C A C T C T G G

H 6 p d f or  G G A T  T G T G  T T T A  A G A A  T C G G G

H 6 p dH 6 p d r e v A G T A G G C G T C T T G C T C

Tlr 4 f or  G A T C  A T G G  C A C T  G T T C  T T C T C

Tlr 4Tlr 4 r e v  C A C A C C T G G A T A A A T C C A G C

C a s c 3 : c a n c er s u s c e pti bilit y c a n di d at e g e n e 3; H 6 p d :  H e x o s e- 6-  p h o s p h at e  d e h y dr o g e n a s e; Tlr 4 : 

T oll-  li k e r e c e pt or 4.

A d o p ti v e t r a n sf e r of O T-I C D 8 +  T c ell s, O T-II C D 4+  T c ell s, C D 4+ C D 2 5 +  T 
c ell s a n d C D 3 +  T c ell s
M A C S-  s e p ar at e d ( n e g ati v e s el e cti o n, A ut o M A C S, Milt e n yi Bi ot e c, B er gi s c h Gl a d b a c h, N ort h R hi n e-  

W e st p h ali a, G er m a n y) O T-  I C D 8+  T a n d O T- II C D 4+  c ell s ( b ot h L y 5. 1+ ) w er e i nj e ct e d i. v. i nt o C 5 7 B L/ 6 

( L y 5. 2+ ) mi c e vi a t ail v ei n. C 5 7 B L/ 6  mi c e w er e i nj e ct e d i. p. wit h P B S, O T- I pl u s O T- II p e pti d e s ( 1 0 a n d 

5 0  µ g/ m o u s e, r e s p e cti v el y; M B L I nt er n ati o n al, W o b ur n, M a s s a c h u s ett s, U S A; or G e n s cri pt, Pi s c at a w a y , 

N e w J er s e y, U S A, r e s p e cti v el y) pl u s p ol yI: C ( 7 5  µ g/ m o u s e; Si g m a-  Al dri c h, St. L o ui s, Mi s s o uri, U S A) or 

wit h t h e l att er pl u s α I F N-γ  m A b ( 2 5 0  µ g/ m o u s e; X M G 1. 2; Bi o X c ell, L e b a n o n, N e w H a m p s hir e, U S A). 

Mi c e w er e eit h er s a cri fi c e d 3  d a y s p o st pri mi n g a n d s pl e e n c ell s w er e a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y f or 

e x p a n si o n of a d o pti v el y tr a n sf err e d c ell s or c h all e n g e d wit h L P S. C D 4 + C D 2 5 +  T c ell s w er e p uri fi e d b y 

M A C S ( n e g ati v e s el e cti o n f or C D 4 +  T c ell s a n d p o siti v e s el e cti o n f or C D 2 5+  c ell s) fr o m C 5 6 B L/ 6  mi c e 

tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A  ( 2 d a y s aft er t h e l a st d o s e of I L- 2/ J E S 6). C D 4 + C D 2 5 +  T 

c ell s w er e i nj e ct e d i. v. i nt o N u/ N u mi c e vi a t ail v ei n. N e xt, N u/ N u mi c e w er e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 

a n d c h all e n g e d wit h L P S a s i n Fi g u r e  1 A . C D 3+  T c ell s w er e p uri fi e d b y M A C S ( n e g ati v e s el e cti o n) 

fr o m M y D 8 8-/- mi c e tr e at e d wit h I L- 2/ J E S 6 a s s h o w n i n Fi g u r e  1 A  ( 2 d a y s aft er t h e l a st d o s e of I L- 2/

J E S 6). C D 3 +  T c ell s w er e i nj e ct e d i. v. i nt o R a g 1-/- mi c e vi a t ail v ei n. N e xt, R a g 1-/- mi c e w er e tr e at e d wit h 

I L- 2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S a s i n Fi g u r e  1 A .

I m m u ni z a ti o n wi t h o v al b u mi n
C 5 7 B L/ 6  mi c e w er e i. p. i nj e ct e d wit h o v al b u mi n ( O V A, 0. 5  m g/ m o u s e, W art hi n gt o n, N e w J er s e y, U S A) 

pl u s p ol yI: C ( 7 5  µ g/ m o u s e) o n d a y 0. Mi c e w er e i. p. c h all e n g e d wit h L P S o n d a y 4.
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B r d U i n c o r p o r a ti o n a s s a y i n vi v o
C 5 7 B L/ 6  mi c e w er e i. p. i nj e ct e d wit h titr at e d d o s e s of I L-  2/ J E S 6 or wit h P B S. Aft er 4  h, mi c e w er e 

i nj e ct e d i. p. wit h 0. 5  µ g of Br d U ( Si g m a- Al dri c h, St. L o ui s, Mi s s o uri, U S A) i n 5 0  µl P B S. At t h e s a m e ti m e, 

mi c e w er e gi v e n 0. 8  m g/ ml Br d U i n t h eir dri n ki n g w at er. Br d U s ol uti o n w a s pr e p ar e d i n st eril e w at er, 

pr ot e ct e d fr o m li g ht e x p o s ur e a n d c h a n g e d d ail y. Mi c e w er e s a cri fi c e d 4 8  h l at er a n d s pl e e n s w er e 

h ar v e st e d. Si n gl e c ell s u s p e n si o n s w er e pr e p ar e d a s d e s cri b e d a b o v e. Br d U st ai ni n g w a s p erf or m e d 

i n si mil ar f a s hi o n t o st ai ni n g of i ntr a c ell ul ar a nti g e n s wit h t w o a d diti o n al st e p s f oll o wi n g fi x ati o n wit h 

Fi x ati o n/ P er m e a bili z ati o n b uff er ( e Bi o s ci e n c e s, S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A). Fir st, c ell s w er e tr e at e d 

wit h B D C yt o fi x/ C yt o p er m Pl u s b uff er ( B D Bi o s ci e n c e s, S a n J o s e, C alif or ni a, U S A) f or 1 0  mi n o n i c e. 

S e c o n d, c ell s w er e tr e at e d wit h D N A s e ( B D Bi o s ci e n c e s, S a n J o s e, C alif or ni a, U S A) f or 1  h at 3 7  ° C. 

Fl u or o c hr o m e-  l a b ell e d m A b s w er e a d d e d t o g et h er wit h a nti-  Br d U m A b ( B D Bi o s ci e n c e s, S a n J o s e, 

C alif or ni a, U S A) a n d c ell s w er e i n c u b at e d f or 3 0  mi n o n i c e i n t h e d ar k. W a s hi n g, r e s u s p e n di n g of c ell s 

a n d s u b s e q u e nt a n al y si s w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d a b o v e.

D e t e c ti o n of I F N- γ  p r o d u c ti o n i n vi v o
C 5 7 B L/ 6  mi c e w er e i. p. i nj e ct e d wit h I L-  2/ J E S 6-  1, I L-  2/ S 4 B 6 or P B S ( C o ntr ol) a s i n Fi g u r e  1 A . E a c h 

m o u s e w a s i. p. i nj e ct e d wit h 1 5 0  µ g of br ef el di n A ( Si g m a-  Al dri c h, St. L o ui s, Mi s s o uri, U S A) 2  h aft er 

t h e l a st d o s e. Mi c e w er e s a cri fi c e d 1 2  h aft er i nj e cti o n of bref el di n A. S pl e e n s, li v er s, a n d l u n g s w er e 

h ar v e st e d f or s u b s e q u e nt fl o w c yt o m etr y a n al y si s p erf or m e d a s d e s cri b e d a b o v e.

D e t e c ti o n of c y t o ki n e s i n s e r u m
C 5 7 B L/ 6 a n d B A L B/ c mi c e w er e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 % of M N L D) a s 

s h o w n i n Fi g u r e  1 A . C o ntr ol mi c e w er e tr e at e d wit h st eril e P B S a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 0 % of 

M N L D). Mi c e w er e e ut h a ni z e d b y e x s a n g ui n ati o n vi a c ar oti d e x ci si o n at 2, 3, 4, 6, a n d 8  h aft er t h e L P S 

c h all e n g e a n d t h eir s er a w er e c oll e ct e d. L e v el s of T N F- α ,  I L- 1 β , I L- 1 2, a n d I L-  6 ( R & D S y st e m, Mi n n e -

a p oli s, Mi n n e s ot a, U S A) f oll o wi n g m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol.

D e t e r mi n a ti o n of v a s c ul a r l e a k s y n d r o m e ( V L S) i n t h e l u n g s
C 5 7 B L/ 6  mi c e w er e tr e at e d wit h I L-  2/ J E S 6, I L-  2/ S 4 B 6 or P B S ( C o ntr ol) a s s h o w n i n t h e Fi g u r e   1 A . 

Mi c e w er e e ut h a ni z e d 1  d a y aft er t h e l a st d o s e a n d t h eir l u n g s w er e h ar v e st e d. P ul m o n ar y w et w ei g ht 

w a s d et er mi n e d b y w ei g hti n g l u n g s b ef or e a n d aft er l y o p hili z ati o n o v er ni g ht at 5 8  ° C u n d er v a c u u m.

S t a ti s ti c al a n al y si s
All e x p eri m e nt s w er e d o n e at l e a st t wi c e wit h si mil ar r e s ult s; n = 2 – 1 6 t e c h ni c al r e pli c at e s. St ati sti c al 

a n al y si s w a s p erf or m e d u si n g Gr a p h P a d Pri s m ( Gr a p h P a d S oft w ar e, S a n Di e g o, C alif or ni a, U S A). T h e 

diff er e n c e b et w e e n gr o u p s w a s a n al y s e d b y u n p air e d t w o-  t ail e d St u d e nt’s t- t e st. T h e c o n fi d e n c e l e v el 

w a s 9 5 %. Diff er e n c e s wit h *, °, + p ≤ 0. 0 5; * *, ° ° p ≤ 0. 0 1; * * *, ° ° ° p ≤ 0. 0 0 1  w er e c o n si d er e d a s st ati s -

ti c all y si g ni fi c a nt.

A c k n o wl e d g e m e n t s
W e t h a n k t o H el e n a Mi s ur c o v a a n d P a vli n a J u n gr o v a f or e x c ell e nt t e c h ni c al h el p a n d t o Dr. H Ni k ai d o 

( U ni v er sit y of C alif or ni a, B er k el e y, U S A) f or pr o vi di n g S. t y p h y m uri u m  L T 2, S- str ai n. W e t h a n k t o Dr. 

D o mi ni k Fili p p (I n stit ut e of M ol e c ul ar G e n eti c s, C z e c h A c a d e m y of S ci e n c e s, Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c) 

f or ki n d pr o vi di n g R a g 1-/- a n d M y D 8 8-/- mi c e. W e t h a n k t o t h e C z e c h C e ntr e f or P h e n o g e n o mi c s ( C z e c h 

A c a d e m y of S ci e n c e s, V e st e c, C z e c h R e p u bli c) f or t h e h el p wit h br e e di n g t h e M y D 8 8 -/- mi c e. W e al s o 

t h a n k t o T o m a s Etr y c h a n d hi s l a b or at or y fr o m I n stit ut e of M a cr o m ol e c ul ar C h e mi str y ( C z e c h A c a d e m y 

of S ci e n c e s, Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c) f or pr o vi di n g H P M A c o p ol y m er-  b o u n d I L-  2.
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A d di ti o n al i nf o r m a ti o n

F u n di n g

F u n d e r G r a n t r ef e r e n c e n u m b e r  A u t h o r

C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n 1 3- 1 2 8 8 5 S J a k u b T o m al a
P etr a W e b er o v a
B ar b or a T o m al o v a
L a di sl a v Si v a k
M ar e k K o v ar

I n stit uti o n al R e s e ar c h 
C o n c e pt R V O

6 1 3 8 8 9 7 1 J a k u b T o m al a
P etr a W e b er o v a
B ar b or a T o m al o v a
Z u z a n a Jir a s k o v a 
Z a k o st el s k a
L a di sl a v Si v a k
Jiri n a K o v ar o v a
M ar e k K o v ar

C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n 1 8- 1 2 9 7 3 S J a k u b T o m al a
P etr a W e b er o v a
B ar b or a T o m al o v a
L a di sl a v Si v a k
M ar e k K o v ar

Mi ni str y of H e alt h of t h e 
C z e c h R e p u bli c

N V 1 9- 0 3- 0 0 1 7 9 Z u z a n a Jir a s k o v a 
Z a k o st el s k a

T h e f u n d er s h a d n o r ol e i n st u d y d e si g n, d at a c oll e cti o n a n d i nt er pr et ati o n, or t h e 
d e ci si o n t o s u b mit t h e w or k f or p u bli c ati o n.

A ut h or c o ntri b uti o n s

J a k u b T o m al a, D at a c ur ati o n, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y, V ali d ati o n, Writi n g - ori gi n al dr aft; P etr a 

W e b er o v a, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y, V ali d ati o n; B ar b or a T o m al o v a, D at a c ur ati o n, F or m al a n al -

y si s, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y, V ali d ati o n, Vi s u ali z ati o n, Writi n g - ori gi n al dr aft, Writi n g - r e vi e w 

a n d e diti n g; Z u z a n a Jir a s k o v a Z a k o st el s k a, D at a c ur ati o n, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y; L a di sl a v Si v a k, 

D at a c ur ati o n, F or m al a n al y si s, I n v e sti g ati o n, Vi s u ali z ati o n; Jiri n a K o v ar o v a, I n v e sti g ati o n, M et h o d -

ol o g y; M ar e k K o v ar, C o n c e pt u ali z ati o n, D at a c ur ati o n, F or m al a n al y si s, F u n di n g a c q ui siti o n, I n v e s -

ti g ati o n, Pr oj e ct a d mi ni str ati o n, S u p er vi si o n, Vi s u ali z ati o n, Writi n g - ori gi n al dr aft, Writi n g - r e vi e w 

a n d e diti n g

A ut h or O R CI D s

J a k u b T o m al a    htt p://  or ci d.  or g/  0 0 0 0-  0 0 0 2-  6 3 1 5-  2 8 3 2

L a di sl a v Si v a k    htt p://  or ci d.  or g/  0 0 0 0-  0 0 0 3-  2 6 2 3-  8 4 5 8

M ar e k K o v ar    htt p://  or ci d.  or g/  0 0 0 0-  0 0 0 2-  6 6 0 2-  1 6 7 8

Et hi c s

All e x p eri m e nt s w er e a p pr o v e d b y t h e A ni m al W elf ar e C o m mitt e e at t h e I n stit ut e of Mi cr o bi ol o g y of 

t h e C z e c h A c a d e m y of S ci e n c e s ( Pr a g u e, C z e c h R e p u bli c) a n d p erf or m e d i n stri ct a c c or d a n c e wit h 

t h e r e c o m m e n d ati o n s of l o c al a n d E ur o p e a n g ui d eli n e s. E v er y eff ort w a s m a d e t o mi ni mi z e a ni m al 

s uff eri n g. T hi s w or k w a s a p pr o v e d b y pr ot o c ol n u m b er 1 1 2/ 2 0 1 2. A c cr e dit ati o n n u m b er of t h e a ni m al 

f a cilit y w h er e t h e r e s e ar c h w a s c o n d u ct e d: 5 1 2 0 5/ 2 0 1 8- M Z E-  1 7 2 1 4.

D e ci si o n l ett er a n d A ut h or r e s p o n s e

D e ci si o n l ett er htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  7 5 5 4/  e Lif e.  6 2 4 3 2.  s a 1

A ut h or r e s p o n s e htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  7 5 5 4/  e Lif e.  6 2 4 3 2.  s a 2

A d di ti o n al fil e s

S u p pl e m e nt ar y fil e s

•   Tr a n s p ar e nt r e p orti n g f or m 
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D at a a v ail a bilit y

All d at a g e n er at e d or a n al y s e d d uri n g t hi s st u d y ar e i n cl u d e d i n t h e m a n u s cri pt a n d s u p p orti n g fil e s. 

S o ur c e d at a fil e s h a v e b e e n pr o vi d e d f or Fi g ur e s 1-  6 a n d all fi g ur e s u p pl e m e nt s ( 1 2 i n t ot al).

R ef e r e n c e s
At ki n s M B , L ot z e M T, D ut c h er J P, Fi s h er RI, W ei s s G, M ar g oli n K, A br a m s J, S z n ol M, P ar ki n s o n D, H a w ki n s M, 

P ar a di s e C, K u n k el L, R o s e n b er g S A. 1 9 9 9. Hi g h-  d o s e r e c o m bi n a nt i nt erl e u ki n 2 t h er a p y f or p ati e nt s wit h 
m et a st ati c m el a n o m a: a n al y si s of 2 7 0 p ati e nt s tr e at e d b et w e e n 1 9 8 5 a n d 1 9 9 3. J o ur n al of Cli ni c al O n c ol o g y  
1 7 : 2 1 0 5 – 2 1 1 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 2 0 0/  J C O.  1 9 9 9.  1 7.  7.  2 1 0 5 , P MI D: 1 0 5 6 1 2 6 5

B e r e n d t M J , N ort h R J. 1 9 8 0. T- c ell-  m e di at e d s u p pr e s si o n of a nti-  t u m or i m m u nit y A n e x pl a n ati o n f or pr o gr e s si v e 
gr o wt h of a n i m m u n o g e ni c t u m or . T h e J o ur n al of E x p eri m e nt al M e di ci n e  1 5 1 : 6 9 – 8 0. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  
1 0 8 4/  j e m. 1 5 1.  1.  6 9 , P MI D: 6 4 4 4 2 3 6

B e r g R E , C or d e s C J, F or m a n J. 2 0 0 2. C o ntri b uti o n of C D 8 + T c ell s t o i n n at e i m m u nit y: I F N- g a m m a s e cr eti o n 
i n d u c e d b y I L- 1 2 a n d I L-  1 8. E ur o p e a n J o ur n al of I m m u n ol o g y  3 2 : 2 8 0 7 – 2 8 1 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 0 2/  
1 5 2 1-  4 1 4 1(  2 0 0 2 0 1 0)  3 2:  1 0 < 2 8 0 7:: AI D-I M M U 2 8 0 7 > 3. 0. C O; 2- 0 , P MI D: 1 2 3 5 5 4 3 3

B o y m a n O , K o v ar M, R u bi n st ei n M P, S ur h C D, S pr e nt J. 2 0 0 6. S el e cti v e sti m ul ati o n of T c ell s u b s et s wit h 
a nti b o d y-  c yt o ki n e i m m u n e c o m pl e x e s. S ci e n c e  3 1 1 : 1 9 2 4 – 1 9 2 7. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 1 2 6/  s ci e n c e.  1 1 2 2 9 2 7 , 
P MI D: 1 6 4 8 4 4 5 3

B o y m a n O , C h o J H, S pre nt J. 2 0 1 0. T h e r ol e of i nt erl e u ki n-  2 i n m e m or y C D 8 c ell diff er e nti ati o n. A d v a n c e s i n 
E x p eri m e nt al M e di ci n e a n d Bi ol o g y  6 8 4 : 2 8 – 4 1. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 0 7/  9 7 8-  1-  4 4 1 9-  6 4 5 1-  9 _  3 , P MI D: 
2 0 7 9 5 5 3 8

B o y m a n O , S pr e nt J. 2 0 1 2. T h e r ol e of i nt erl e u ki n- 2 d uri n g h o m e o st a si s a n d a cti v ati o n of t h e i m m u n e s y st e m. 
N at ur e R e vi e w s. I m m u n ol o g y  1 2 : 1 8 0 – 1 9 0. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  nri 3 1 5 6 , P MI D: 2 2 3 4 3 5 6 9

C a s s a d o A D A , D’I m p éri o Li m a M R, B ort ol u ci K R. 2 0 1 5. R e vi siti n g m o u s e p erit o n e al m a cr o p h a g e s: 
h et er o g e n eit y, d e v el o p m e nt, a n d f u n cti o n. Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y  6 : 2 2 5. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  3 3 8 9/  
fi m m u.  2 0 1 5.  0 0 2 2 5 , P MI D: 2 6 0 4 2 1 2 0

C a u w el s A , B u y s E S, T h o o n e n R, G e ar y L, D el a n g h e J, S hi v a S, Br o u c k a ert P. 2 0 0 9. Nitrit e pr ot e ct s a g ai n st 
m or bi dit y a n d m ort alit y a s s o ci at e d wit h T N F- or L P S-  i n d u c e d s h o c k i n a s ol u bl e g u a n yl at e c y cl a s e- d e p e n d e nt 
m a n n er. T h e J o ur n al of E x p eri m e nt al M e di ci n e  2 0 6 : 2 9 1 5 – 2 9 2 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 8 4/  j e m. 2 0 0 9 1 2 3 6 , 
P MI D: 1 9 9 3 4 0 1 8

C o u s e n s L P , Or a n g e J S, Biro n C A. 1 9 9 5. E n d o g e n o u s I L-  2 c o ntri b ut e s t o T c ell e x p a n si o n a n d I F N-  g a m m a 
pr o d u cti o n d uri n g l y m p h o c yti c c h ori o m e ni n giti s vir u s i nf e cti o n. J o ur n al of I m m u n ol o g y  1 5 5 : 5 6 9 0 – 5 6 9 9 P MI D: 
7 4 9 9 8 5 5 ., 

D e L e v e L D . 2 0 1 5. Li v er si n u s oi d al e n d ot h eli al c ell s i n h e p ati c fi br o si s. H e p at ol o g y  6 1 : 1 7 4 0 – 1 7 4 6. D OI: htt p s://  
d oi.  or g/  1 0.  1 0 0 2/  h e p.  2 7 3 7 6 , P MI D: 2 5 1 3 1 5 0 9

D o n o h u e J H , R o s e n b er g S A. 1 9 8 3. T h e f at e of i nt erl e u ki n- 2 aft er i n vi v o a d mi ni str ati o n. J o ur n al of I m m u n ol o g y  
1 3 0 : 2 2 0 3 – 2 2 0 8 P MI D: 6 6 0 1 1 4 7 ., 

H e r e m a n s H , V a n D a m m e J, Dill e n C, Dij k m a n s R, Billi a u A. 1 9 9 0. I nt erf er o n g a m m a, a m e di at or of l et h al 
li p o p ol y s a c c h ari d e- i n d u c e d S h w art z m a n- li k e s h o c k r e a cti o n s i n mi c e. T h e J o ur n al of E x p eri m e nt al M e di ci n e  
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I z q ui e rd o C , Orti z A Z, Pr e s a M, M al o S, M o nt o y a A, G ar a b at o s N, M or a C, V er d a g u er J, Str at m a n n T. 2 0 1 8. 
Tr e at m e nt of T 1 D vi a o pti mi z e d e x p a n si o n of a nti g e n-  s p e ci fi c Tr e g s i n d u c e d b y I L-  2/ a nti-  I L- 2 m o n o cl o n al 
a nti b o d y c o m pl e x e s a n d p e pti d e/ M H C t etr a m er s. S ci e nti fi c R e p ort s  8 : 8 1 0 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  
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Ki e p e r W C , B ur g h ar dt J T, S ur h C D. 2 0 0 4. A r ol e f or T C R af fi nit y i n r e g ul ati n g n ai v e T c ell h o m e o st a si s. J o ur n al of 
I m m u n ol o g y 1 7 2 : 4 0 – 4 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 1 7 2.  1.  4 0 , P MI D: 1 4 6 8 8 3 0 7

Kl a p p e r J A , D o w n e y S G, S mit h F O, Y a n g J C, H u g h e s M S, K a m m ul a U S, S h err y R M, R o y al R E, St ei n b er g S M, 
R o s e n b er g S. 2 0 0 8. Hi g h-  d o s e i nt erl e u ki n-  2 f or t h e tr e at m e nt of m et a st ati c r e n al c ell c ar ci n o m a : a 
retr o s p e cti v e a n al y si s of r e s p o n s e a n d s ur vi v al i n p ati e nt s tr e at e d i n t h e s ur g er y br a n c h at t h e N ati o n al C a n c er 
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1 8 4 5 7 3 3 0

Kl a t z m a n n D , A b b a s A K. 2 0 1 5. T h e pr o mi s e of l o w- d o s e i nt erl e u ki n-  2 t h er a p y f or a ut oi m m u n e a n d i n fl a m m at or y 
di s e a s e s. N at ur e R e vi e w s. I m m u n ol o g y  1 5 : 2 8 3 – 2 9 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  nri 3 8 2 3 , P MI D: 2 5 8 8 2 2 4 5

K o e n e c k e C , L e e C- W, T h a m m K, F ö h s e L, S c h aff er u s M, Mittr ü c k er H-  W, Fl o e s s S, H u e h n J, G a n s er A, F ör st er R, 
Pri n z I. 2 0 1 2. I F N- γ  pro d u cti o n b y all o g e n ei c F o x p 3 + r e g ul at or y T c ell s i s e s s e nti al f or pr e v e nti n g e x p eri m e nt al 
gr aft-  v er s u s-  h o st  di s e a s e. J o ur n al of I m m u n ol o g y  1 8 9 : 2 8 9 0 – 2 8 9 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 
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K o n d o M , S c h erer D C, Mi y a m ot o T, Ki n g A G, A k a s hi K, S u g a m ur a K, W ei s s m a n I L. 2 0 0 0. C ell-  f at e c o n v er si o n of 
l y m p h oi d- c o m mitt e d pr o g e nit or s b y i n str u cti v e a cti o n s of c yt o ki n e s. N at ur e  4 0 7 : 3 8 3 – 3 8 6. D OI:  htt p s://  d oi.  
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Li Q , C arr A L, D o n al d E J, S kit z ki J J, O k u y a m a R, St o ol m a n L M, C h a n g A E. 2 0 0 5. S y n er gi sti c eff e ct s of I L- 1 2 a n d 
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P MI D: 1 5 7 0 5 9 0 8 ., 

Li a o W , Li n J X, L e o n ar d W J. 2 0 1 3. I nt erl e u ki n- 2 at t h e cr o s sr o a d s of eff e ct or r e s p o n s e s, t ol er a n c e, a n d 
i m m u n ot h er a p y. I m m u nit y 3 8 : 1 3 – 2 5. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 1 6/  j. i m m u ni. 2 0 1 3.  0 1.  0 0 4 , P MI D: 2 3 3 5 2 2 2 1

1 7 9

https://doi.org/10.7554/eLife.62432
https://doi.org/10.1200/JCO.1999.17.7.2105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10561265
https://doi.org/10.1084/jem.151.1.69
https://doi.org/10.1084/jem.151.1.69
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6444236
https://doi.org/10.1002/1521-4141(2002010)32:10<2807::AID-IMMU2807>3.0.CO;2-0
https://doi.org/10.1002/1521-4141(2002010)32:10<2807::AID-IMMU2807>3.0.CO;2-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12355433
https://doi.org/10.1126/science.1122927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16484453
https://doi.org/10.1007/978-1-4419-6451-9_3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20795538
https://doi.org/10.1038/nri3156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22343569
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00225
https://doi.org/10.3389/fimmu.2015.00225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26042120
https://doi.org/10.1084/jem.20091236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19934018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7499855
https://doi.org/10.1002/hep.27376
https://doi.org/10.1002/hep.27376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25131509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6601147
https://doi.org/10.1084/jem.171.6.1853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2112583
https://doi.org/10.1038/s41598-018-26161-6
https://doi.org/10.1038/s41598-018-26161-6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29802270
https://doi.org/10.4049/jimmunol.172.1.40
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14688307
https://doi.org/10.1002/cncr.23552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18457330
https://doi.org/10.1038/nri3823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25882245
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1200413
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1200413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22869903
https://doi.org/10.1038/35030112
https://doi.org/10.1038/35030112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11014194
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15705908
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2013.01.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23352221


 R e s e ar c h  arti cl e       I m m u n ol o g y a n d I n fl a m m ati o n

T o m al a  et  al. e Lif e 2 0 2 1; 1 0: e 6 2 4 3 2. D OI: htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  7 5 5 4/  e Lif e.  6 2 4 3 2  2 2 of 2 2

Li u C L , Y e P, Ye n B C, Mi a o C H. 2 0 1 1. I n vi v o e x p a n si o n of r e g ul at or y T c ell s wit h I L-  2/I L-  2 m A b c o m pl e x e s 
pr e v e nt s a nti-  f a ct or VIII i m m u n e r e s p o n s e s i n h e m o p hili a A mi c e tr e at e d wit h f a ct or VIII pl a s mi d- m e di at e d 
g e n e t h er a p y. M ol e c ul ar T h er a p y  1 9 : 1 5 1 1 – 1 5 2 0. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  mt.  2 0 1 1.  6 1 , P MI D: 2 1 4 6 8 0 0 7

M al e k T R . 2 0 0 8. T h e bi ol o g y of i nt erl e u ki n- 2. A n n u al R e vi e w of I m m u n ol o g y  2 6 : 4 5 3 – 4 7 9. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  
1 0.  1 1 4 6/  a n n ur e v.  i m m u n ol. 2 6.  0 2 1 6 0 7.  0 9 0 3 5 7 , P MI D: 1 8 0 6 2 7 6 8

M al e k T R , C a str o I. 2 0 1 0. I nt erl e u ki n- 2 r e c e pt or si g n ali n g: at t h e i nt erf a c e b et w e e n t ol er a n c e a n d i m m u nit y. 
I m m u nit y 3 3 : 1 5 3 – 1 6 5. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 1 6/  j. i m m u ni. 2 0 1 0.  0 8.  0 0 4 , P MI D: 2 0 7 3 2 6 3 9

Mi n a mi Y , K o n o T, Mi y a z a ki T, T a ni g u c hi T. 1 9 9 3. T h e I L- 2 r e c e pt or c o m pl e x: it s str u ct ur e, f u n cti o n, a n d t ar g et 
g e n e s. A n n u al R e vi e w of I m m u n ol o g y  1 1 : 2 4 5 – 2 6 8. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 1 4 6/  a n n ur e v.  i y. 1 1.  0 4 0 1 9 3.  0 0 1 3 3 3 , 
P MI D: 8 4 7 6 5 6 1

N a k a ni s hi K . 2 0 1 8. U ni q u e A cti o n of I nt erl e u ki n- 1 8 o n T C ell s a n d Ot h er I m m u n e C ell s. Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y  
9 : 7 6 3. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  3 3 8 9/  fi m m u.  2 0 1 8.  0 0 7 6 3 , P MI D: 2 9 7 3 1 7 5 1

R o e di g e r B , K yl e R, Yi p K H, S u m ari a N, G u y T V, Ki m B S, Mit c h ell A J, T a y S S, J ai n R, F or b e s- Bl o m E, C h e n X, 
T o n g P L, B olt o n H A, Arti s D, P a ul W E, F a z e k a s d e St Gr ot h B, Gri m b al d e st o n M A, L e Gr o s G, W e ni n g er W. 
2 0 1 3. C ut a n e o u s i m m u n o s ur v eill a n c e a n d r e g ul ati o n of i n fl a m m ati o n b y gr o u p 2 i n n at e l y m p h oi d c ell s. N at ur e 
I m m u n ol o g y 1 4 : 5 6 4 – 5 7 3. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  ni.  2 5 8 4 , P MI D: 2 3 6 0 3 7 9 4

S a k a g u c hi S , S a k a g u c hi N, A s a n o M, It o h M, T o d a M. 1 9 9 5. I m m u n ol o gi c s elf- t ol er a n c e m ai nt ai n e d b y a cti v at e d 
T c ell s e x pr e s si n g I L-  2 r e c e pt or al p h a-  c h ai n s ( C D 2 5). Br e a k d o w n of a si n gl e m e c h a ni s m of s elf-  t ol er a n c e c a u s e s 
v ari o u s a ut oi m m u n e di s e a s e s. J o ur n al of I m m u n ol o g y  1 5 5 : 1 1 5 1 – 1 1 6 4.

S h a r m a R , D a s A. 2 0 1 8. I L- 2 m e di at e s N K c ell pr olif er ati o n b ut n ot h y p er a cti vit y. I m m u n ol o gi c R e s e arc h  
6 6 : 1 5 1 – 1 5 7. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 0 7/  s 1 2 0 2 6-  0 1 7-  8 9 8 2-  3 , P MI D: 2 9 2 5 6 1 8 0

S p a n gl e r J B , T o m al a J, L u c a V C, J u d e K M, D o n g S, Ri n g A M, V ot a v o v a P, P e p p er M, K o v ar M, G ar ci a K C. 2 0 1 5. 
A nti b o di e s t o I nt erl e u ki n-  2 Eli cit S el e cti v e T C ell S u b s et P ot e nti ati o n t hr o u g h Di sti n ct C o nf or m ati o n al 
M e c h a ni s m s. I m m u nit y 4 2 : 8 1 5 – 8 2 5. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 1 6/  j. i m m u ni. 2 0 1 5.  0 4.  0 1 5 , P MI D: 2 5 9 9 2 8 5 8

S p a n gl e r J B , Tr ott a E, T o m al a J, P e c k A, Y o u n g T A, S a v vi d e s C S, Sil v eri a S, V ot a v o v a P, S al af s k y J, P a n d e V S, 
K o v ar M, Bl u e st o n e J A, G ar ci a K C. 2 0 1 8. E n gi n e eri n g a Si n gl e-  A g e nt C yt o ki n e/ A nti b o d y F u si o n T h at 
S el e cti v el y E x p a n d s R e g ul at or y T C ell s f or A ut oi m m u n e Di s e a s e T h er a p y. J o ur n al of I m m u n ol o g y  2 0 1 : 2 0 9 4 –
2 1 0 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 1 8 0 0 5 7 8 , P MI D: 3 0 1 0 4 2 4 5

S p r e n t J , S ur h C D. 2 0 1 1. N or m al T c ell h o m e o st a si s: t h e c o n v er si o n of n ai v e c ell s i nt o m e m or y- p h e n ot y p e c ell s. 
N at ur e I m m u n ol o g y  1 2 : 4 7 8 – 4 8 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  ni.  2 0 1 8 , P MI D: 2 1 7 3 9 6 7 0

T o m al a J , C h m el o v a H, Mr k v a n T, Ri h o v a B, K o v ar M. 2 0 0 9. I n vi v o e x p a n si o n of a cti v at e d n ai v e C D 8 + T c ell s a n d 
N K c ell s dri v e n b y c o m pl e x e s of I L-  2 a n d a nti-  I L- 2 m o n o cl o n al a nti b o d y a s n o v el a p pr o a c h of c a n c er 
i m m u n ot h er a p y. J o ur n al of I m m u n ol o g y  1 8 3 : 4 9 0 4 – 4 9 1 2. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 0 9 0 0 2 8 4 , 
P MI D: 1 9 8 0 1 5 1 5

Tr o t t a E , B e s s ett e P H, Sil v eri a S L, El y L K, J u d e K M, L e D T, H ol st C R, C o yl e A, P ot e m p a M, L a ni er L L, G ar ci a K C, 
Cr elli n N K, R o n d o n I J, Bl u e st o n e J A. 2 0 1 8. A h u m a n a nti-  I L- 2 a nti b o d y t h at p ot e nti at e s r e g ul at or y T c ell s b y a 
str u ct ur e-  b a s e d  m e c h a ni s m. N at ur e M e di ci n e  2 4 : 1 0 0 5 – 1 0 1 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 3 8/  s 4 1 5 9 1-  0 1 8-  0 0 7 0-  2 , 
P MI D: 2 9 9 4 2 0 8 8

Vi ei r a P , R aj e w s k y K. 1 9 8 8. T h e h alf- li v e s of s er u m i m m u n o gl o b uli n s i n a d ult mi c e. E ur o p e a n J o ur n al of 
I m m u n ol o g y 1 8 : 3 1 3 – 3 1 6. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 0 2/  eji.  1 8 3 0 1 8 0 2 2 1 , P MI D: 3 3 5 0 0 3 7

V o t a v o v a P , T o m al a J, S u br V, Str o h al m J, Ul bri c h K, Ri h o v a B, K o v ar M. 2 0 1 5. N o v el I L- 2-  P ol y( H P M A)
N a n o c o nj u g at e B a s e d I m m u n ot h er a p y. J o ur n al of Bi o m e di c al N a n ot e c h n ol o g y  1 1 : 1 6 6 2 – 1 6 7 3. D OI:  htt p s://  d oi.  
or g/  1 0.  1 1 6 6/  j b n. 2 0 1 5.  2 1 1 4 , P MI D: 2 6 4 8 5 9 3 5

W al d m a n n T A . 1 9 8 9. T h e m ulti- s u b u nit i nt erl e u ki n-  2 r e c e pt or. A n n u al R e vi e w of Bi o c h e mi str y  5 8 : 8 7 5 – 9 1 1. D OI: 
htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 1 4 6/  a n n ur e v.  bi.  5 8.  0 7 0 1 8 9.  0 0 4 3 0 3 , P MI D: 2 6 7 3 0 2 5

W e b s t e r K E , W alt er s S, K o hl er R E, Mr k v a n T, B o y m a n O, S ur h C D, Gr e y S T, S pr e nt J. 2 0 0 9. I n vi v o e x p a n si o n of 
T r e g c ell s wit h I L-  2-  m A b c o m pl e x e s: i n d u cti o n of r e si st a n c e t o E A E a n d l o n g-  t er m a c c e pt a n c e of i sl et 
all o gr aft s wit h o ut i m m u n o s u p pr e s si o n. T h e J o ur n al of E x p eri m e nt al M e di ci n e  2 0 6 : 7 5 1 – 7 6 0. D OI:  htt p s://  d oi.  
or g/  1 0.  1 0 8 4/  j e m. 2 0 0 8 2 8 2 4 , P MI D: 1 9 3 3 2 8 7 4

Wil s o n M S , P e s c e J T, R a m ali n g a m T R, T h o m p s o n R W, C h e e v er A, W y n n T A. 2 0 0 8. S u p pr e s si o n of m uri n e all er gi c 
air w a y di s e a s e b y I L-  2: a nti-  I L- 2 m o n o cl o n al a nti b o d y-  i n d u c e d r e g ul at or y T c ell s. J o ur n al of I m m u n ol o g y  
1 8 1 : 6 9 4 2 – 6 9 5 4. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 1 8 1.  1 0.  6 9 4 2 , P MI D: 1 8 9 8 1 1 1 4

W o o d K J , S a wit z ki B. 2 0 0 6. I nt erf er o n g a m m a: a cr u ci al r ol e i n t h e f u n cti o n of i n d u c e d r e g ul at or y T c ell s i n vi v o. 
Tr e n d s i n I m m u n ol o g y  2 7 : 1 8 3 – 1 8 7. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 1 6/  j. it. 2 0 0 6.  0 2.  0 0 8 , P MI D: 1 6 5 2 7 5 4 2

Y u T K , C a u d ell E G, S mi d C, Gri m m E A. 2 0 0 0. I L- 2 a cti v ati o n of N K c ell s: i n v ol v e m e nt of M K K 1/ 2/ E R K b ut n ot 
p 3 8 ki n a s e p at h w a y. J o ur n al of I m m u n ol o g y  1 6 4 : 6 2 4 4 – 6 2 5 1. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  4 0 4 9/  ji m m u n ol. 1 6 4.  1 2.  
6 2 4 4 , P MI D: 1 0 8 4 3 6 7 7

Y u A , Z h u L, Alt m a n N H, M al e k T R. 2 0 0 9. A l o w i nt erl e u ki n- 2 r e c e pt or si g n ali n g t hr e s h ol d s u p p ort s t h e 
d e v el o p m e nt a n d h o m e o st a si s of T r e g ul at or y c ell s. I m m u nit y 3 0 : 2 0 4 – 2 1 7. D OI:  htt p s://  d oi.  or g/  1 0.  1 0 1 6/  j. 
i m m u ni. 2 0 0 8.  1 1.  0 1 4 , P MI D: 1 9 1 8 5 5 1 8

1 8 0

https://doi.org/10.7554/eLife.62432
https://doi.org/10.1038/mt.2011.61
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21468007
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.26.021607.090357
https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.26.021607.090357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18062768
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2010.08.004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20732639
https://doi.org/10.1146/annurev.iy.11.040193.001333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8476561
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00763
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29731751
https://doi.org/10.1038/ni.2584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23603794
https://doi.org/10.1007/s12026-017-8982-3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29256180
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2015.04.015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25992858
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1800578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30104245
https://doi.org/10.1038/ni.2018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21739670
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0900284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19801515
https://doi.org/10.1038/s41591-018-0070-2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29942088
https://doi.org/10.1002/eji.1830180221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3350037
https://doi.org/10.1166/jbn.2015.2114
https://doi.org/10.1166/jbn.2015.2114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26485935
https://doi.org/10.1146/annurev.bi.58.070189.004303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2673025
https://doi.org/10.1084/jem.20082824
https://doi.org/10.1084/jem.20082824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19332874
https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.10.6942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18981114
https://doi.org/10.1016/j.it.2006.02.008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16527542
https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.12.6244
https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.12.6244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10843677
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2008.11.014
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2008.11.014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19185518


 

Fi g u r e 1  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  1. Nit rit e si g nifi c a ntl y r e d u c es t h e t o xi cit y of L P S i n mi c e 
p r et r e at e d wit h I L -2/ J E S 6.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 % of M N L D) as 
s h o w n i n Fi g ur e 1 A. O n e gr o u p of mi c e w as i. p. i nj e ct e d wit h s o di u m nitr at e ( N a N O 2; 1. 5 
m g/ k g i n 2 5 0 µl) 1 h b ef or e  t h e L P S c h all e n g e. C o ntr ol mi c e w er e c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 0 % 
of M N L D) o nl y. F o ur mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -
t ail e d St u d e nt’s t-t est. Si g nifi c a nt diff er e n c es t o c o ntr ol ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 8 1



 

Fi g u r e 1 - Fi g u r e S u p pl e m e nt  2. I L -2/ J E S 6 i n d u c es m o r e s e v e r e l u n g e d e m a  i n c o m p a ris o n 
t o I L-2/ S 4 B 6.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 1 d aft er t h e l ast d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir l u n gs w er e h ar v est e d. P ul m o n ar y 
w et w ei g ht w as d et er mi n e d b y w ei g hi n g  l u n gs b ef or e a n d aft er l y o p hili z ati o n o v er ni g ht at 5 8 
° C u n d er v a c u u m. Si x mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -
t ail e d St u d e nt’s t-t est. Si g nifi c a nt diff er e n c es t o c o ntr ol ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1). 
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Fi g u r e 3  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  1.  I L -2/ J E S 6 e x p a n d s v a ri o u s s u b s ets of m y el oi d c ell s i n t h e 
s pl e e n.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l ast d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir s pl e e ns w er e h ar v est e d a n d 
a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y. R el ati v e c o u nts of m y el oi d c ell s i n g e n er al ( A), gr a n ul o c yt es ( B), 
m o n o c yt es/ m a cr o p h a g es ( C, D), e osi n o p hil s ( E) , a n d d e n driti c c ell s ( F, G) ar e s h o w n. Si x mi c e 
p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. 
Si g nifi c a nt diff er e n c es ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1;  * * * p ≤ 0. 0 0 1).  
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Fi g u r e 3  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  2.  I L -2/ J E S 6 i n c r e as es M H C II e x p r essi o n i n t h e 
m o n o c yt e/ m a c r o p h a g e p o p ul ati o n i n t h e s pl e e n.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l ast d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir s pl e e ns w er e h ar v est e d a n d 
a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y. T h e p er c e nt a g e  of M H C II p ositi v e c ell s ( A, B) a n d r el ati v e M H C 
II e x pr essi o n l e v el ( C, D) ar e s h o w n. Si x mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g 
a n u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. Si g nifi c a nt diff er e n c es ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 
0. 0 1; * * * p ≤ 0. 0 0 1).  
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Fi g u r e 3  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  3. I L -2/ J E S 6 p r o m ot es  t h e p r olif e r ati o n a n d e x p a n si o n of 
m y el oi d c ell s i n a d os e -d e p e n d e nt m a n n e r i n t h e s pl e e n.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h a titr at e d si n gl e d os e of I L-2/J E S 6. Mi c e w er e i. p. i nj e ct e d 
wit h Br d U 4 h aft er a d mi nistr ati o n of I L -2/J E S a n d p ut o n dri n ki n g w at er wit h Br d U. Mi c e 
w er e e ut h a ni z e d 2 d aft er a d mi nistr ati o n of I L -2/J E S 6 a n d t h eir s pl e e ns w er e h ar v est e d a n d 
a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y. R el ati v e c o u nts ( A) a n d Br d U i n c or p or ati o n ( B) of F 4/ 8 0 p ositi v e 
a n d n e g ati v e m y el oi d c ell s ar e s h o w n. T w o mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  
usi n g o n e -w a y a n al ysi s of v ari a n c e ( A N O V A) wit h T u k e y’s m ult i pl e c o m p aris o n t est. 
Si g nifi c a nt diff er e n c es ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1; * * * p ≤ 0. 0 0 1).  
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Fi g u r e 3 - Fi g u r e S u p pl e m e nt  4. T h e e x p r essi o n of T L R 4 i n s pl e n o c yt es of C 5 7 B L/ 6 mi c e 
is n ot aff e ct e d b y t h e t r e at m e nt wit h I L-2/ J E S 6 o r I L -2/ S 4 B 6.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d o n d a y fi v e a n d m R N A w as is ol at e d fr o m h ar v est e d s pl e e n c ell s. R el ati v e e x pr essi o n 
of Tlr 4 w as n or m ali z e d t o t w o r ef er e n c e g e n es ( C as c 3, H 6 p d). D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n 
u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. D at a is pr es e nt e d as m e an   ±  S D of si x mi c e p er gr o u p.  
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Fi g u r e 3 — Fi g u r e S u p pl e m e nt 5. I L -2/ J E S 6 d o es  n ot i n c r e as e t h e l e v el of T L R 4 i n m y el oi d 
c ell s i n t h e s pl e e n.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l ast d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir s pl e e ns w er e h ar v est e d. S pl e e n 
c ell s w er e st ai n e d f or s urf a c e m ar k ers (i n cl u di n g T L R 4), fi x e d, p er m e a bili z e d, st ai n e d a g ai n 
f or T L R 4, a n d a n al y z e d b y fl o w c yt o m etr y. Hist o gr a ms s h o wi n g o n e r e pr e s e nt ati v e m o us e ( A, 
C, a n d E; bl u e li n e: is ot y p e c o ntr ol m A b, r e d li n e: a nti -T L R 4 m A b) a n d gr a p hs s h o wi n g a v er a g e  
± S D i n e x p eri m e nt al gr o u ps ( B, D , a n d F) ar e pr es e nt e d. Si x ( c o ntr ol, I L -2/J E S 6) or fi v e (I L -
2/ S 4 B 6) mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s 
t-t est. Si g nifi c a nt diff er e n c es ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1; * * * p ≤ 0. 0 0 1). 
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Fi g u r e 3 - Fi g u r e S u p pl e m e nt 6. I L -2/ J E S 6 i n c r e as es t h e c o u nts of C D 4 5 +  a n d C D 1 1 b +  
C D 1 4 +  c ell s i n t h e li v e r.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l a st d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir li v ers w er e h ar v est e d. T h e r el ati v e  
n u m b er of C D 4 5 + c ell s i n t h e li v er ( A), C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s wit hi n C D 4 5 + c ell s i n t h e li v er 
( B), a n d C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s i n t h e li v er ( C) w er e d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y. D ot pl ots 
s h o wi n g o n e r e pr es e nt ati v e m o us e ( A a n d B) a n d a b ar gr a p h s h o wi n g a v er a g e  ± S D i n 
e x p eri m e nt al gr o u ps ( B – C) ar e pr es e nt e d. T hr e e mi c e p er gr o u p w er e us e d.  
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Fi g u r e 3 - Fi g u r e S u p pl e m e nt  7. I L -2/ J E S 6 i n c r e as e s t h e c o u nts of C D 4 5 +  a n d C D 1 1 b +  
C D 1 4 +  c ell s i n t h e l u n gs.  

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 or I L -2/ S 4 B 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. Mi c e w er e 
e ut h a ni z e d 2 d aft er t h e l a st d os e of I L-2 c o m pl e x es a n d t h eir l u n gs w er e h ar v est e d. T h e r el ati v e  
n u m b er of C D 4 5 + c ell s i n t h e l u n gs ( A), C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s wit hi n C D 4 5 + c ell s i n t h e l u n gs 
( B), a n d C D 1 1 b + C D 1 4 + c ell s i n t h e l u n gs ( C) w er e d et er mi n e d b y fl o w c yt o m etr y. D ot pl ot s 
s h o wi n g o n e r e pr es e nt ati v e m o us e ( A a n d B) a n d a b ar gr a p h s h o wi n g a v er a g e ± S D i n 
e x p eri m e nt al gr o u ps ( B – C) ar e pr es e nt e d. T hr e e mi c e p er gr o u p w er e us e d.  
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Fi g u r e 4 - Fi g u r e S u p pl e m e nt  1. T L R 4 si g n ali n g  i n T c ell s is dis p e n s a bl e f o r i n d u ci n g L P S 
h y p e rs e n siti vit y b y I L -2/ J E S 6.  

T w o gr o u ps of R a g 1 -/- mi c e w er e a d o pti v el y tr a nsf err e d ( A T) wit h 5. 6 × 1 0 6 T c ell s ( C D 3 + 
c ell s s ort e d b y M A C S usi n g n e g ati v e s el e cti o n) fr o m M y D 8 8 -/- mi c e pr etr e at e d wit h I L -2/J E S 6 
as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. O n e gr o u p of A T mi c e a n d o n e gr o u p of n or m al R a g 1 -/- mi c e w er e 
tr e at e d wit h I L-2/J E S 6 as s h o w n i n Fi g ur e 1 A. All e x p eri m e nt al gr o u ps i n cl u di n g R a g 1 -/- mi c e 
wit h o ut A T a n d I L -2/J E S 6 tr e at m e nt ( C o ntr ol) w er e c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of M N L D). 
F o ur mi c e p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d  t w o-t ail e d St u d e nt’s t-
t est. Si g nifi c a nt diff er e n c es t o c o ntr ol ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5).  
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Fi g u r e 4  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  2. A nti -I F N-γ m A b p r ot e cts f r o m s e n siti z ati o n t o L P S m o r e 
eff e cti v el y w h e n a d mi nist e r e d b ef o r e t r e at m e nt wit h I L -2/ J E S 6.  

( A) S c h e d ul e of s e nsiti z ati o n of mi c e t o L P S b y I L-2/J E S 6 a n d a d mi nistr ati o n of a nti -I F N-γ 
m A b ( α I F N-γ; 2 5 0 µ g/ mi c e i. p.). A nti -I F N-γ m A b w as i nj e ct e d eit h er 4 h b ef or e t h e first d os e 
of I L -2/J E S 6 ( bl u e arr o w) or 4 h b ef or e t h e L P S c h all e n g e ( gr e e n arr o w). ( B) C 5 6 B L/ 6 mi c e 
w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 1 0 % a n d 5 0 % of M N L D f or c o ntr ol a n d 
mi c e i nj e ct e d wit h a nti -I F N-γ m A b, r es p e cti v el y) as s h o w n i n A. F o ur mi c e p er gr o u p w er e 
us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. 
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Fi g u r e 6  - Fi g u r e S u p pl e m e nt  1. I m m u ni z ati o n wit h o v al b u mi n pl u s p ol y I: C d o es n ot 
i n c r e as e s e n siti vit y t o L P S. 

C 5 6 B L/ 6 mi c e w er e tr e at e d wit h I L -2/J E S 6 a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of M N L D) as 
s h o w n i n Fi g ur e 1 A. A n ot h er gr o u p of C 5 6 B L/ 6 mi c e w as i m m u ni z e d wit h o v al b u mi n ( O V A; 
0. 5 m g/ mi c e i. p) pl us p ol y I: C ( 7 5 µ g/ mi c e i. p.) o n d a y o n e a n d c h all e n g e d wit h L P S ( 5 0 % of 
M N L D) o n d a y 5. T h e c o ntr ol  gr o u p w as c h all e n g e d wit h t h e s a m e d os e of L P S o nl y. Fi v e mi c e 
p er gr o u p w er e us e d. D at a w er e a n al y z e d  usi n g a n u n p air e d t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. 

Si g nifi c a nt diff er e n c es t o c o ntr ol ar e s h o w n ( * p ≤ 0. 0 5; * * p ≤ 0. 0 1).  
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V.  Dis c us si o n  

I L-2 is a f u n d a m e nt al c yt o ki n e i n T c ell bi ol o g y, h a vi n g a pr of o u n d r ol e i n t h e 

d e v el o p m e nt, pr olif er ati o n, a n d s ur vi v al of v ari o us T c ell s u bs ets. Its c a p a cit y t o s u p p ort t h e 

pr olif er ati o n a n d s ur vi v al of a cti v at e d T c ell s a n d t h eir diff er e nti ati o n i nt o eff e ct or T c ell s w hil e 

m ai nt ai ni n g r e g ul at or y T c ell n u m b ers a n d t h eir s u p pr essi v e a cti vit y hi g hli g ht s it s d u al r ol e i n 

i m m u n e r e g ul ati o n. T h es e i m m u n osti m ul at or y a n d i m m u n os u p pr essi v e a cti o ns m a k e I L-2 a 

pr o misi n g t ar g et f or  tr e ati n g i m m u n e-r el at e d dis e as es, i n cl u di n g c a n c er a n d a ut oi m m u n e 

dis or d ers. T h e s u c c ess of I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a pi es cr u ci all y d e p e n ds o n fi n el y t u ni n g t hi s 

b al a n c e t o h ar n ess its t h er a p e uti c p ot e nti al eff e cti v el y.  

O n e of t h e pri m ar y c h all e n g es wit h I L -2 t h er a p y is it s r a pi d r e n al cl e ar a n c e, d u e t o it s 

s m all m ol e c ul ar si z e [ 2 0 4, 4 7 6, 4 7 7], w hi c h r es ults i n a s h ort h alf-lif e a n d l o w bi o a v ail a bilit y 

of t hi s p ar e nt er all y a d mi nist er e d r e c o m bi n a nt pr ot ei n [ 4 7 8]. Hi g h-d os e a d mi nistr ati o ns, 

i nt e n d e d t o o v er c o m e t hi s li mit ati o n, oft e n l e a d t o s e v er e t o xi citi es, s u c h as v as c ul ar l e a k 

s y n dr o m e a n d s e v er e p ul m o n ar y e d e m a, c a us e d b y dir e ct a cti v ati o n of C D 2 5 +  e n d ot h eli al c ell s 

[ 9 4, 2 0 8, 4 7 9, 4 8 0]. M or e o v er, I L-2 sti m ul at es T r e g c ell s w hi c h m a y d a m p e n t h e a ntit u m or 

i m m u nit y. T h es e c h all e n g es h a v e n e c essit at e d t h e d e v el o p m e nt of m o difi e d I L-2 v ari a nts a n d 

n o v el d eli v er y s yst e ms t o o pti mi z e t h er a p e uti c o ut c o m es w hil e mi ni mi zi n g a d v ers e eff e cts. F or 

i nst a n c e, I L-2 m ut ei ns wit h r e d u c e d C D 2 5 bi n di n g f a v or t h e e x p a nsi o n of eff e ct or T c ell s a n d 

N K c ell s, m a ki n g t h e m pr o misi n g c a n di d at es f or c a n c er i m m u n ot h er a p y.  

T o a d dr ess s o m e of t h es e iss u es, str at e gi es t o i n cr e a s e t h e m ol e c ul ar si z e of I L -2, t h er e b y 

r e d u ci n g r e n al cl e ar a n c e a n d pr ol o n gi n g it s cir c ul ati o n ti m e i n t h e bl o o dstr e a m, h a v e b e e n 

e x pl or e d [ 4 2 4, 4 8 1]. A n ot a bl e a p pr o a c h i n v ol v es p ol y m er m o difi c ati o n, s p e cifi c all y 

P E G yl ati o n. I niti al st u di es c o nfir m e d t h e a ntit u m or a cti vit y of I L -2 -P E G c o nj u g at e i n v ari o us 

c a n c ers [ 4 2 2, 4 2 4, 4 8 2-4 8 6] . H o w e v er, s u bs e q u e nt c o m p aris o ns t o n ati v e I L-2 r e v e al e d n o 

si g nifi c a nt a d v a nt a g es [ 4 2 6, 4 2 7, 4 8 7, 4 8 8], a n d a d v ers e r e a cti o ns t o P E G or it s b y pr o d u cts, 

i n cl u di n g h y p ers e nsiti vit y, h a v e b e e n n ot e d [ 4 8 9-4 9 4] . O ur l a b or at or y h as p urs u e d a n 

alt er n ati v e str at e g y usi n g p ol y( H P M A), a s y nt h eti c, n o n -i m m u n o g e ni c p ol y m er [ 4 9 5, 4 9 6]. T h e 

d esi g n, ar c hit e ct ur e, a n d str u ct ur al pr o p erti es of p ol y( H P M A) m a k e it a v er s atil e s yst e m f or t h e 

s y nt h esis of p ol y m eri c c o nj u g at es f or bi o m e di c al a p pli c ati o ns. We als o t o o k a d v a nt a g e of t h e 

f a ct t h at p ol y( H P M A)-m o difi e d pr ot ei ns e x hi bit l o w er i m m u n o g e ni cit y a n d b ett er 

bi o c o m p ati bilit y w h e n c o m p ar e d t o t h eir P E G yl at e d c o u nt er p arts [ 4 9 7, 4 9 8]. T h er ef or e, o ur 

r es e ar c h [ 4 7 2] h as pi o n e er e d t h e d e v el o p m e nt of I L-2 m o difi e d wit h s e v er al c h ai ns of 

p ol y( H P M A). T h e r es ulti n g I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e d e m o nstr at e d si g nifi c a ntl y i n cr e as e d 

bi ol o gi c al a cti vit y i n vi v o. M or e o v er, c o m p ar e d t o I L-2 -P E G, I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e 

s h o w e d m or e bi as e d a cti vit y t o w ar ds C D 1 2 2 hi g h  c ell s, as t h e m o difi c ati o n of I L -2 wit h 

p ol y( H P M A) c h ai ns d e cr e as e d t h e a bilit y of I L -2 t o i nt er a ct wit h C D 2 5. R e m ar k a bl y, I L -2 -

p ol y( H P M A) c o nj u g at e d e m o nstr at e d a si g nifi c a ntl y  e n h a n c e d a bilit y t o sti m ul at e I L -2 

r es p o nsi v e i m m u n e c ell s o v er fr e e I L-2  i n vi v o. M or e o v er, t hi s c o nj u g at e h as s h o w n p ot e nti al 

f or v ari o us i m m u n ol o gi c al a p pli c ati o ns b e y o n d c a n c er t h er a p y, s u c h as v a c ci n ati o n a n d i m m u n e 

s yst e m r e c o nstit uti o n aft er b o n e m arr o w tr a ns pl a nt ati o n. H o w e v er, o ur st u d y w as n ot f o c us e d 

o n d e v el o pi n g a n e w f or m  of I L -2 f or t u m or i m m u n ot h er a p y, b ut r at h er br o a dl y t o g e n er all y 

i n cr e as e t h e bi ol o gi c al a cti vit y a n d i m pr o v e p h ar m a c ol o gi c al f e at ur es of I L-2 i n vi v o a n d t h us 

p ot e nti all y e n a bl e t h e u s e of t hi s c yt o ki n e a n d, t h e or eti c all y, als o ot h er c yt o ki n es i n v ari o us 
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bi o m e di c al a p pli c ati o ns. N e v ert h el ess, o ur d e v el o p m e nt pr e d at e d N K T R -2 1 4, a r el at e d I L -2 -

P E G pr o dr u g d esi g n e d t o e n h a n c e C D 8 +  T c ell a n d N K c ell a cti v ati o n w hil e mi ni mi zi n g Tr e g 

c ell e x p a nsi o n [ 4 2 8]. D es pit e i niti al pr o mis e, N K T R-2 1 4 f a c e d c h all e n g es i n cli ni c al tri als d u e 

t o it s t o xi cit y pr ofil e a n d r at h er u ni m pr essi v e effi c a c y, l e a di n g t o it s e v e nt u al dis c o nti n u ati o n 

[ 4 3 2, 4 3 3]. Alt h o u g h r es e ar c h s u g g ests t h at p ol y( H P M A) c o ul d b e a pr o misi n g alt er n ati v e f or 

P E G i n bi o m e di c al a p pli c ati o ns [ 4 9 9-5 0 3] , w e c a n o nl y s p e c ul at e t h at m o difi c ati o n of I L-2 wit h 

p ol y( H P M A) will r es ult i n a n y a d v a nt a g e o v er u n m o difi e d I L -2 i n c a n c er t h er a p y. Alt h o u g h 

n u m er o us H P M A -dr u g c o nj u g at es h a v e r e a c h e d P h as e I a n d/ or P h as e II cli ni c al e v al u ati o ns,  

n o pr o d u ct h as y et b e e n s u c c essf ull y br o u g ht t o t h e m ar k et . T h us, f urt h er r es e ar c h is r e q uir e d 

t o d e v el o p p ol y( H P M A)-dr u g c o nj u g at es as s u c c e ssf ul c a n c er t h er a p e uti cs [ 5 0 4, 5 0 5].  

T h e d e v el o p m e nt of a nti -I L-2 m A bs r e pr es e nts a si g nifi c a nt br e a kt hr o u g h i n 

i m m u n ot h er a p y, wit h pr of o u n d i m pli c ati o ns f or t h e tr e at m e nt of c a n c er a n d a ut oi m m u n e 

dis e as es. Ori gi n all y d e v el o p e d t o n e utr ali z e e n d o g e n o us I L -2 a n d i n hi bit it s a cti vit y, t h es e 

m A b s w er e s o o n f o u n d t o f or m i m m u n o c o m pl e x es wit h I L -2 t h at s u bst a nti all y p ot e nti at e t h e 

sti m ul at or y a cti vit y of I L -2 i n vi v o. M or e o v er, I L-2 c o e x hi bits u ni q u e bi ol o gi c al a cti viti es b as e d 

o n t h e s p e cifi cit y of t h e gi v e n cl o n e of a nti -I L-2 m A b [ 7 4]. T h es e I L-2 c o alt er t h e s el e cti vit y 

of I L -2, e n a bli n g m or e s p e cifi c a cti v ati o n of p arti c ul ar T -c ell s u bs ets. F or i nst a n c e, C D 2 5 -

bi as e d I L -2 c o s k e w I L -2 a cti vit y t o w ar ds t h e e x p a nsi o n of T r e g c ell s, w hi c h c a n b e b e n efi ci al 

f or tr e ati n g a ut oi m m u n e dis e as es. C o n v ers el y, C D 1 2 2-bi as e d I L -2 c o pr ef er e nti all y pr o m ot es 

eff e ct or T a n d N K c ell e x p a nsi o n, w hi c h h a v e b e e n h ar n ess e d t o e n h a n c e a nti -t u m or r es p o ns es. 

T w o st u di es h a v e pr o vi d e d f urt h er i nsi g ht i nt o t h e m ol e c ul ar i nt er a cti o ns of mI L -2 wit h 

a nti -I L-2 m A bs, s p e cifi c all y S 4 B 6, J E S 6 -5 H 4 [ 5 0 6], a n d J E S 6-1 A 1 2 [ 5 0 7]. T h e first st u d y 

[ 5 0 6] i d e ntifi e d k e y e pit o p es i n v ol v e d i n t h e bi n di n g of mI L-2 t o it s r es p e cti v e a nti-I L-2 m A bs, 

S 4 B 6 a n d J E S 6 -5 H 4 . D at a a n al ysi s usi n g t h e p h a g e-dis pl a y m et h o d s h o w e d t h at S 4 B 6 a n d 

J E S 6 -5 H 4 m A bs s h ar e a si g nifi c a nt o v erl a p i n criti c al r esi d u es i n t h e I L -2 m ol e c ul e t o w hi c h 

t h e y bi n d, r es ulti n g i n si mil ar bi ol o gi c al eff e cts of r es p e cti v e I L-2 c o [ 7 4]. T his o v erl a p o c c urs 

at t h e C D 2 5/I L -2 i nt erf a c e t h us pr o vi di n g a n e x pl a n ati o n of pr e vi o us f u n cti o n al st u di es o n t h e 

m ol e c ul ar l e v el [ 4 6 3]. O ur st u d y [ 5 0 8] pr o vi d e d a n o v el t o ol f or I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p y b y 

i ntr o d u ci n g s o f ar u n d es cri b e d pr ot ei n c hi m er a s cI L-2/ S 4 B 6, i. e. , a n e w I C str u ct ur e, w h er e I L -

2 w as c o v al e ntl y li n k e d t o a li g ht c h ai n of S 4 B 6 a nti -I L-2 m A b vi a a fl e xi bl e oli g o p e pti d e 

( Gl y4 S er) 3  s p a c er. T his d esi g n a d dr ess e d c o n c er ns ass o ci at e d wit h t h e p ot e nti al us e of I L -2 c o 

i n h u m a n m e di ci n e, n a m el y st oi c hi o m etr y a n d st a bilit y. T h us, t hr o u g h t hi s n o v el cl ass of I Cs, 

w e pr o vi d e d a g e n er al pri n ci pl e o n d esi g ni n g a n I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs t h at mi mi cs 

t h e I L-2 c o str u ct ur all y a n d f u n cti o n all y b ut wit h o ut t h e m ost si g nifi c a nt dr a w b a c ks. T his st u d y 

als o off ers a str u ct ur al b asis f or u n d erst a n di n g t h e m e c h a nis m of I L -2 c o, t o g et h er wit h ot h er 

p u bli s h e d d at a c oll e cti v el y s u g g esti n g t h at S 4 B 6 a n d J E S 6 -5 H 4 m A bs i m p e d e t h e  bi n di n g of 

I L-2 t o C D 2 5.  

R oj as et al.  [ 5 0 7] i d e ntifi e d a u ni q u e cl ust er of r esi d u es i n t h e I L-2 m ol e c ul e r e c o g ni z e d 

b y J E S 6 -1 A 1 2 m A b, disti n ct fr o m t h os e r e c o g ni z e d b y S 4 B 6 or J E S 6 -5 H 4 m A bs. O ur r e p ort 

[ 5 0 9] pr o vi d e d X -r a y cr yst all o gr a p h y d at a s h o wi n g t h at S 4 B 6 m A b c o m pl et el y bl o c ks I L -

2/ C D 2 5 i nt er a cti o n d u e t o t h e o v erl a p of t h e e pit o p es i n t h e I L -2 m ol e c ul e r es p o nsi bl e f or 

bi n di n g t o C D 2 5 a n d S 4 B 6 m A b. M or e o v er, t h e bi n di n g of S 4 B 6 m A b t o I L -2 als o i n d u c es a 

c o nf or m ati o n al c h a n g e i n t h e I L -2 m ol e c ul e t h er e b y  i n cr e asi n g it s affi nit y t o C D 1 2 2. T his 

u ni q u e f e at ur e f urt h er i n cr e as es t h e s el e cti vit y of I L -2/ S 4 B 6 t o sti m ul at e C D 1 2 2 hi g h  c ell s, s u c h 
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as m e m or y C D 8 +  T a n d N K c ell s. I nt er esti n gl y, t hi s S 4 B 6 m A b -i n d u c e d str u ct ur al s hift mi mi cs 

t h e eff e ct of C D 2 5. It is a v er y u ni q u e sit u ati o n w h er e t h e bi n di n g of artifi ci al pr ot ei n ( S 4 B 6 

m A b) t o I L -2 r es ult s i n t h e s a m e c h a n g e of t h e I L -2 c o nf or m ati o n as t h e bi n di n g of  t h e n at ur al 

r e c e pt or ( C D 2 5). O v erl a yi n g t h e e pit o p es r es p o n si bl e f or t h e bi n di n g of I L -2 R s u b u nits wit h 

S 4 B 6 m A b -b o u n d I L -2 cl e arl y ill ustr at e d t h e dir e ct o c cl usi o n of C D 2 5 bi n di n g b y t h e S 4 B 6 

m A b. T h e c o m p aris o n als o hi g hli g hts a stri ki n g s i mil arit y b et w e e n t h e i nt erf a c es of hI L-

2/ h C D 2 5 a n d mI L -2/ S 4 B 6 m A b.  

J E S 6 -1 A 1 2 m A b r e c o g ni z es a n e pit o p e i n mI L -2 t h at is i n v ol v e d i n t h e i nt er a cti o n wit h 

b ot h I L -2 R β a n d γ c . T h us, I L-2 b o u n d t o t hi s m A b is n ot a bl e t o i nt er a ct wit h si g n ali n g I L -2 R 

s u b u nits. M or e o v er, t hi s m A b als o all ost eri c all y i m p e d es t h e I L -2/ C D 2 5 i nt er a cti o n. H o w e v er,  

t h e i nt er a cti o n b et w e e n I L-2 a n d J E S 6 -1 A 1 2 m A b c o ul d b e r e pl a c e d b y C D 2 5 t hr o u g h a s o -

c all e d "tri g g er e x c h a n g e " m e c h a nis m, f a v ori n g C D 2 5 hi g h  c ell s s u c h as Tr e g c ell s or a cti v at e d T 

c ell s  as t h e y e x pr ess s uffi ci e ntl y hi g h l e v els of C D 2 5 t o  dis pl a c e t h e m A b [ 5 0 9]. A cti v ati o n of 

t h e I L-2 si g n ali n g p at h w a y i n C D 2 5 hi g h  c ell s f urt h er u pr e g ul at es C D 2 5 e x pr essi o n t o cr e at e a 

p ositi v e f e e d b a c k l o o p t h at f a v ors C D 2 5 hi g h  c ell e x p a nsi o n [ 5 0 9] t hr o u g h t h e I L-2/J E S 6 

c o m pl e x, f urt h er hi g hli g hti n g s u p eri or s el e cti vit y of t hi s I L -2 c o f or C D 2 5 hi g h   c ell s s u c h as Tr e g 

c ell p o p ul ati o n. I n s u m m ar y, w e el u ci d at e d h er e t h e m e c h a nis m of h o w I L -2 c o f or m e d b y J E S 6 -

1 A 1 2 a n d S 4 B 6 m A bs i nt er a ct wit h I L -2 R a n d diff er e nti all y sti m ul at e v ari o us I L -2 r es p o nsi v e 

i m m u n e c ell s u bs ets b as e d o n t h eir I L-2 r e c e pt or s ur f a c e e x pr essi o n pr ofil es. M or e o v er, t hi s 

bi as e d sti m ul ati o n is f urt h er e n h a n c e d b y tr a ns cri pti o n al f e e d b a c k i n t h e c as e of I L -2/J E S 6. 

T his w or k f urt h er e n a bl e d str u ct ur e -b as e d e n gi n e eri n g of a si n gl e a g e nt f u si o n of t h e I L -2 a n d 

J E S 6 -1 A 1 2 m A b (J Y 3  I C, d es cri b e d i n o ur n e xt p a p er [ 5 1 0]). T his I C pr es er v es t h e C D 2 5-

a nti b o d y e x c h a n g e m e c h a nis m of I L -2 d eli v er y d es pit e I L -2 b ei n g c o v al e ntl y li n k e d t o t h e 

a nti b o d y. J Y 3  I C “s hi el ds ” a c yt o ki n e fr o m n o n-s p e cifi c all y e n g a gi n g i m m u n e c ell s a n d i nst e a d 

t ar g ets it pr ef er e nti all y t o Tr e g c ell s b as e d o n t h eir hi g h s urf a c e C D 2 5 e x pr essi o n l e v els. T his 

off ers a m or e s o p histi c at e d m o d e of s el e cti v e I L -2 d eli v er y t h a n dir e ct m ut a g e n esis of t h e 

c yt o ki n e r e d u ci n g it s r e c e pt or affi nit y [ 4 0 3, 4 3 4], w hi c h m a y als o alt er f u n cti o n al a cti vit y a n d 

r ais e c o n c er ns a b o ut i m m u n o g e ni cit y. M or e o v er, t his a p pr o a c h o v er c o m es l o gisti c al c h all e n g es 

i n dr u g f or m ul ati o n s u c h as t h e i nst a bilit y of t h e c yt o ki n e/ a nti b o d y c o m pl e x. I Cs b as e d o n 

m ut ei ns d eri v e d fr o m J E S 6 -1 A 1 2 m A b wit h diff er e nt affi niti es f or I L -2 s el e cti v el y t ar g et I L -2 

a cti vit y t o C D 2 5 hi g h  i m m u n e c ell s u bs ets. I n t ur n, s u c h I Cs si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e C D 2 5 o n 

a cti v at e d C D 8 +  T c ell s a n d Tr e gs, cr e ati n g a n a m plifi c ati o n l o o p a n d r es ulti n g i n t h e s u p eri or 

e x p a nsi o n of t h es e s u bs ets c o m p ar e d t o t h at i n d u c e d b y I L -2/J E S 6 c o m pl e x. M or e o v er, 

pr etr e at m e nt wit h J Y 3  I C pr e v e nts t h e d e v el o p m e nt of a ut oi m m u n e dis e as e i n a d e xtr a n s o di u m 

s ulf at e ( D S S) -i n d u c e d c oliti s m o d el wit h a hi g h er effi c a c y t h a n t h e I L-2/J E S 6 c o m pl e x. 

Alt h o u g h J Y 3  I C i n d u c es C D 2 5 u pr e g ul ati o n o n M P C D 8 +  T c ell s a n d s ur pri si n gl y o n N K c ell s, 

it di d n ot aff e ct t h e e x p a n si o n of t h es e p o p ul ati o ns. H u m a n C D 5 6hi  N K c ell s e x pr ess l o w l e v els 

of  C D 2 5 y et s h o w g o o d p S T A T 5 r es p o ns es t o l o w er I L -2 c o n c e ntr ati o ns, al b eit r es p o ns es t h at 

ar e n ot as r o b ust as t h os e b y Tr e gs [ 5 1 1]. Alt h o u g h n ot t est e d, w e c a n o nl y s p e c ul at e, t h at 

si g nifi c a ntl y i n cr e as e d C D 2 5 l e v els o n N K c ell s will r e n d er t h es e c ell s m or e r es p o nsi v e t o J Y 3  

I C, w hi c h c o ul d s u bs e q u e ntl y e n h a n c e t h eir c yt ot o xi cit y a n d eff e ct or c yt o ki n e  pr o d u cti o n [ 1 8 2, 

5 1 1, 5 1 2] , t h us m a ki n g t h e m p ot e nti all y h ar mf ul [ 5 1 3-5 1 5] . H o w e v er, gi v e n t h at Tr e g c ell s 

r estr ai n N K c ell c yt ot o xi cit y b y li miti n g t h e a v ail a bilit y of I L-2 [ 5 1 6] a n d t h at J Y 3  I C-i n d u c e d 
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Tr e g c ell s e x pr ess m u c h hi g h er a m o u nt s of C D 2 5 t h a n N K c ell s, t h e c o n c er ns ar e pr o b a bl y n ot 

j ustifi e d if r el e v a nt t h er a p e uti c d os es of JY 3  I C ar e us e d t o e x p a n d Tr e g c ell s. 

D es pit e si g nifi c a nt pr o gr ess i n o pti mi zi n g I L -2 t h er a p y f or c a n c er tr e at m e nt, t h e c urr e nt 

d at a is al m ost e ntir el y fr o m pr e cli ni c al m o d els. W hil e t h er e is a c o ns e n s us t h at I L -2 or it s 

d eli v er y m et h o ds m ust b e m o difi e d f or s u c c essf ul cli ni c al us e, o pi ni o n s d iff er o n t h e b est 

a p pr o a c h. U ntil r e c e ntl y, t h e g o al of I L -2 c a n c er i m m u n ot h er a p y h as b e e n t o r e d u c e it s t o xi c 

eff e cts b y dir e cti n g si g n ali n g t o t h e i nt er m e di at e -affi nit y I L -2 R β γ c , t h er e b y s el e cti v el y 

sti m ul ati n g eff e ct or C D 8 +  T c ell s a n d N K c ell s b ut n ot C D 2 5 +  Tr e gs or e n d ot h eli al c ell s. T his 

h as b e e n a c hi e v e d b y r e d u ci n g I L -2 i nt er a cti o n wit h C D 2 5 t hr o u g h v ari o us m et h o ds, i n cl u di n g 

c o m pl e xi n g wit h C D 1 2 2 -bi as e d m A bs, f usi o n t o s ol u bl e C D 2 5, s el e cti v e p ol y m er 

m o difi c ati o ns, or e n gi n e eri n g m ut ei ns wit h l o w or n o C D 2 5 bi n di n g a cti vit y. T h es e a p pr o a c h es 

h a v e b e e n s u c c essf ul i n m o us e m o d els, l e a di n g t o s el e cti v e e x p a nsi o n of eff e ct or C D 8 +  T c ell s 

wit h mi ni m al Tr e g c ell sti m ul ati o n, r es ulti n g i n eff e cti v e a nti -t u m or r es p o ns es a n d li mit e d 

t o xi cit y. 

N u m er o us pr e cli ni c al st u di es h a v e d e m o nstr at e d t h e effi c a c y of C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o 

i n m ulti pl e m uri n e c a n c er m o d els i n cl u di n g B 1 6 F 1 0 m el a n o m a [ 9 4, 4 6 9, 5 1 7, 5 1 8], p a n cr e ati c 

c a n c er m o d el [ 5 1 9], B C L 1 l e u k e mi a [ 4 6 9, 5 1 8], T R A M P-C 1 s ar c o m a [ 5 2 0], L M 8 m o us e 

ost e os ar c o m a [ 5 2 1], a n d ort h ot o pi c bl a d d er c a n c er [ 5 2 2]. H o w e v er, t h es e st u di es als o i n di c at e 

t h at t h e a ntit u m or a cti vit y of C D 1 2 2-bi as e d I L -2 c o c a n b e si g nifi c a ntl y i m pr o v e d i n 

c o m bi n ati o n t h er a pi es.  

I n cli ni c al s etti n gs, t h e a ntit u m or eff e cts of H D I L-2 t h er a p y h a v e b e e n s ur p ass e d b y 

m or e eff e cti v e i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit ors (I CI s), p arti c ul arl y t h os e t ar g eti n g t h e P D -1/ P D -

L 1 p at h w a y. W hil e bl o c k a d e of P D -1 a n d C T L A -4 wit h I CIs h as s h o w n r es p o ns es i n u p t o 6 0 % 

of p ati e nts [ 5 2 3], t h er e is still a n e e d t o u n d erst a n d t h e m e c h a nis m s dri vi n g r esist a n c e t o t h es e 

a g e nts. R e c e nt st u di es h a v e hi g hli g ht e d t h e i m p ort a n c e of C D 8+  T c ell st e m n ess i n c hr o ni c vir al 

i nf e cti o n a n d c a n c er [ 4 5 6, 5 2 4-5 2 8] . T h es e a nti g e n-e x p eri e n c e d st e m -li k e C D 8+  T c ell s e x pr ess 

b ot h t h e T C F -1 tr a ns cri pti o n f a ct or a n d t h e c h e c k p oi nt r e c e pt or P D -1 a n d h a v e s elf -r e n e w al 

c a p a cit y i n r es p o ns e t o vir al or t u m or a nti g e ns. T h e P D -1 + T C F -1 +  C D 8 +  T c ell s a ct as a r es er v oir 

t h at c a n c o nti n u all y pr o d u c e T C F-1 - eff e ct or T c ell s e x hi biti n g c yt ot o xi c f u n cti o ns. T h e 

e x p a nsi o n a n d diff er e nti ati o n of t h es e P D -1 + T C F -1 +  st e m -li k e C D 8+  T c ell s i nt o eff e ct or T c ell s 

is criti c al f or t h e s u c c ess of i m m u n ot h er a pi es b as e d o n P D-1 bl o c k a d e [ 5 2 4, 5 2 6, 5 2 9, 5 3 0]. 

I nt er esti n gl y, P D-1 bl o c k a d e al o n e a cts o n st e m -li k e T c ell s t o e x p a n d a p o p ul ati o n of tr a nsit or y 

eff e ct or c ell s , b ut it e v e nt u all y l e a ds t o t h e a c c u m ul ati o n of Te x [ 4 5 6, 5 3 1]. Te x c ell s d e v el o p e d 

i n r es p o ns e t o c hr o ni c a nti g e n e x p os ur e i n t u m ors, i nf e cti o ns, a n d a ut oi m m u n e dis e as es [ 5 3 2, 

5 3 3]  t e n d t o l os e t h eir pr olif er ati v e c a p a cit y a n d eff e ct or f u n cti o ns a n d e v e nt u all y di e vi a 

a p o pt osis. D es pit e t h at t h es e c ell s d e v el o p t o pr e v e nt h ar mf ul i m m u n e r es p o ns es [ 5 3 4] t h e y 

p os e si g nifi c a nt c h all e n g es f or dis e as e t h er a p y. Te x c ell s e x hi bit u ni q u e c h ar a ct eristi cs, n ot a bl y 

t h e c o-e x pr essi o n of m ulti pl e i n hi bit or y r e c e pt ors ( e. g. P D 1, C T L A -4, L A G 3, TI M -3, B T L A, 

TI GI T) a n d f u n cti o n al i m p air m e nt [ 5 3 5-5 4 0] . T h eir e x h a usti o n st a g es i n cl u d e t h e e arl y l oss of 

I L-2 pr o d u cti o n [ 3 2 9], i nt er m e di at e l oss of T N F-α, a n d a d v a n c e d l oss of I F N -γ a n d gr a n z y m e 

B e x pr essi o n [ 5 4 1].  

I nt er esti n gl y, c o m bi ni n g I L-2 wit h P D -1 bl o c k a d e tri g g ers a n alt er n ati v e diff er e nti ati o n 

p at h w a y fr o m st e m -li k e c ell s t o a disti n ct s u bs et of hi g hl y pr olif er ati v e a n d c yt ot o xi c C D 8 +  T 

c ell s, or “ b ett er eff e ct ors ” [ 3 4 7, 3 4 8, 4 5 6]. T his u ni q u e s u bs et of c yt ot o xi c T c ell s is 
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c h ar a ct eri z e d b y i n cr e as e d e x pr essi o n of g e n es e n c o di n g c yt ot o xi c m ol e c ul es ( G r a n z y m e A a n d 

B), a d h esi o n m ol e c ul es, r e c e pt ors f or pr oi nfl a m m at or y c yt o ki n es a n d c h e m o ki n es (I L -1 8 R, 

I F N G R, a n d C C R 5), tr a ns cri pti o n f a ct ors ( T B E T/ T b x 2 1), i nt erf er o n -r es p o ns e g e n es, N K 

r e c e pt ors ( N K G 2 D), a n d pr oi nfl a m m at or y S 1 0 0 pr ot ei ns [ 5 4 2]. B ett er eff e ct ors i n d u c e d b y t h e 

c o m bi n ati o n of I L -2 pl us P D -1 bl o c k a d e i n m uri n e i ntr at u m or al a n d s pl e ni c C D 8 +  T c ell s 

p oss ess s u p eri or a ntit u m or a n d a nti vir al c yt ot o xi c c a p a cit y [ 3 4 8, 4 5 6, 4 5 9]. I L-2 bi n di n g t o 

C D 2 5 is ess e nti al f or tri g g eri n g t hi s alt er n ati v e diff er e nti ati o n p at h w a y a n d e x p a n di n g b ett er 

eff e ct ors wit h disti n ct tr a ns cri pti o n al a n d e pi g e n eti c pr ofil es [ 3 4 8]. C oll e cti v el y, t h es e d at a 

pr o vi d e a cl u e as t o w h y N K T R -2 1 4, e n gi n e er e d t o h a v e r e d u c e d or m as k e d a bilit y t o e n g a g e 

wit h C D 2 5  f ail e d i n l ar g e, w ell-c o ntr oll e d cli ni c al tri als. It is n ot e w ort h y t h at t h e a bilit y of b ot h  

t h e I L-2/ S 4 B 6 or t h e s cI L -2 -S 4 B 6 c hi m er a t o sti m ul at e C D 2 5 +  c ell s is r at h er li mit e d d u e t o 

t h eir pr e vi o usl y d es cri b e d c h ar a ct eristi cs. 

I n li g ht of t h es e r e c e nt fi n di n gs, i nt er est i n I L-2 t h er a p y is n o w s hifti n g t o m et h o ds t h at 

mil dl y r e d u c e, r at h er t h a n a b oli s h, str o n g si g n ali n g i n a cti v at e d a n d eff e ct or C D 8 +  T c ell s, i. e., 

b y pr es er vi n g I L -2 bi n di n g t o C D 2 5 b ut r e d u ci n g i nt er a cti o n wit h C D 1 2 2 [ 5 4 3] or γ c  [ 5 2 8]. 

S ur prisi n gl y, b ett er i m m u n e r es p o ns es o c c urr e d wit h a p arti al I L -2 a g o ni st, H 9 T, w hi c h h as 

i n cr e as e d bi n di n g affi nit y f or C D 1 2 2 a n d r e d u c e d bi n di n g t o γ c , l e a di n g t o d e cr e as e d S T A T 5 

p h os p h or yl ati o n b ut n ot E R K [ 5 2 8]. H 9 T -e x p a n d e d T c ell s s h o w e d m ar k e dl y r e d u c e d 

e x pr essi o n of e x h a usti o n m ar k ers (i n cl u di n g P D -1 a n d TI M -3), a n d r e d u c e d l e v els of p erf ori n, 

gr a n z y m e B, a n d I F N -γ w h e n c o m p ar e d t o t h os e sti m ul at e d b y n ati v e I L -2 or “s u p er -2 ” . I n 

a d diti o n, H 9 T tr e at m e nt s ust ai n e d t h e e x pr essi o n of T C F -1 a n d pr o m ot e d mit o c h o n dri al fit n ess, 

t h er e b y f a cilit ati n g t h e m ai nt e n a n c e of a st e m-c ell -li k e st at e. T h e a ut h ors pr o vi d e d d at a 

s h o wi n g t h at i n H 9 T-e x p a n d e d C D 8 +  T c ell s, gl y c ol ysi s w as r e d u c e d c o m p ar e d wit h t h os e 

e x p a n d e d b y I L -2 or “s u p er -2 ”, as e vi d e n c e d b y r e d u c e d gl u c os e u pt a k e, l o w er l e v els of a c et at e 

a n d a l o w er r at e of b as al e xtr a c ell ul ar a ci difi c a ti o n. M or e o v er, i n hi biti n g gl y c ol ysis i n cr e as e d 

t h e e x pr essi o n of C D 6 2 L a n d T C F-1, c o nsist e nt wit h t h e n oti o n t h at r estri cti n g gl y c ol ysis 

pr o m ot es T c ell st e m n es s a n d T c ell m e m or y g e n er ati o n. T h e e x pr essi o n of a c o nstit uti v el y 

a cti v e f or m of S T A T 5 i n T c e ll s e n h a n c e d gl y c ol ysi s, pr o m ot e d T c ell e x h a usti o n, a n d 

s u p pr ess e d T c ell st e m n e ss, t h us hi g hli g hti n g t h at S T A T 5 si g n ali n g c o ntri b ut es t o t h e f u n cti o n al 

diff er e n c es b et w e e n I L -2 a n d t h e I L -2 v ari a nt H 9 T. I m p ort a ntl y, T C R -tr a ns g e ni c a n d C A R-

m o difi e d C D 8 +  T  c ell s t h at w er e e x p a n d e d wit h H 9 T i n d u c e d r o b ust a nti -t u m or a cti vit y i n vi v o 

i n m o us e m o d els of m el a n o m a a n d a c ut e l y m p h o bl asti c l e u k e mi a [ 5 2 8]. 

T h e i m p ort a n c e of I L -2/ C D 2 5 i nt er a cti o n f or eff e cti v e I L -2 a ntit u m or a cti vit y is f urt h er 

hi g hli g ht e d b y st u di es s h o wi n g t h at b ot h wil d -t y p e I L-2 a n d I L -2 R β γ c -att e n u at e d a g o nists wit h 

i nt a ct C D 2 5 bi n di n g c a n eff e cti v el y e x p a n d t u m or-s p e cifi c C D 8 +  T c ell s ( T S Ts) a n d e x hi bit 

b ett er a ntit u m or effi c a c y a n d s af et y t h a n t h eir " n o n -C D 2 5 " c o u nt er p arts [ 5 4 3]. T his st u d y 

f urt h er s h o ws t h at at l e ast a p art of T S Ts fr o m mi c e a n d h u m a n t u m ors c o -e x pr ess el e v at e d 

C D 2 5 a n d P D -1 . T h er ef or e, t h es e T S Ts ar e s us c e pti bl e t o sti m ul ati o n b y C D 2 5 -bi as e d I L-2 

a g o nists , es p e ci all y i n c o m bi n ati o n wit h P D-1 bl o c k a d e.  M or e o v er, C D 2 5 -bi as e d I L -2 a g o nists  

el e v at e  t h e C D 8⁺ Teff c ell-t o-Tr e g c ell r ati o i n t u m ors, b ut n ot i n t h e p eri p h er y, t o pr o m ot e 

a ntit u m or effi c a c y. I n m ulti pl e m o us e m o d els, C D 2 5 -bi as e d , b ut n ot n o n-C D 2 5  a g o nists , 

r est or e t h e I L-2 si g n at ur e a n d s y n er gi z e  wit h P D -1  bl o c k a d e  t o er a di c at e l ar g e est a blis h e d 

t u m ors. N ot a bl y, t hi s st u d y als o s h o ws t h at t h e a ntit u m or effi c a c y of P D-1  bl o c k a d e  is hi g hl y 

d e p e n d e nt o n t h e a cti v ati o n of P D -1⁺ C D 2 5⁺ C D 8⁺ TI Ls t hr o u g h a ut o cri n e I L -2 -C D 2 5 si g n ali n g. 
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T h e pr o p os e d  m o d el of a ut o cri n e I L -2 -C D 2 5 si g n ali n g i n m e di ati n g t h e a ntit u m or a cti vit y of 

P D -1  bl o c k a d e  is t h at it sti m ul at es P D -1⁺ T S T c ell s t o s e cr et e I L -2, w hi c h a cti v at es t h e 

a ut o cri n e I L -2 -S T A T 5 si g n ali n g p at h w a y vi a hi g h -affi nit y r e c e pt ors. T his l e a ds t o t h e s e cr eti o n 

of eff e ct or m ol e c ul es , s u c h as I F N-γ, T N F -α , a n d G Z M B, w hi c h m a y kill  t u m or c ell s [ 5 4 3]. 

A n ot h er st u d y c o nfir ms t h at r o b ust I L -2 -d e p e n d e nt a ntit u m or i m m u n ot h er a p y r e q uir es 

t ar g eti n g t h e hi g h-affi nit y I L -2 R o n t u m or -s p e cifi c C D 8 +  T c ell s [ 5 4 4]. C oll e cti v el y, t h es e d at a  

u n d ers c or e t h e hi g hl y i m p ort a nt f u n cti o n of C D 2 5 i n I L-2 -b as e d i m m u n ot h er a p y a n d pr o vi d e 

r ati o n al es f or e v al u ati n g C D 2 5-bi as e d a g o nists i n c a n c er  i m m u n ot h er a p y.  

T h es e fi n di n gs r ais e t h e q u esti o n of w h et h er u n d er P D -1 bl o c k a d e t h es e  P D -

1⁺ C D 2 5⁺ C D 8⁺ TI Ls c a n b e e x p a n d e d wit h C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o, i. e., i n p ar all el wit h Tr e gs. 

T his a p pr o a c h m a y f ail , b e c a us e t h e C D 2 5 hi g h  Tr e gs  als o utili z e  I L-2 c o , t h us l o w er I L-2 c o 

a v ail a bilit y f or  P D -1⁺ C D 2 5⁺ C D 8⁺ TI Ls . Mor e o v er, Tr e g c ell a cti vit y c a n i m p e d e eff e ct or T c ell 

e x p a nsi o n. H o w e v er, o ur r e c e nt ( u n p u bli s h e d ) d at a s h o w t h at C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o s y n er gi z es  

wit h i m m u n e c h e c k p oi nt bl o c k a d e i n c a n c er i m m u n ot h er a p y d es pit e  r o b ust Tr e g c ell 

e x p a nsi o n. P r o p er ti mi n g is cr u ci al, as I L-2/J E S 6 a d mi nist er e d aft er  i m m u n e c h e c k p oi nt 

bl o c k a d e, b ut  n ot vi c e v er s a, l e a ds t o pr of o u n d a ntit u m or eff e cts . M e c h a nisti c all y, C D 2 5-bi as e d 

I L-2 c o p ot e ntl y a n d s el e cti v el y sti m ul at es  t h e e x p a nsi o n of C D 8+  T S T c ell s a n d e n h a n c es  t h eir 

eff e ct or f u n cti o ns i n a C D 2 5 -d e p e n d e nt m a n n er, o v er c o mi n g Tr e g c ell -m e di at e d s u p pr essi o n. 

T h es e fi n di n gs t h e r ef or e s u p p ort t h e us e of C D 2 5-bi as e d I L -2/J E S 6 i n c o m bi n ati o n wit h I CIs 

f or c a n c er i m m u n ot h er a p y.  

Of n ot e,  i n a m o d el of c hr o ni c L C M V i nf e cti o n , t h e tr a ns cri pti o n al pr ofil e s of C D 8+  T 

c ell s i n d u c e d b y I L-2  al o n e  or  i n c o m bi n ati o n wit h a nti -P D -1 a nti b o d y ar e l ar g el y si mil ar, 

w hi c h s u g g ests t h at t h e diff er e nti ati o n of C D 8 +  T c ell s i nt o b ett er eff e ct ors is i n d u c e d b y t h e 

I L-2 si g n al r at h er t h a n b y P D -1 bl o c k a d e [ 3 4 8]. A d diti o n all y, C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o i n cr e as e s 

t h e fr e q u e n c y of G Z M B+ N G K 2 D +  c ell s ( c orr es p o n di n g t o t h e b ett er eff e ct or T c ell s) a m o n g 

s pl e ni c a n d t u m or-i nfiltr ati n g C D 8+  T c ell s, h o w e v er o nl y aft er i m m u n o g e ni c c h e m ot h er a p y 

[ 5 4 5], s u g g esti n g t h at o nl y a nti g e n-sti m ul at e d C D 8 +  T c ell s f or m b ett er eff e ct ors. C oll e cti v el y , 

t h es e r e p orts e x pl ai n w h y hi g h -d os e tr e at m e nt wit h u n m o difi e d I L -2 h as t h e si g nifi c a nt  

a d v a nt a g e of eli citi n g p ot e nt eff e ct or C D 8 +  T c ell r es p o ns es [ 5 4 3], d e s pit e als o c a usi n g  

d a n g er o us t o xi cit y.  

A d diti o n all y , a n e w a p pr o a c h usi n g P D 1-I L 2 v f u si o n pr ot ei n f or I L-2 t h er a p y s h o ws 

gr e at pr o mis e . H er e, I L -2 m ut ei n , w hi c h is n ot a bl e t o i nt er a ct wit h C D 2 5 , is f us e d t o a nti-P D -

1 m A b t o pr es e nt I L -2 t o I L -R β γ c  o n P D -1 +  T c ell s i n cis . I nt er esti n gl y, bi n di n g of t h e P D 1-

I L 2 v t o P D-1 a n d I L -2 R β γ c  o n t h e s a m e c ell l e a ds t o a n alt er n ati v e diff er e nti ati o n of P D -1⁺ T C F -

1⁺ st e m -li k e C D 8+  T c ell s i nt o b ett er eff e ct ors , r at h er t h a n e x h a ust e d T c ell s i n m o d els of b ot h 

c hr o ni c i nf e cti o n a n d c a n c er a n d pr o vi d es s u p eri or t h er a p e uti c effi c a c y [ 4 5 6, 4 5 9]. B y c o ntr ast, 

P D -1 - or P D -L 1 -bl o c ki n g m A bs  al o n e, or t h eir c o m bi n ati o n wit h cli ni c all y r el e v a nt d os es of 

I L-2 v wit h a b oli s h e d C D 2 5 bi n di n g, d o n ot i n d u c e  t hi s u ni q u e s u bs et of b ett er eff e ct or T c ell s 

a n d i nst e a d l e a d t o t h e a c c u m ul ati o n of t er mi n all y diff er e nti at e d e x h a ust e d T c ell s [ 4 5 6]. T his 

i m pli es t h at str o n g bi n di n g of I L-2 t o it s r e c e pt or, m e di at e d eit h er t hr o u g h t h e  i nt a ct I L-2: C D 2 5 

i nt er a cti o n or t hr o u g h t h e a n c h ori n g of I L -2 v t o P D -1 i n cis , is r e q uir e d f or g e n er atin g b ett er 

eff e ct ors. T h er ef or e, it o n c e a g ai n s u p p orts t h e h y p ot h esis t h at c a n c er tr e at m e nt usi n g a 

c o m bi n ati o n of C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o a n d t h e P D 1 -P D -L 1 p at h w a y bl o c k a d e w o ul d li k el y b e  

l ess eff e cti ve.  
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T h es e fi n di n gs pr o vi d e t h e b asis f or d e v el o p i n g a n e w g e n er ati o n of P D -1 -t ar g et e d I L-

2  a g o nists  t h at str o n gl y a cti v at e  I L-2 si g n ali n g e x cl usi v el y  i n P D-1 +  T c ell s i n cis , off eri n g 

e n h a n c e d t h er a p e uti c p ot e nti al f or tr e at i n g c a n c er a n d c hr o ni c i nf e cti o ns. T hr o u g h s el e cti v e  

sti m ul ati o n of P D -1 +  T c ell s,  i. e. a nti g e n-e x p eri e n c e d T c ell s,  t hi s m et h o d c o ul d als o p ot e nti at e 

t h e a nti-t u m or a cti vit y of ot h er γ c  c yt o ki n es, n ot a bl y I L -1 5 . In d e e d, i m pr essi v e r es ult s h a v e 

r e c e ntl y b e e n r e p ort e d f or f usi o n pr ot ei ns c o nsisti n g of a nti -P D -1 m A b a n d I L -1 5 [ 5 4 6, 5 4 7]. 

A  k e y a d v a nt a g e of t et h eri n g c yt o ki n es t o T c ell s vi a a nti -P D -1 m A b  for c a n c er i m m u n ot h er a p y  

is t h at t h e c yt o ki n es mi g ht b e eff e cti v e i n v er y l o w c o n c e ntr ati o ns, t h er e b y a v oi di n g t o xi cit y.  

It is b e c o mi n g a p p ar e nt t h at t h er e is a f u n d a m e nt al f u n cti o n al diff er e n c e b et w e e n t h e 

t ar g et e d d eli v er y of e n gi n e er e d I L-2 t o a nti g e n -e x p eri e n c e d c ell s t h at ar e P D -1 +  a n d j ust 

e n gi n e eri n g I L -2 wit h m o difi e d  affi nit y f or it s r e c e pt or  s u b u nits  o n all c ell s. T h e f or m er 

a p pr o a c h i n cr e as es s el e cti vit y f or a nti g e n -e x p eri e n c e d  T c ell p o p ul ati o ns,  w h il e t h e l att er 

i n cr e as es si g n ali n g p ot e n c y o n m a n y c ell s irr es p e cti v e of t h eir a nti g e n e x p eri e n c e a n d is o nl y 

r e g ul at e d b y t h e e x pr essi o n pr ofil e of I L-2 R a n d g e n er al r es p o nsi v e n ess of  v ari o us l y m p h o c yt es 

t o I L-2 si g n al . I n a d diti o n t o bi ol o gi c al d esi g n, o pti mi zi n g t h e d os e a n d d ur ati o n of e x p os ur e 

f or a p arti c ul ar I L-2 v ari a nt m a y b e n e c ess ar y f or cli ni c al s u c c ess.  

A n ot h er i nt er esti n g o pti o n is a n e n gi n e er e d ort h o g o n al ( ort h o) p air I L -2:I L 2 R β , w h er e 

c yt o ki n e  a n d r e c e pt or i nt er a ct s p e cifi c all y wit h e a c h  ot h er b ut n ot wit h t h eir n at ur al c o u nt er p arts 

[ 5 4 8]. T his a p pr o a c h e n a bl es s el e cti v e t ar g eti n g of e n gi n e er e d C A R T c ell s i n vit r o  a n d i n vi v o, 

wit h li mit e d off -t ar g et eff e cts a n d n e gli gi bl e t o xi cit y. Ort h oI L -2 p airs w er e eff e cti v e i n 

pr e cli ni c al m o us e c a n c er m o d els of C A R T c ell t h er a p y a n d m a y r e pr es e nt a s y nt h eti c a p pr o a c h 

t o e n h a n ci n g t h e a ntit u m or effi c a c y of e n gi n e er e d c ell s [ 5 4 9, 5 5 0]. I n a br o a d er c o nt e xt, th es e 

d at a hi g hli g ht t h e p ot e nti al of c o m bi ni n g a n ort h o g o n al c yt o ki n e a p pr o a c h wit h T c ell -b as e d  

i m m u n ot h er a pi es t o a u g m e nt t h e a ntit u m or effi c a c y of e n gi n e er e d T c ell s. 

It s e e ms t h at t h e a b o v e dis c uss e d r es ult s di mi ni s h t h e i m p ort a n c e of C D 1 2 2 -bi as e d I L -

2 c o  i n c a n c er t h er a p y. H o w e v er, t h es e I L-2 c o , w hi c h p ot e ntl y e x p a n d N K c ells , c o ul d b e a p pli e d 

t o tr e at M H C I l o w or n e g ati v e t u m ors w h er e C D 8 +  T c ell s ar e i n effi ci e nt   [ 5 5 1]. M or e o v er , 

C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o or I Cs c o ul d als o e x p a n d e xisti n g  r e c e ntl y a cti v at e d a nti g e n -s p e cifi c T 

c ell s t o c o ntr ol c hr o ni c i nf e cti o n or m ali g n a nt c ell s. Alt h o u g h t h e c a p a cit y of I L -2/ S 4 B 6  or 

ot h er C D 1 2 2 -bi as e d I Cs  t o e x p a n d a cti v at e d C D 8 T c ell s is s o m e w h at l o w er i n c o m p aris o n t o 

C D 2 5 -bi as e d I L -c o or I C S  aft er a nti g e n e n c o u nt er , i. e., at a st a g e w h e n t h e c ell s ar e C D 2 5hi , it 

i m pr o v es at l at er st a g es w h e n t h e c ell s d o w nr e g ul at e C D 2 5 al o n g wit h u pr e g ul ati o n of C D 1 2 2 

[ 5 5 2]. C e ntr al m e m or y p o p ul ati o ns, w hi c h e x pr ess hi g h er l e v els of C D 1 2 2 t h a n n aï v e or 

a cti v at e d T c ell s , pr ef er e nti all y e x p a n d f oll o wi n g I L-2/ S 4 B 6 tr e at m e nt , u nli k e eff e ct or m e m or y 

T c ell p o p ul ati o ns t h at  e x p a n d  l ess vi g or o usl y. R e c e nt o bs er v ati o ns h a v e i n di c at e d t h at c e ntr al 

m e m or y T c ell s g e n er all y pr o vi d e b ett er a ntit u m or a n d a nti vir al i m m u nit y, d u e t o a m u c h m or e 

dr a m ati c e x p a nsi o n i n t h e a bs ol ut e n u m b er of c yt ot o xi c T c ell s f oll o wi n g a d o pti v e tr a nsf er 

[ 5 5 3-5 5 5] . T h e ti mi n g a n d u n d erst a n di n g of t h e r e s p o n di n g T c ell p o p ul ati o ns will b e criti c al 

f or t h e s u c c essf ul a p pli c ati o n of C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o t h er a p y.  We h y p ot h esi z e t h at C D 1 2 2 -

bi as e d I L -2 c o or I Cs m a y b e b e n efi ci al f or i m m u n ot h er a p y p arti c ul arl y w h e n a p pli e d i n l at er 

st a g es of T c ell r es p o ns e if at l e ast s o m e m e m or y -p h e n ot y p e C D 1 2 2 hi g h  C D 8 +  T c ell s ar e 

f or m e d. 

A d e e p er  u n d erst a n di n g of t h e m e c h a nis m s r e g ul ati n g T c ell e x h a usti o n a n d t h e 

u n d erl yi n g m ol e c ul ar p at h w a ys c a n i m pr o v e t h e c urr e nt T c ell-b as e d i m m u n ot h er a pi es i n 
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p e o pl e wit h c a n c er. St u di es p oi nt e d o ut N F A T, X B P 1 , a n d T O X b ei n g  t h e t hr e e m ai n 

tr a ns cri pti o n f a ct ors r e g ul ati n g T c ell e x h a usti o n [ 5 5 6-5 6 0] . R e c e nt fi n di n gs s u g g est t h at t h e 

m ol e c ul ar m e c h a nis m s r e g ul ati n g t h e e x h a usti o n of T c ell s, w hi c h w er e t h o u g ht t o b e c o m m o n 

i n i nf e cti o n a n d c a n c er d es pit e o b vi o us diff er e n c e s i n t h eir mi cr o e n vir o n m e nts, a ct u all y diff er. 

Till é et al.  [ 5 6 1] d e m o n str at e d t h at N F A T 5, hi g hl y e x pr ess e d i n e x h a ust e d C D 8 +  T c ell s i n 

c hr o ni c i nf e cti o ns a n d t u m ors, is s el e cti v el y a cti v at e d i n t h e h y p er os m ol ar t u m or 

mi cr o e n vir o n m e nt, pr o m oti n g T c ell e x h a usti o n. I n c o ntr ast, t hi s gr o u p s h o w e d t h at N F A T 5 

d o es n ot i n d u c e e x h a usti o n d uri n g c hr o ni c i nf e cti o ns. M or e o v er, a  r e p ort b y  Li u et al.  [ 5 6 2] 

d e m o nstr at e d t h at I L -2 is criti c al f or t h e g e n er ati o n of Te x c ell s i n m a n y t y p es of t u m ors i n mi c e 

a n d h u m a ns, i d e ntif yi n g I L -2 as a n o v el i n d u c er of T -c ell  e x h a usti o n. I nt er esti n gl y, at t h e e arl y 

st a g e of t u m or gr o wt h, C D 8 +  T c ell s w er e a cti v at e d b y a ut o cri n e I L -2 a n d i n hi bit e d t u m or 

gr o wt h. H o w e v er, as t u m ors b e c a m e l ar g er, C D 8 +  T c ell s pr o d u c e d l ess I L -2 a n d b e c a m e 

e x h a ust e d b y t h e  C D 4 +  T c ell -pr o d u c e d  I L-2. At pr es e nt, it i s u n k n o w n w h y I L -2 pr o d u cti o n is 

s hift e d fr o m C D 8 +  t o C D 4+  T c ell s d uri n g  t u m or pr o gr essi o n. S ust ai n e d i ntr at u m or al C D 4+  T 

c ell pr o d u cti o n of I L-2 l e d t o t h e p ersist e nt a cti v ati o n of S T A T 5 i n C D 8 +  T c ell s, w hi c h i n t ur n 

i n d u c e d str o n g e xpr essi o n of tr y pt o p h a n h y dr o x yl as e 1, t h us c at al y zi n g t h e c o n v ersi o n t o 

tr y pt o p h a n t o 5-h y dr o x ytr y pt o p h a n ( 5 -H T P). 5 -H T P s u bs e q u e ntl y a cti v at e d A h R n u cl e ar 

tr a nsl o c ati o n, c a usi n g a c o or di n at e d u pr e g ul ati o n of i n hi bit or y r e c e pt ors a n d d o w nr e g ul ati o n 

of c yt o ki n e a n d eff e ct or -m ol e c ul e e x pr essi o n , t h er e b y r e n d eri n g T c ell s d ysf u n cti o n al i n t h e 

t u m or mi cr o e n vir o n m e nt. T o g et h er wit h t h e f a ct t h at I L-2 R si g n ali n g als o i n cr e as es t h e 

m T O R C 1 m e di at e d gl y c ol ysis i n eff e ct or C D 8 +  T c ell s r at h er t h a n m e m or y C D 8 +  T c ell s  [ 3 3], 

a n d t h at e n h a n c e d gl y c ol ysis pr o m ot es  T c ell e x h a usti o n a n d s u p pr ess es  T c ell st e m n ess [ 5 2 8], 

t his pi e c e s of e vi d e n c e c oll e cti v el y d e m o nstr at e a d o u bl e -e d g e d r ol e of  I L-2 i n r e g ul ati n g 

t u m or-s p e cifi c C D 8 +  T c ell s. C orr es p o n di n gl y, a n ot h er r e p ort s h o w e d t h at si g n ali n g vi a I L -2 R β, 

a r e c e pt or c h ai n s h ar e d b y I L -2 a n d I L -1 5, dri v es t h e diff er e nti ati o n of C D 8 +  Te x r at h er t h a n 

m e m or y C D 8 +  T c ell s d uri n g c hr o ni c i nf e cti o n, f urt h er e m p h asi zi n g t h at I L -2 d et er mi n es T c ell 

f at e i n a c o nt e xt-d e p e n d e nt f as hi o n [ 5 6 3]. 

I n cli ni c al s etti n gs, t h e effi c a c y of I L-2 -b as e d  t h er a pi es m a y d e p e n d o n m ulti pl e f a ct ors, 

i n cl u di n g t u m or si z e, mi cr o e n vir o n m e nt, t u m or m ut ati o n b ur d e n [ 5 6 4], pr es e n c e of t erti ar y 

l y m p h oi d str u ct ur es i n t h e t u m or [ 5 6 5], t h e diff er e nti ati o n st at e of TI Ls [ 5 6 6], a n d ti mi n g of 

I L-2 a d mi nistr ati o n . T h e a ct u al cli ni c al si g nifi c a n c e of I L -2 -m e di at e d eff e cts o n Tr e gs s e e ms 

n ot t o b e as i m p ort a nt si n c e  t h e s p e cifi c I L-2 v ari a nts s uffi ci e ntl y e x p a n d t u m or -s p e cifi c C D 8 +  

T c ell s a n d/ or r est or e t h e f u n cti o n alit y of t h e e x h a ust e d t u m or -s p e cifi c C D 8 +  T c ell p o ol, 

p arti c ul arl y wit hi n t h e t u m or mi cr o e n vir o n m e nt. H o w e v er, a n i nt e ns e a n d m o r e d et ail e d  

i n v esti g ati o n is n e c ess ar y t o cl arif y t hi s i m p ort a nt iss u e. D es pit e t h e p a u cit y of cli ni c al d at a, 

r e c e nt pr o gr ess wit h I L-2 -b as e d  t h er a p y t o a u g m e nt c h e c k p oi nt bl o c k a d e t h er a p e uti c effi c a c y 

is i m pr essi v e, a n d m a n y cli ni c al tri als ar e u n d er w a y . T h e t o xi cit y of I L-2 t h er a p y r e m ai ns a 

c h all e n g e, b ut  n e w t e c h ni q u es t o f o c us I L -2 s el e cti v el y  o n P D -1 +  T c ell s m a y miti g at e  t hi s iss u e. 

T h er e ar e m a n y o p p ort u niti es t o  b e  e x pl or e d  i n t h e cli ni c t h at g o b e y o n d a c o m bi n ati o n of t h e 

n o v el I L -2 -b as e d  m ol e c ul es wit h i m m u n e c h e c k p oi nt i n hi bit ors, f or e x a m pl e, c o m bi n ati o ns 

wit h ot h er c yt o ki n es, c ell t h er a pi es, a n d bis p e cifi c C D 3 or N K c ell e n g a g ers.  

As d es cri b e d e arli er, L D  I L-2 t h er a p y  s el e cti v el y sti m ul ati n g t h e  hi g h -affi nit y I L -2 R 

e x pr essi n g Tr e g c ell s h as s h o w n  pr o mis e  f or t h e tr e at m e nt of a ut oi m m u n e dis e as es i n n u m er o us 

cli ni c al tri als . H o w e v er, th e eff e cts of  L D  I L-2 t h er a p y c a n si g nifi c a ntl y v ar y d e p e n di n g o n t h e  
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t y p e of a ut oi m m u n e dis e as e ( e. g. , or g a n-s p e cifi c v ers us s yst e mi c a ut oi m m u nit y), t h e n u m b er 

of eli cit e d Tr e gs, a n d t h e i m m u n o c o m p et e nt st at e of t h e p ati e nt.  A d diti o n all y , t h e s el e cti vit y of 

L D I L -2 f or Tr e gs c o m p ar e d t o eff e ct or T c ell s m a y b e  als o  hi g hl y d e p e n d e nt o n t h e dis e as e or 

or g a n s yst e m i n v ol v e d .  

A n i m p ort a nt  q u esti o n is h o w m a n y Tr e g c ell s s h o ul d b e eli cit e d b y L D I L -2 tr e at m e nt 

t o a v oi d s e v er e i m m u n o s u p pr essi o n i n p ati e nts wit h a ut oi m m u nit y. T h e p ar a d o x h er e is t h at 

w hil e t h e g o al is t o c o ntr ol e x c essi v e i m m u nit y i n a ut oi m m u n e p ati e nts, t h er a pi es t h at i n d u c e 

i m m u n os u p pr essi o n mi g ht i n cr e as e t h e ris k of o p p ort u nisti c i nf e cti o ns or m ali g n a n ci es, p osi n g 

si g nifi c a nt ris ks f or t h es e p ati e nts. I L -2  s u p p orts t h e c yt ot o xi c f u n cti o n of C D 8 +  T a n d N K c ell s 

a g ai nst i nf e cti o ns or c a n c er, a n d L D I L -2 t h er a p y mi g ht m ai nt ai n t hi s c a p a cit y t o i n d u c e 

i m m u n e t ol er a n c e wit h o ut s e v er e i m m u n os u p pr essi o n, p ot e nti all y o ut c o m p eti n g ot h er C D 2 5-

bi as e d I L -2 v ari a nts i n tr e ati n g a ut oi m m u n e p ati e nts. H o w e v er, n e w d at a s u g g est s t h at alt h o u g h 

L D I L -2 t h er a p y c a n i n d u c e c o m p et e nt i m m u nit y t o w ar ds i nf e cti o ns w h e n tr e ati n g 

a ut oi m m u nit y, t hi s b al a n c e h as t o b e c a uti o usl y m o nit or e d as I L-2 tr e at m e nt mi g ht e x a c er b at e 

i m m u n o p at h ol o g y m e di at e d b y str o n gl y a cti v at e d C D 8+  T c ell s  [ 3 8 1]. T his e vi d e n c e s u g g ests 

t h at t h o u g h r ar e i n cli ni c al pr a cti c e, e xtr a c a uti o n is n e e d e d w h e n a d mi ni str ati n g L D  I L-2 

t h er a p y t o t h os e s us c e pti bl e t o s yst e mi c or s e v er e i nf e cti o n. T his is p arti c ul arl y i m p ort a nt d uri n g  

gl o b al p a n d e mi c s li k e C O VI D-1 9, w h er e a ut oi m m u n e p ati e nts mi g ht h a v e a hi g h er ris k of  

s e v er e i nf e cti o n.  

A n i n cr e asi n g n u m b er of st u di es f o c us o n n o v el I L -2 -b as e d t h er a pi es a cr oss a wi d e 

r a n g e of dis e as es, c o ntri b uti n g t o t h e r a pi d e x p a nsi o n i n t h e fi el d of i m m u n ot h er a p y. T h e 

d e v el o p m e nt of n e w m ol e c ul es ai m s t o i m pr o v e e as e of a d mi nistr ati o n, t ol er a bilit y, a n d t h e 

diff er e nti al i n d u cti o n of Tr e gs wit h o ut a cti v ati n g a ut or e a cti v e eff e ct or T c ell s. H o w e v er, 

dr a wi n g a g e n er al c o n cl usi o n a b o ut t h e i d e al f or m o f m o difi e d I L-2 f or tr e ati n g a ut oi m m u nit y, 

gr aft r ej e cti o n, or G v H D is c urr e ntl y c h all e n gi n g. N K T R -3 5 8 h as s h o w n pr o misi n g effi c a c y 

a n d s af et y i n cli ni c al tri als, as d es cri b e d i n d et ail e arli er. H o w e v er, C D 2 5 -bi as e d  I L-2 c o a n d 

I Cs r e pr es e nt a s u p eri or  w a y of I L-2 d eli v er y s el e cti v el y  t o Tr e gs d u e t o t h eir e x cl usi v e 

m e c h a nis m s of a cti o n, tr a nsl ati n g t o hi g h er effi c a c y o v er L D I L -2 i n m a n y pr e cli ni c al m o d els.  

T o xi cit y f oll o wi n g I L -2 a d mi nistr ati o n  is at l e ast b y si g nifi c a nt p art  attri b ut e d t o t h e 

dir e ct a cti o n of I L -2 o n C D 2 5 +  e n d ot h eli al c ell s i n t h e l u n gs, br ai n, a n d li v er  [ 9 3, 9 4, 5 6 7]. 

D e pl eti o n of T c ell s u bs et s d uri n g H D  I L-2 tr e at m e nt r e d u c es t h e t o xi cit y of I L -2 t h er a p y  in t h e 

i m m u n e s yst e m of  a h u m a ni z e d m o us e m o d el, hi g hli g hti n g t h e c e ntr al r ol e of T c ell s. M or e o v er, 

i nfl a m m ati o n eli cit e d b y H D I L-2 a d mi nistr ati o n  m a y  c a us e  Tr e g d ysf u n cti o n   [ 5 6 8], l e a di n g 

t o g e n er ali z e d T c ell a cti v ati o n a n d b yst a n d er d a m a g e t o t h e g ut. I nt er esti n gl y, I L-2 t o xi cit y is 

als o i n d u c e d b y s el e cti v e d e pl eti o n or i n hi biti o n of Tr e g  c ell f u n cti o ns  aft er L D I L -2 t h er a p y 

a n d it is a m eli or at e d i n H D I L-2 -tr e at e d h u m a ni z e d mi c e r e c ei vi n g t h e PI M-1 ki n as e i n hi bit or, 

w hi c h pr es er v es Tr e g s u p pr essi v e f u n cti o n  [ 5 6 8]. T h es e fi n di n gs c oll e cti v el y s h o w t h at Tr e g 

c ell s pl a y a si g nifi c a nt r ol e i n c o ntr olli n g I L -2 t o xi cit y.  

C o nsi d eri n g t h es e fi n di n gs, a v oi di n g t o xi cit y d uri n g I L -2 t h er a p y m a y d e p e n d o n 

pr es er vi n g si g nifi c a nt Tr e g f u n cti o n. I L -2 m ut ei ns wit h r e d u c e d C D 2 5 -bi n di n g a cti vit y 

g e n er all y h a v e s o m e c a p a cit y t o e x p a n d Tr e gs i n a d diti o n t o eff e ct or C D 8 +  T c ell s. T h er ef or e, 

it will b e i nt er esti n g t o s e e w h et h er v ari a nts of I L-2 wit h r esi d u al Tr e g -sti m ul ati n g f u n cti o n 

s h o w li mit e d t o xi cit y i n cli ni c al tri als. Kri e g et al. d e m o nstr at e d t h at hi g h d os es of C D 2 5 -bi as e d 

I L-2/J E S 6 i n d u c e t o xi cit y d es pit e i n cr e as e d Tr e g n u m b ers  [ 9 4], s u g g esti n g a t hr es h ol d a m o u nt 
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of I L -2 or I L -2 -a cti v at e d eff e ct or c ell s t h at Tr e gs c a n c o ntr ol a n d t h us li mit t h e  t o xi cit y. 

M or e o v er, a c o m p aris o n of  C D 1 2 2 -bi as e d a n d C D 2 5 -bi as e d  I L-2 c o at t h e s a m e I L -2 d os e 

s h o w e d t h at C D 1 2 2 -bi a s e d I L -2 c o dr a m ati c all y b o ost e d N K a n d C D 8 +  c ell n u m b ers a n d 

i n d u c e d r el ati v el y mil d p ul m o n ar y e d e m a, w hil e C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o c a us e d mi ni m al 

e x p a nsi o n of t h es e c ell s b ut i n d u c e d m or e s e v er e  p ul m o n ar y e d e m a a n d si g nifi c a nt p ul m o n ar y 

c h a n g es o n hist ol o gi c al e x a mi n ati o n, al o n g wit h a si g nifi c a nt dr o p i n h e m o gl o bi n o x y g e n 

s at ur ati o n [ 9 4]. 

W hil e t h e i m p a cts of s yst e mi c I L -2 c o a d mi nistr ati o n ar e w ell -d efi n e d i n t h e s pl e e n, 

l u n gs, a n d p eri p h er al l y m p h n o d es, t h e r es p o ns e of i m m u n e c ell s i n t h e g ut a n d g ut-ass o ci at e d 

l y m p h oi d tiss u es ( G A L T) t o I L-2 c o is n ot w ell c h ar a ct eri z e d. T his is p arti c ul arl y i m p ort a nt , 

gi v e n t h at o n e of t h e w ell -k n o w n si d e eff e cts of H D I L -2 tr e at m e nt i n c a n c er p ati e nts i s s e v er e 

g astr oi nt esti n al s y m pt o ms [ 4 7 9]. T h er ef or e, u n d erst a n di n g h o w I L -2 si g n ali n g aff e cts 

l e u k o c yt e p o p ul ati o ns i n t h e g ut a n d G A L T u n d er st e a d y-st at e c o n diti o ns is cr u ci al. A r e c e nt  

r e p ort d es cri b es  t h at C D 1 2 2-bi as e d I L -2 c o c a us e s a n a c ut e d e cr e as e i n P e y er's P at c h es ( P P) 

c ell ul arit y d u e t o s el e cti v e a p o pt osis of m ulti pl e B -c ell s u bs ets. H o w e v er, P P B c ell s r e c o v er 

wit hi n t w o w e e ks aft er c ess ati o n of I L -2 c o a d mi nistr ati o n, i n di c ati n g t h at t h e tr e at m e nt d o es 

n ot p er m a n e ntl y disr u pt P P B c ell h o m e ost asis or t h e s u p p orti n g P P ar c hit e ct ur e [ 5 6 9]. T h es e 

r es ult s s h o ul d b e c o nsi d er e d w h e n i nt er pr eti n g r es ult s fr o m m o us e m o d els usi n g C D 1 2 2 -bi as e d 

I L-2 c o or I Cs.  

S ur prisi n gl y, d at a fr o m o ur l a b or at or y s h o w t h at C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o is m u c h m or e 

t o xi c t h a n C D 2 5-bi as e d I L -2 c o. T h e t o xi cit y of C D 1 2 2 -bi as e d I L -2 c o li k el y r efl e cts it s l o w er 

s el e cti vit y, l e a di n g t o t h e sti m ul ati o n of a br o a d er s p e ctr u m  of i m m u n e c ell s, n a m el y v ari o us 

s u bs ets of T a n d N K c ell s, r es ulti n g i n m assi v e eff e ct or c yt o ki n e pr o d u cti o n  ( “ c yt o ki n e st or m ”) 

[ 4 6 9]. We r e p e at e dl y o bs er v e t h at mi c e s uff er fr o m t o xi cit y a n d di e e arli er fr o m I L-2/ S 4 B 6 -

i n d u c e d o v er a cti v ati o n of i m m u n e c ell s t h a n fr o m I L-2/J E S 6 -i n d u c e d v a s c ul ar s y n dr o m e a n d 

ass o ci at e d p ul m o n ar y e d e m a. T his dis cr e p a n c y mi g ht r es ult fr o m t h e f a ct t h at o ur p ar a m et ers 

f or ass essi n g t o xi cit y o nl y i n cl u d e w ei g ht l oss, m ort alit y , a n d p ul m o n ar y e d e m a, w hi c h is 

pr o b a bl y i ns uffi ci e nt a n d s h o ul d b e i m pr o v e d.  

Si n c e C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o is hi g hl y s el e cti v e f or Tr e g a n d a cti v at e d T c ell s, a si g nifi c a nt 

o bst a cl e i n tr e ati n g a ut oi m m u n e dis e as es is t h at a cti v at e d p at h o g e ni c C D 2 5 +  T c ell s m a y 

r es p o n d t o t h e c o m pl e x, ulti m at el y e n h a n ci n g dis e as e a cti vit y. S e v er al st u di es s u p p ort t hi s 

n oti o n. I n N O D mi c e, di a b et es o ns et is pr e c e d e d b y cir c ul ati n g a ut or e a cti v e T c ell s, s o m e of 

w hi c h e x pr ess C D 2 5. A o n e -w e e k tr e at m e nt of pr e -di a b eti c N O D mi c e wit h I L -2/J E S 6 l e d t o a 

m ar k e d i n cr e as e i n C D 2 5 e x pr essi o n o n Tr e g c ell s  a n d b ot h C D 4 +  a n d C D 8 +  T c ell s. 

A d diti o n all y, a s u bst a nti al e x p a nsi o n of N K c ell s w as o bs er v e d i n l y m p h n o d es, s pl e e n, a n d 

wit hi n  isl et i nfiltr at e. U nf ort u n at el y, t hi s r e gi m e n a c c el er at e d  di a b et es a n d d e at h i n pr e -di a b eti c 

mi c e. C o n v ers el y, tr e at m e nt wit h I L -2/J E S 6 at a m u c h l o w er ( ~ 1 0 -ti m es) d os a g e  pr o m ot e d 

Tr e g s ur vi v al a n d pr ot e ct e d mi c e fr o m di a b et es wit h mi ni m al eff e cts o n n o n -Tr e g c ell s  [ 3 5 1], 

s u g g esti n g t h at l o w -d os e I L -2/J E S 6 s h o ul d b e us e d t o sti m ul at e a n d e x p a n d Tr e g c ell s 

s el e cti v el y. I n a m o us e m ulti pl e s cl er osis m o d el, I L -2/J E S 6 a d mi nistr ati o n aft er E A E o ns et 

r es ult e d i n a c c el er at e d  E A E pr o gr essi o n [ 3 5 2]. Si mil arl y, i n vir us-i n d u c e d j oi nt i nfl a m m ati o n 

m o d els, I L -2/J E S 6 a d mi nistr ati o n l e d t o a m assi v e e x p a nsi o n of vir us -s p e cifi c eff e ct or T c ell s, 

w hi c h a g gr a v at e d j oi nt p at h ol o g y  [ 5 7 0]. T his s u g g ests t h at a cti v e vir us i nf e cti o n c a n alt er t h e 

r es p o ns e p att er n of I L-2/J E S 6 c o m pl e x es, pr o m oti n g pr o -i nfl a m m at or y r at h er t h a n a nti-
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i nfl a m m at or y T c ell s, f urt h er c a uti o ni n g it s us e as a t h er a p e uti c a g e nt. T h e t h er a p e uti c us e of 

C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o a n d I C s i n cli ni cs will li k el y r e q uir e c o m bi n ati o n t h er a p y wit h 

i m m u n os u p pr essi v e dr u gs s u c h as r a p a m y ci n, w hi c h bl o c ks I L-2 -m e di at e d  sti m ul ati o n  of 

a cti v at e d T c ell s b ut n ot Tr e gs  [ 5 7 1]. 

O ur st u d y r ais e d a n ot h er s af et y c o n c er n wit h C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o  [ 5 7 2]. We f o u n d t h at 

s h ort -t er m pr etr e at m e nt wit h I L-2/J E S 6 dr a m ati c all y i n cr e as es s e nsiti vit y t o L P S -i n d u c e d 

s h o c k a n d m ort alit y. I L -2/J E S 6 a d mi nistr ati o n l e d t o t h e e m er g e n c e of C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s 

pr o d u ci n g I F N -γ, p arti c ul arl y i n t h e li v er, wit h  hi g h er r el ati v e c o u nts i n t h e C D 8 +  T c ell s u bs et. 

A d diti o n all y, I L -2/J E S 6 e x p a n d e d L P S -r es p o nsi v e C D 1 1 b+ C D 1 4 +  m y el oi d c ell s a n d i n cr e as e d 

t h eir C D 2 5 e x pr essi o n. I F N-γ t h e n a ct e d o n t h es e m y el oi d c ell s f urt h er i n cr e asi n g t h eir 

r es p o nsi v e n ess t o L P S. A fr a cti o n of l i v er-r esi d e nt Tr e g c ell s als o pr o d u c e d I F N-γ aft er I L -

2/J E S 6 tr e at m e nt, i n di c ati n g t h at Tr e g c ell s m a y p arti ci p at e i n s e nsiti z ati o n t o L P S. T his ali g ns 

wit h a r e c e nt r e p ort s h o wi n g t h at li v er r esi d e nt Tr e g c ell s dis pl a y i n cr e as e d e x pr essi o n of g e n es 

ass o ci at e d wit h eff e ct or T c ell p h e n ot y p e (I F N G, I L 1 B) c o m p ar e d t o s pl e ni c F o x p 3 +  Tr e gs  

[ 5 7 3]. T his d at a i n di c at e s  t h at str o n g s ust ai n e d C D 2 5-bi as e d I L -2 si g n al pr o vi d e d b y I L -2/J E S 6 

( a n d p ot e nti all y C D 2 5 -bi as e d  I Cs) c a n i n d u c e C D 2 5 e x pr essi o n o n T c ell s a n d I F N -γ pr o d u cti o n 

i n t h os e C D 2 5+  T c ell s, e v e n wit h o ut a T C R si g n al ot h er t h a n t h at pr o vi d e d b y s elf -M H C 

m ol e c ul es. T his h as si g nifi c a nt i m pli c ati o ns f or  s af et y iss u es of  i m m u n ot h er a p y t hr o u g h C D 2 5-

bi as e d I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs .  

Yu et al.  [ 5 7 4] d e m o nstr at e d t h at alt h o u g h i n vit r o a cti v at e d T c ell s e x pr ess s u bst a nti all y 

hi g h er l e v els of C D 2 5 , a n d C D 1 2 2  s u b u nits t h a n Tr e gs, t h eir I L -2 -d e p e n d e nt p S T A T 5  r es p o ns e 

r e q uir es hi g h er I L-2 l e v els t h a n Tr e gs. T h er ef or e, b e c a us e a cti v at e d T c ell s ar e i ntri nsi c all y l ess 

r es p o nsi v e t o l o w d os es of I L-2, ot h er f a ct ors b esi d es I L -2 R l e v els pr o b a bl y c o ntri b ut e t o 

u ni q u e Tr e g r es p o nsi v e n ess t o l o w -d os e I L -2. T hr e e c o n diti o ns t h at s el e cti v el y s u p p ort t h e 

a cti v ati o n a n d f u n cti o n of  h u m a n Tr e gs t o li mit e d I L -2 a m o u nt s  i n cl u d e e n h a n c e d p S T A T 5 

a cti v ati o n, d e cr e as e d n e g ati v e si g n ali n g (li k el y m e di at e d b y P P 2 A), a n d i nt e gr ati o n of pr o xi m al 

I L-2 R si g n als t o a m plif y C D 2 5  e x pr essi o n  [ 5 7 4]. T h es e c o n diti o ns e ns ur e t h at h u m a n Tr e gs 

s el e cti v el y a n d eff e cti v el y r es p o n d t o l o w I L -2 c o n c e ntr ati o ns. We c a n s p e c ul at e t h at affi nit y 

m ut a nts  of J Y 3  I C c o ul d b e a n i nt er esti n g o pti o n t o o v er c o m e t h e a b o v e m e nti o n e d  iss u es r el at e d 

t o I L-2/J E S 6 t h er a p y, b ut t his r e m ai ns t o b e i n v esti g at e d. 
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VI.  C o n cl usi o ns  

Ai m 1: D esi g n a n d d e v el o p n o v el I L -2 f o r m ul ati o n s 

o  I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e:  T h e d e v el o p m e nt of t h e I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e 

s u c c essf ull y a d dr ess e d t h e li mit ati o ns of n ati v e I L -2, pri m aril y b y si g nifi c a ntl y 

i m pr o vi n g it s p h ar m a c o ki n eti c pr o p erti es. T h e c o nj u g at e e x hi bit e d a c o nsi d er a bl y  

pr ol o n g e d h alf -lif e i n cir c ul ati o n ( ~ 4 h c o m p ar e d t o l ess t h a n 1 0 mi n f or fr e e I L -2) , 

w hi c h , t o g et h er wit h it s m or e bi as e d a cti vit y t o w ar ds C D 1 2 2hi g h  c ell s , e n h a n c e d it s 

bi ol o gi c al a cti vit y  i n vi v o.  

o  I m m u n o c yt o ki n es:   

•  s cI L -2/ S 4 B 6 I C:  T h e s cI L -2/ S 4 B 6 I C mi mi c k e d t h e I L -2/ S 4 B 6 m A b 

i m m u n o c o m pl e x es b ot h str u ct ur all y a n d f u n cti o n all y. T h e si n gl e -c h ai n 

m ol e c ul ar d esi g n  o v er c a m e t h e i n h er e nt li mit ati o ns of I L -2 c o  a n d w e c o nfir m e d 

t h at t h e i ntr a m ol e c ul ar i nt er a cti o n b et w e e n I L-2 a n d t h e S 4 B 6 m A b bi n di n g sit e  

w as pr es er v e d .  

•  J Y 3 I C:  T h e J Y 3 I C m ai nt ai n e d  t h e u ni q u e I L-2/J E S 6 I L-2 c o m e c h a nis m of 

a cti o n w hil e a d dr essi n g it s li mit ati o ns, s u c h as st oi c hi o m etr y a n d p ot e nti al 

diss o ci ati o n . H o w e v er, t o e n a bl e C D 2 5 -m e di at e d tri g g er e d e x c h a n g e of I L -2, it 

w as n e c ess ar y t o l o w er t h e affi nit y of J E S 6 -1 A 1 2 m A b t o I L -2 b y a p pr o xi m at el y 

si xf ol d t hr o u g h m ut ati o ns i ntr o d u c e d i nt o t h e bi n di n g sit e of t h e  a nti b o d y's  V L  

d o m ai n .  

 

Ai m 2: E v al u at e bi ol o gi c al a cti vit y a n d t h e r a p e uti c effi c a c y  

o  T h e I L -2 -p ol y( H P M A) c o nj u g at e e x hi bit e d r e d u c e d bi ol o gi c al a cti vit y c o m p ar e d t o I L -

2  i n vitr o. H o w e v er, it e x p a n d e d r e c e ntl y a cti v at e d a n d m e m or y C D 8 +  T, N K, N K T, γ δ 

T, a n d Tr e g c ell s  m u c h m or e p ot e ntl y t h a n I L -2  i n vi v o. T his c o nj u g at e als o eff e cti v el y 

p ot e nti at e d  T c ell r es p o ns e t o  p e pti d e -b as e d v a c ci n ati o n, t h er e b y s u p p orti n g it s p ot e nti al 

as a n eff e cti v e i m m u n ot h er a p e uti c a g e nt.  

o  T h e s cI L -2/ S 4 B 6 I C s h o w e d c o m p ar a bl e i n vit r o a cti vit y a n d  s u p eri or i n vi v o 

sti m ul at or y a cti vit y  c o m p ar e d  t o I L-2/ S 4 B 6 I L-2 c o , pr o m oti n g t h e e x p a nsi o n of 

a cti v at e d  C D 8 +  T c ell s m or e eff e cti v el y t h a n t h e I L -2/ S 4 B 6.  

o  T h e J Y 3 I C i n d u c e d S T A T 5 si g n ali n g t o a si mil ar e xt e nt as I L -2/J E S 6 I L-2 c o i n vit r o. 

H o w e v er, J Y 3 I C  s el e cti v el y sti m ul at e d Tr e g c ell e x p a nsi o n  i n vi v o, d e m o nstr ati n g 

s u p eri or dis e as e c o ntr ol c o m p ar e d t o t h e I L -2/J E S 6  i n a m uri n e m o d el of c oliti s. T his 

hi g hli g ht s it s p ot e nti al f or tr e ati n g a ut oi m m u n e dis e as es.  

 

Ai m 3: P r o vi d e m e c h a nisti c i n si g hts  

o  W e f o u n d t h at S 4 B 6 m A b  c o m pl et el y bl o c ks I L -2/ C D 2 5 i nt er a cti o n a n d i n cr e as es t h e 

affi nit y of I L -2 f or C D 1 2 2, t h us f urt h er i n cr e asi n g s el e cti v e sti m ul a t or y a cti vit y f or 

C D 1 2 2 hi g h  c ell s s u c h as m e m or y C D 8 +  T a n d N K c ell s. C o m p ar e d t o t h at, J E S 6 -1 A 1 2 

m A b pr e v e nts I L -2 fr o m i nt er a cti n g wit h C D 1 2 2 a n d C D 1 3 2 w hil e all o wi n g C D 2 5 t o 

dis pl a c e t h e m A b, s el e cti v el y sti m ul ati n g C D 2 5 hi g h  c ell s li k e Tr e g a n d a cti v at e d T c ell s 

a n d cr e ati n g a p ositi v e f e e d b a c k l o o p f or t h eir e x p a nsi o n.  
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Ai m 4: A d d r ess s af et y c o n c e r n s of C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o  

o  O ur  st u d y hi g hli g ht e d a si g nifi c a nt s af et y c o n c er n wit h t h e I L -2/J E S 6  I L-2 c o  t h at 

dr a m ati c all y i n cr e as e d s e nsiti vit y t o L P S -m e di at e d s h o c k  a n d m ort alit y . T his w as li n k e d 

t o I F N-γ pr o d u cti o n b y C D 2 5 + F o x p 3 - T c ell s, p arti c ul arl y i n t h e li v er  a n d l u n gs , a n d 

i n cr e as e d T N F-α pr o d u cti o n i n  a n e x p a n d e d p o p ul ati o n of  C D 1 1 b + C D 1 4 +  c ell s i n t h e 

bl o o d a n d s pl e e n  u p o n L P S sti m ul ati o n . T h es e fi n di n gs u n d ers c or e t h e n e e d f or a 

d et ail e d i n v esti g ati o n i nt o t h e i m m u n e m o d ul ati o n a n d i nfl a m m at or y r es p o n s es i n d u c e d 

b y C D 2 5 -bi as e d I L -2 c o  a n d si mil ar i m m u n ot h er a p e uti c str at e gi es.  

 

T his t h esis a c hi e v e d it s ai m s b y d e v el o pi n g n o v el I L -2 f or m ul ati o ns, d e m o nstr ati n g t h eir 

e n h a n c e d p h ar m a c o ki n eti c a n d t h er a p e uti c pr ofil es, a n d pr o vi di n g m e c h a nisti c i nsi g hts i nt o 

t h eir bi ol o gi c al a cti viti es. T h e r es e ar c h als o a d dr ess e d criti c al s af et y c o nc er ns, pr o vi di n g  a 

c o m pr e h e nsi v e e v al u ati o n of t h es e i n n o v ati v e I L -2 -b as e d i m m u n ot h er a p e uti cs f or t h e tr e at m e nt 

of  c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as es . T h es e fi n di n gs si g nifi c a ntl y c o ntri b ut e t o t h e fi el d of I L-

2 -b as e d i m m u n ot h er a p y, pr o vi di n g a f o u n d ati o n f or f ut ur e cli ni c al a p pli c ati o ns a n d t h e 

d e v el o p m e nt of s af er a n d m or e eff e cti v e i m m u n ot h er a p e uti c a g e nts.  
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e pit h eli al c ell s.  J A m S o c N e p hr ol, 1 9 9 7. 8 ( 1 0): p. 1 5 1 0-6.  

9 7.  Gr uss, H.J., et al., H u m a n fi br o bl asts e x pr ess f u n cti o n al I L -2 r e c e pt ors f or m e d b y t h e 
I L-2 R al p h a - a n d b et a -c h ai n s u b u nit s: ass o ci ati o n of I L -2 bi n di n g wit h s e cr eti o n of t h e 
m o n o c yt e c h e m o attr a ct a nt pr ot ei n -1.  J I m m u n ol, 1 9 9 6. 1 5 7 ( 2): p. 8 5 1-7.  

9 8.  O z a w a, A., et al., E x pr essi o n of I L -2 r e c e pt or b et a a n d g a m m a c h ai ns b y h u m a n gi n gi v al 
fi br o bl asts a n d u p-r e g ul ati o n of a d h esi o n t o n e utr o p hil s i n r es p o ns e t o I L -2.  J L e u k o c 
Bi ol, 2 0 0 3. 7 4 ( 3): p. 3 5 2-9.  

9 9.  Vall e -M e n di ol a, A., et al., Pl ei ot r o pi c Eff e cts of I L -2 o n C a n c er: Its R ol e i n C er vi c al 
C a n c er.  M e di at ors I nfl a m m, 2 0 1 6. 2 0 1 6 : p. 2 8 4 9 5 2 3. 

1 0 0.  C h o, J. H., H. O. Ki m, C. D. S ur h, a n d J. S pr e nt, T c ell r e c e pt or -d e p e n d e nt r e g ul ati o n of 
li pi d r aft s c o ntr ols n ai v e C D 8 + T c ell h o m e ost asis. I m m u nit y, 2 0 1 0. 3 2 ( 2): p. 2 1 4-2 6.  

2 1 0



 

1 0 1.  V á m osi, G., et al., I L-2 a n d I L -1 5 r e c e pt or al p h a -s u b u nits ar e c o e x p r ess e d i n a 
s u pr a m ol e c ul ar r e c e pt or cl ust er i n li pi d r aft s of T c ell s.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 0 4. 
1 0 1 ( 3 0): p. 1 1 0 8 2-7.  

1 0 2.  Wa n g, X., M. Ri c k ert, a n d K. C. G ar ci a, Str u ct ur e of t h e q u at er n ar y c o m pl e x of 
i nt erl e u ki n-2 wit h it s al p h a, b et a, a n d g a m m a c r e c e pt ors.  S ci e n c e, 2 0 0 5. 3 1 0 ( 5 7 5 1): p. 
1 1 5 9 -6 3.  

1 0 3.  St a u b er, D.J., et al., Cr y st al str u ct ur e of t h e I L -2 si g n ali n g c o m pl e x: p ar a di g m f or a 
h et er otri m eri c c yt o ki n e r e c e pt or.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 0 6. 1 0 3 ( 8): p. 2 7 8 8-9 3.  

1 0 4.  Yu, A., F. Ol os z, C. Y. C h oi, a n d T. R. M al e k, Effi ci e nt i nt er n aliz ati o n of I L -2 d e p e n ds 
o n t h e dist al p orti o n of t h e c yt o pl as mi c t ail of t h e I L -2 R c o m m o n g a m m a -c h ai n a n d a 
l y m p h oi d c ell e n vir o n m e nt. J I m m u n ol, 2 0 0 0. 1 6 5 ( 5): p. 2 5 5 6-6 2.  

1 0 5.  D u pr e z, V., M. F err er, a n d A. D a utr y -Vars at, Hi g h -affi nit y i nt erl e u ki n 2 r e c e pt or al p h a 
a n d b et a c h ai ns ar e i nt er n ali z e d a n d r e m ai n ass o ci at e d i nsi d e t h e c ell s aft er i nt erl e u ki n 
2 e n d o c yt osi s.  J Bi ol C h e m, 1 9 9 2. 2 6 7 ( 2 6): p. 1 8 6 3 9-4 3.  

1 0 6.  L o w e nt h al, J. W., H. R. M a c D o n al d, a n d B.J. I a c o p ett a, I ntr a c ell ul ar p at h w a y of 
i nt erl e u ki n 2 f oll o wi n g r e c e pt or-m e di at e d e n d o c yt osis.  E ur J I m m u n ol, 1 9 8 6. 1 6 ( 1 1): p. 
1 4 6 1 -3.  

1 0 7.  Weiss m a n, A. M., et al., O nl y hi g h -affi nit y r e c e pt ors f or i nt erl e u ki n 2 m e di at e 
i nt er n aliz ati o n of li g a n d. Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 1 9 8 6. 8 3 ( 5): p. 1 4 6 3-6.  

1 0 8.  H é m ar, A., et al., E n d o c yt osi s of i nt erl e u ki n 2 r e c e pt ors i n h u m a n T l y m p h o c yt es: 
disti n ct i nt r a c ell ul ar l o c aliz ati o n a n d f at e of t h e r e c e pt or al p h a, b et a, a n d g a m m a 
c h ai ns.  J C ell Bi ol, 1 9 9 5. 1 2 9 ( 1): p. 5 5-6 4.  

1 0 9.  M al e k, T. R., T h e bi ol o g y of i nt erl e u ki n -2.  A n n u R e v I m m u n ol, 2 0 0 8. 2 6 : p. 4 5 3-7 9.  
1 1 0.  A b b as, A. K., et al., R e vi siti n g I L -2: Bi ol o g y a n d t h er a p e uti c pr os p e cts.  S ci I m m u n ol, 

2 0 1 8. 3 ( 2 5). 
1 1 1.  N els o n, B. H., J. D. L or d, a n d P. D. Gr e e n b er g, C yt o pl as mi c d o m ai ns of t h e i nt erl e u ki n -2 

r e c e pt or b et a a n d g a m m a c h ai ns m e di at e t h e si g n al f or T-c ell pr olif er ati o n.  N at ur e, 
1 9 9 4. 3 6 9 ( 6 4 7 8): p. 3 3 3-6.  

1 1 2.  Mi y a z a ki, T., et al., F u n cti o n al a cti v ati o n of J a k 1 a n d J a k 3 b y s el e cti v e ass o ci ati o n wit h 
I L-2 r e c e pt or s u b u nit s.  S ci e n c e, 1 9 9 4. 2 6 6 ( 5 1 8 7): p. 1 0 4 5-7.  

1 1 3.  Li u, K. D., S. L. G aff e n, M. A. G ol ds mit h, a n d W. C. Gr e e n e, J a n us ki n as es i n i nt erl e u ki n -
2 -m e di at e d si g n ali n g: J A K 1 a n d J A K 3 ar e diff er e nti all y r e g ul at e d b y t yr osi n e 
p h os p h or yl ati o n.  C urr Bi ol, 1 9 9 7. 7 ( 1 1): p. 8 1 7-2 6.  

1 1 4.  Witt h u h n, B. A., M. D. Willi a ms, H. K er a w all a, a n d F. M. U c k u n, Diff er e nti al s u bst r at e 
r e c o g niti o n c a p a biliti es of J a n us f a mil y pr ot ei n t yr osi n e ki n as es wit hi n t h e i nt erl e u ki n 
2 r e c e pt or (I L 2 R) s yst e m: J a k 3 as a p ot e nti al m ol e c ul ar t ar g et f or t r e at m e nt of 
l e u k e mi as wit h a h y p er a cti v e J a k-St at si g n ali n g m a c hi n er y.  L e u k L y m p h o m a, 1 9 9 9. 
3 2 ( 3-4): p. 2 8 9 -9 7.  

1 1 5.  Kir k e n, R. A., et al., A cti v ati o n of J A K 3, b ut n ot J A K 1, is criti c al f or I L -2 -i n d u c e d 
pr olif er ati o n a n d S T A T 5 r e cr uit m e nt b y a C O O H -t er mi n al r e gi o n of t h e I L-2 r e c e pt or 
b et a -c h ai n.  C yt o ki n e, 1 9 9 5. 7 ( 7): p. 6 8 9-7 0 0.  

1 1 6.  T h è z e, J., P. M. Al z ari, a n d J. B ert o gli o, I nt erl e u ki n 2 a n d it s r e c e pt ors: r e c e nt a d v a n c es 
a n d n e w i m m u n ol o gi c al f u n cti o ns.  I m m u n ol T o d a y, 1 9 9 6. 1 7 ( 1 0): p. 4 8 1-6.  

1 1 7.  K o v a n e n, P. E. a n d W.J. L e o n ar d, C yt o ki n es a n d i m m u n o d efi ci e n c y dis e as es: criti c al 
r ol es of t h e g a m m a( c) -d e p e n d e nt c yt o ki n es i nt erl e u ki ns 2, 4, 7, 9, 1 5, a n d 2 1, a n d t h eir 
si g n ali n g p at h w a ys.  I m m u n ol R e v, 2 0 0 4. 2 0 2 : p. 6 7-8 3.  

1 1 8.  Wal d m a n n, T. A., T h e s h a r e d a n d c o ntr asti n g r ol es of I L 2 a n d I L 1 5 i n t h e lif e a n d d e at h 
of n or m al a n d n e o pl asti c l y m p h o c yt es: i m pli c ati o ns f or c a n c er t h er a p y.  C a n c er 
I m m u n ol R es, 2 0 1 5. 3 ( 3): p. 2 1 9-2 7.  

2 1 1



 

1 1 9.  B o y m a n, O., J. F. P urt o n, C. D. S ur h, a n d J. S pr e nt, C yt o ki n es a n d T -c ell h o m e ost asis.  
C urr O pi n I m m u n ol, 2 0 0 7. 1 9 ( 3): p. 3 2 0-6.  

1 2 0.  Li a o, W., J. -X. Li n, a n d W.J. L e o n ar d, I nt erl e u ki n-2 at t h e Cr ossr o a ds of Eff e ct or 
R es p o ns es, T ol er a n c e, a n d I m m u n ot h er a p y.  I m m u nit y, 2 0 1 3. 3 8 ( 1): p. 1 3-2 5.  

1 2 1.  C h e n g, G., A. Yu, a n d T. R. M al e k, T -c ell t ol er a n c e a n d t h e m ulti -f u n cti o n al r ol e of I L-
2 R si g n ali n g i n T -r e g ul at or y c ell s.  I m m u n ol R e v, 2 0 1 1. 2 4 1 ( 1): p. 6 3-7 6.  

1 2 2.  Wals h, P. T., et al., P T E N i n hi bit s I L -2 r e c e pt or -m e di at e d e x p a nsi o n of C D 4 + C D 2 5 + 
Tr e gs.  J Cli n I n v est, 2 0 0 6. 1 1 6 ( 9): p. 2 5 2 1-3 1.  

1 2 3.  B e nsi n g er, S.J., et al., Disti n ct I L -2 r e c e pt or si g n ali n g p att er n i n C D 4 + C D 2 5 + 
r e g ul at or y T c ell s.  J I m m u n ol, 2 0 0 4. 1 7 2 ( 9): p. 5 2 8 7-9 6.  

1 2 4.  K o v a n e n, P. E., et al., Gl o b al a n al ysis of I L -2 t ar g et g e n es: i d e ntifi c ati o n of 
c hr o m os o m al cl ust ers of e x pr ess e d g e n es.  I nt I m m u n ol, 2 0 0 5. 1 7 ( 8): p. 1 0 0 9-2 1.  

1 2 5.  Gr a n g e, M., et al., A cti v e S T A T 5 r e g ul at es T -b et a n d e o m es o d er mi n e x p r es si o n i n C D 8 
T c ell s a n d i m pri nt s a T -b et -d e p e n d e nt Tc 1 pr o g r a m wit h r e pr ess e d I L -6/ T G F -b et a 1 
si g n ali n g.  J I m m u n ol, 2 0 1 3. 1 9 1 ( 7): p. 3 7 1 2-2 4.  

1 2 6.  K n os p, C. A., et al., R e g ul ati o n of F o x p 3 + i n d u ci bl e r e g ul at or y T c ell st a bilit y b y 
S O C S 2.  J I m m u n ol, 2 0 1 3. 1 9 0 ( 7): p. 3 2 3 5-4 5.  

1 2 7.  K a n ai, T., et al., I d e ntifi c ati o n of S T A T 5 A a n d S T A T 5 B t ar g et g e n es i n h u m a n T c ell s.  
P L o S O n e, 2 0 1 4. 9 ( 1): p. e 8 6 7 9 0. 

1 2 8.  R oss, S. H. a n d D. A. C a ntr ell, Si g n ali n g a n d F u n cti o n of I nt erl e u ki n -2 i n T L y m p h o c yt es.  
A n n u R e v I m m u n ol, 2 0 1 8. 3 6 : p. 4 1 1-4 3 3.  

1 2 9.  Ki m, H. P., J. K ell y, a n d W.J. L e o n ar d, T h e b asis f or I L -2 -i n d u c e d I L-2 r e c e pt or al p h a 
c h ai n g e n e r e g ul ati o n: i m p ort a n c e of t w o wi d el y s e p ar at e d I L -2 r es p o n s e el e m e nts.  
I m m u nit y, 2 0 0 1. 1 5 ( 1): p. 1 5 9-7 2.  

1 3 0.  B o d n ár, A., et al., A bi o p h ysi c al a p pr o a c h t o I L -2 a n d I L -1 5 r e c e pt or f u n cti o n: 
l o c aliz ati o n, c o nf or m ati o n a n d i nt er a cti o ns. I m m u n ol L ett, 2 0 0 8. 1 1 6 ( 2): p. 1 1 7-2 5.  

1 3 1.  Mis hr a, A., L. S ulli v a n, a n d M. A. C ali gi uri, M ol e c ul ar p at h w a ys: i nt erl e u ki n -1 5 
si g n ali n g i n h e alt h a n d i n c a n c er.  Cli n C a n c er R e s, 2 0 1 4. 2 0 ( 8): p. 2 0 4 4-5 0.  

1 3 2.  Gr a bst ei n, K. H., et al., Cl o ni n g of a T c ell gr o wt h f a ct or t h at i nt er a cts wit h t h e b et a 
c h ai n of t h e i nt erl e u ki n -2 r e c e pt or.  S ci e n c e, 1 9 9 4. 2 6 4 ( 5 1 6 1): p. 9 6 5-8.  

1 3 3.  Wal d m a n n, T. A. a n d Y. Ta g a y a, T h e m ultif a c et e d r e g ul ati o n of i nt erl e u ki n -1 5 
e x pr essi o n a n d t h e r ol e of t hi s c yt o ki n e i n N K c ell diff er e nti ati o n a n d h ost r es p o ns e t o 
i nt r a c ell ul ar p at h o g e ns. A n n u R e v I m m u n ol, 1 9 9 9. 1 7 : p. 1 9-4 9.  

1 3 4.  Ar mit a g e, R.J., et al., I L-1 5 h as sti m ul at or y a cti vit y f or t h e i n d u cti o n of B c ell 
pr olif er ati o n a n d diff er e nti ati o n.  J I m m u n ol, 1 9 9 5. 1 5 4 ( 2): p. 4 8 3-9 0.  

1 3 5.  Giri, J. G., et al., I L-1 5, a n o v el T c ell gr o wt h f a ct or t h at s h ar es a cti viti es a n d r e c e pt or 
c o m p o n e nts wit h I L -2.  J L e u k o c Bi ol, 1 9 9 5. 5 7 ( 5): p. 7 6 3-6.  

1 3 6.  Ta g a y a, Y., R. N. B a mf or d, A. P. D e Fili p pi s, a n d T. A. Wal d m a n n, I L-1 5: a pl ei otr o pi c 
c yt o ki n e wit h di v ers e r e c e pt or/ si g n ali n g p at h w a ys w h os e e x pr essi o n is c o ntr oll e d at 
m ulti pl e l e v els.  I m m u nit y, 1 9 9 6. 4 ( 4): p. 3 2 9-3 6.  

1 3 7.  Ri n g, A. M., et al., M e c h a nisti c a n d str u ct ur al i nsi g ht i nt o t h e f u n cti o n al di c h ot o m y 
b et w e e n I L -2 a n d I L -1 5.  N at I m m u n ol, 2 0 1 2. 1 3 ( 1 2): p. 1 1 8 7-9 5.  

1 3 8.  M or g a n, D. A., F. W. R us c etti, a n d R. G all o, S el e cti v e i n vit r o gr o wt h of T l y m p h o c yt es 
fr o m n or m al h u m a n b o n e m arr o ws. S ci e n c e, 1 9 7 6. 1 9 3 ( 4 2 5 7): p. 1 0 0 7-8.  

1 3 9.  R ef a eli, Y., et al., Bi o c h e mi c al m e c h a nis ms of I L -2 -r e g ul at e d F as -m e di at e d T c ell 
a p o pt osis.  I m m u nit y, 1 9 9 8. 8 ( 5): p. 6 1 5-2 3.  

1 4 0.  B o y m a n, O., J. H. C h o, a n d J. S pr e nt, T h e r ol e of i nt erl e u ki n -2 i n m e m or y C D 8 c ell 
diff er e nti ati o n.  A d v E x p M e d Bi ol, 2 0 1 0. 6 8 4 : p. 2 8-4 1.  

1 4 1.  K ali a, V., et al., Pr ol o n g e d i nt erl e u ki n -2 R al p h a e x pr essi o n o n vir us -s p e cifi c C D 8 + T 
c ell s f a v ors t er mi n al -eff e ct or diff er e nti ati o n i n vi v o.  I m m u nit y, 2 0 1 0. 3 2 ( 1): p. 9 1-1 0 3.  

2 1 2



 

1 4 2.  F e a u, S., R. Ar e ns, S. T o g h er, a n d S. P. S c h o e n b er g er, A ut o cri n e I L -2 is r e q uir e d f or 
s e c o n d ar y p o p ul ati o n e x p a nsi o n of C D 8( +) m e m o r y T c ell s.  N at I m m u n ol, 2 0 1 1. 1 2 ( 9): 
p. 9 0 8 -1 3.  

1 4 3.  C hi n, S. S., et al., T c ell r e c e pt or a n d I L -2 si g n ali n g str e n gt h c o ntr ol m e m or y C D 8( +) T 
c ell f u n cti o n al fit n ess vi a c hr o m ati n r e m o d eli n g.  N at C o m m u n, 2 0 2 2. 1 3 ( 1): p. 2 2 4 0. 

1 4 4.  Pi p ki n, M. E., et al., I nt erl e u ki n-2 a n d i nfl a m m ati o n i n d u c e disti n ct tr a ns cri pti o n al 
pr o gr a ms t h at pr o m ot e t h e diff er e nti ati o n of eff e ct or c yt ol yti c T c ell s.  I m m u nit y, 2 0 1 0. 
3 2 ( 1): p. 7 9-9 0.  

1 4 5.  Ar a ki, K., et al., m T O R r e g ul at es m e m or y C D 8 T -c ell diff er e nti ati o n.  N at ur e, 2 0 0 9. 
4 6 0 ( 7 2 5 1): p. 1 0 8-1 2.  

1 4 6.  Mit c h ell, D. M., E. V. R a v k o v, a n d M. A. Willi a ms, Disti n ct r ol es f or I L -2 a n d I L -1 5 i n 
t h e diff er e nti ati o n a n d s ur vi v al of C D 8 + eff e ct or a n d m e m or y T c ell s. J I m m u n ol, 2 0 1 0. 
1 8 4 ( 1 2): p. 6 7 1 9-3 0.  

1 4 7.  R uti s h a us er, R. L., et al., Tr a ns cri pti o n al r e pr ess or Bli m p -1 pr o m ot es C D 8( +) T c ell 
t er mi n al diff er e nti ati o n a n d r e p r ess es t h e a c q uisiti o n of c e ntr al m e m or y T c ell 
pr o p erti es.  I m m u nit y, 2 0 0 9. 3 1 ( 2): p. 2 9 6-3 0 8.  

1 4 8.  K urs ar, M., et al., R e g ul at or y C D 4 + C D 2 5 + T c ell s r estri ct m e m or y C D 8 + T c ell 
r es p o ns es.  J E x p M e d, 2 0 0 2. 1 9 6 ( 1 2): p. 1 5 8 5-9 2.  

1 4 9.  M ur a k a mi, M., et al., C D 2 5 + C D 4 + T c ell s c o ntri b ut e t o t h e c o ntr ol of m e m or y C D 8 + 
T c ell s.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 0 2. 9 9 ( 1 3): p. 8 8 3 2-7.  

1 5 0.  C hi n e n, T., et al., A n ess e nti al r ol e f or t h e I L -2 r e c e pt or i n T(r e g) c ell f u n cti o n.  N at 
I m m u n ol, 2 0 1 6. 1 7 ( 1 1): p. 1 3 2 2-1 3 3 3.  

1 5 1.  C o nst a nt, S., et al., E xt e nt of T c ell r e c e pt or li g ati o n c a n d et er mi n e t h e f u n cti o n al 
diff er e nti ati o n of n ai v e C D 4 + T c ell s.  J E x p M e d, 1 9 9 5. 1 8 2 ( 5): p. 1 5 9 1-6.  

1 5 2.  F a zill e a u, N., L.J. M c H e y z er -Willi a ms, H. R os e n, a n d M. G. M c H e y z er -Willi a ms, T h e 
f u n cti o n of f olli c ul ar h el p er T c ell s is r e g ul at e d b y t h e str e n gt h of T c ell a nti g e n r e c e pt or 
bi n di n g.  N at I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 0 ( 4): p. 3 7 5-8 4.  

1 5 3.  T u b o, N.J., et al., Si n gl e n ai v e C D 4 + T c ell s fr o m a di v ers e r e p ert oi r e pr o d u c e diff er e nt 
eff e ct or c ell t y p es d uri n g i nf e cti o n.  C ell, 2 0 1 3. 1 5 3 ( 4): p. 7 8 5-9 6.  

1 5 4.  S n o o k, J. P., C. Ki m, a n d M. A. Willi a ms, T C R si g n al str e n gt h c o ntr ols t h e diff er e nti ati o n 
of C D 4( +) eff e ct or a n d m e m or y T c ell s.  S ci I m m u n ol, 2 0 1 8. 3 ( 2 5). 

1 5 5.  Di T or o, D., et al., Diff er e nti al I L -2 e x pr essi o n d efi n es d e v el o p m e nt al f at es of f olli c ul ar 
v ers us n o nf olli c ul ar h el p er T c ell s.  S ci e n c e, 2 0 1 8. 3 6 1 ( 6 4 0 7). 

1 5 6.  Li a o, W., et al., M o d ul ati o n of c yt o ki n e r e c e pt ors b y I L -2 br o a dl y r e g ul at es 
diff er e nti ati o n i nt o h el p er T c ell li n e a g es.  N at I m m u n ol, 2 0 1 1. 1 2 ( 6): p. 5 5 1-9.  

1 5 7.  O estr ei c h, K.J., et al., B cl -6 dir e ctl y r e pr ess es t h e g e n e pr o gr a m of t h e gl y c ol ysis 
p at h w a y.  N at I m m u n ol, 2 0 1 4. 1 5 ( 1 0): p. 9 5 7-6 4.  

1 5 8.  R a y, J. P., et al., T h e I nt erl e u ki n -2 -m T O R c 1 Ki n as e A xis D efi n es t h e Si g n ali n g, 
Diff er e nti ati o n, a n d M et a b oli s m of T H el p er 1 a n d F olli c ul ar B H el p er T C ell s.  
I m m u nit y, 2 0 1 5. 4 3 ( 4): p. 6 9 0-7 0 2.  

1 5 9.  Z h u, J., H. Ya m a n e, a n d W. E. P a ul, Diff er e nti ati o n of eff e ct or C D 4 T c ell p o p ul ati o ns 
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2 1 3.  M c Ki nstr y, K. K., et al., M e m or y C D 4 T c ell -d eri v e d I L -2 s y n er giz es wit h vir al i nf e cti o n 
t o e x a c er b at e l u n g i nfl a m m ati o n. P L o S P at h o g, 2 0 1 9. 1 5 ( 8): p. e 1 0 0 7 9 8 9. 

2 1 4.  B al u n a, R. a n d E. S. Vit ett a, Vas c ul ar l e a k s y n dr o m e: a si d e eff e ct of i m m u n ot h er a p y.  
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2 2 3.  C as ci n elli, N., et al., A p h as e II st u d y of t h e a d mi nist r ati o n of r e c o m bi n a nt i nt erl e u ki n 
2 (rI L -2) pl us l y m p h o ki n e a cti v at e d kill er ( L A K) c ell s i n st a g e I V m el a n o m a p ati e nts.  
T u m ori, 1 9 8 9. 7 5 ( 3): p. 2 3 3-4 4.  

2 2 4.  Gri m m, E. A., A. M a z u m d er, H. Z. Z h a n g, a n d S. A. R os e n b er g, L y m p h o ki n e -a cti v at e d 
kill er c ell p h e n o m e n o n. L ysis of n at ur al kill er -r esist a nt fr es h s oli d t u m or c ell s b y 
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i nt erl e u ki n 2-a cti v at e d a ut ol o g o us h u m a n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt es.  J E x p M e d, 
1 9 8 2. 1 5 5 ( 6): p. 1 8 2 3-4 1.  

2 2 5.  R os e n b er g, S. A., et al., E x p eri e n c e wit h t h e us e of hi g h -d os e i nt erl e u ki n -2 i n t h e 
tr e at m e nt of 6 5 2 c a n c er p ati e nts. A n n S ur g, 1 9 8 9. 2 1 0 ( 4): p. 4 7 4-8 4; di s c ussi o n 4 8 4 -5.  

2 2 6.  R os e n b er g, S. A., et al., Pr os p e cti v e r a n d o miz e d tri al of hi g h -d os e i nt erl e u ki n -2 al o n e 
or i n c o nj u n cti o n wit h l y m p h o ki n e -a cti v at e d kill er c ell s f or t h e tr e at m e nt of p ati e nts 
wit h a d v a n c e d c a n c er.  J N atl C a n c er I nst, 1 9 9 3. 8 5 ( 8): p. 6 2 2-3 2.  

2 2 7.  R os e n b er g, S. A., C ell tr a nsf er i m m u n ot h er a p y f or m et ast ati c s oli d c a n c er --w h at 
cli ni ci a ns n e e d t o k n o w.  N at R e v Cli n O n c ol, 2 0 1 1. 8 ( 1 0): p. 5 7 7-8 5.  

2 2 8.  M u ul, L. M., P.J. S pi ess, E. P. Dir e ct or, a n d S. A. R os e n b er g, I d e ntifi c ati o n of s p e cifi c 
c yt ol yti c i m m u n e r es p o n s es a g ai nst a ut ol o g o us t u m or i n h u m a ns b e ari n g m ali g n a nt 
m el a n o m a.  J I m m u n ol, 1 9 8 7. 1 3 8 ( 3): p. 9 8 9-9 5.  

2 2 9.  R os e n b er g, S. A., P. S pi ess, a n d R. L afr e ni er e, A n e w a p pr o a c h t o t h e a d o pti v e 
i m m u n ot h er a p y of c a n c er wit h t u m or-i nfiltr ati n g l y m p h o c yt es. S ci e n c e, 1 9 8 6. 
2 3 3 ( 4 7 7 0): p. 1 3 1 8-2 1.  

2 3 0.  T o p ali a n, S. L., L. M. M u ul, D. S ol o m o n, a n d S. A. R os e n b er g, E x p a nsi o n of h u m a n 
t u m or i nfiltr ati n g l y m p h o c yt es f or us e i n i m m u n ot h er a p y tri als. J I m m u n ol M et h o ds, 
1 9 8 7. 1 0 2 ( 1): p. 1 2 7-4 1.  

2 3 1.  T o p ali a n, S. L., et al., I m m u n ot h er a p y of p ati e nts wit h a d v a n c e d c a n c er u si n g t u m or-
i nfiltr ati n g l y m p h o c yt es a n d r e c o m bi n a nt i nt erl e u ki n-2: a pil ot st u d y.  J Cli n O n c ol, 
1 9 8 8. 6 ( 5): p. 8 3 9-5 3.  

2 3 2.  R os e n b er g, S. A., et al., Us e of t u m or -i nfiltr ati n g l y m p h o c yt es a n d i nt erl e u ki n-2 i n t h e 
i m m u n ot h er a p y of p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a. A pr eli mi n ar y r e p o rt. N E n gl J 
M e d, 1 9 8 8. 3 1 9 ( 2 5): p. 1 6 7 6-8 0.  

2 3 3.  R o h a a n, M. W., S. Wil g e n h of, a n d J. H a a n e n, A d o pti v e c ell ul ar t h er a pi es: t h e c urr e nt 
l a n ds c a p e. Vir c h o ws Ar c h, 2 0 1 9. 4 7 4 ( 4): p. 4 4 9-4 6 1.  

2 3 4.  R estif o, N. P., M. E. D u dl e y, a n d S. A. R os e n b er g, A d o pti v e i m m u n ot h er a p y f or c a n c er: 
h ar n essi n g t h e T c ell r es p o ns e.  N at R e v I m m u n ol, 2 0 1 2. 1 2 ( 4): p. 2 6 9-8 1.  

2 3 5.  R os e n b er g, S. A., et al., A d o pti v e c ell tr a nsf er: a cli ni c al p at h t o eff e cti v e c a n c er 
i m m u n ot h er a p y. N at R e v C a n c er, 2 0 0 8. 8 ( 4): p. 2 9 9-3 0 8.  

2 3 6.  Vo g elst ei n, B., et al., C a n c er g e n o m e l a n ds c a p es.  S ci e n c e, 2 0 1 3. 3 3 9 ( 6 1 2 7): p. 1 5 4 6-
5 8.  

2 3 7.  D u dl e y, M. E., et al., A d o pti v e tr a nsf er of cl o n e d m el a n o m a -r e a cti v e T l y m p h o c yt es f or 
t h e tr e at m e nt of p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a. J I m m u n ot h er, 2 0 0 1. 2 4 ( 4): p. 3 6 3-
7 3.  

2 3 8.  D u dl e y, M. E., et al., A p h as e I st u d y of n o n m y el o a bl ati v e c h e m ot h er a p y a n d a d o pti v e 
tr a nsf er of a ut ol o g o us t u m or a nti g e n-s p e cifi c T l y m p h o c yt es i n p ati e nts wit h m et ast ati c 
m el a n o m a.  J I m m u n ot h er, 2 0 0 2. 2 5 ( 3): p. 2 4 3-5 1.  

2 3 9.  G atti n o ni, L., D.J. P o w ell, Jr., S. A. R os e n b er g, a n d N. P. R estif o, A d o pti v e 
i m m u n ot h er a p y f or c a n c er: b uil di n g o n s u c c ess. N at R e v I m m u n ol, 2 0 0 6. 6 ( 5): p. 3 8 3-
9 3.  

2 4 0.  S c hl u ns, K. S., W. C. Ki e p er, S. C. J a m es o n, a n d L. L efr a n ç ois, I nt erl e u ki n-7 m e di at es 
t h e h o m e ost asis of n aï v e a n d m e m or y C D 8 T c ell s i n vi v o. N at I m m u n ol, 2 0 0 0. 1 ( 5): p. 
4 2 6 -3 2.  

2 4 1.  Ta n, J. T., et al., I nt erl e u ki n (I L)-1 5 a n d I L -7 j oi ntl y r e g ul at e h o m e ost ati c p r olif er ati o n 
of m e m or y p h e n ot y p e C D 8 + c ell s b ut ar e n ot r e q uir e d f or m e m or y p h e n ot y p e C D 4 + 
c ell s.  J E x p M e d, 2 0 0 2. 1 9 5 ( 1 2): p. 1 5 2 3-3 2.  

2 4 2.  G ol dr at h, A. W., et al., C yt o ki n e r e q uir e m e nts f or a c ut e a n d B as al h o m e ost ati c 
pr olif er ati o n of n ai v e a n d m e m or y C D 8 + T c ell s.  J E x p M e d, 2 0 0 2. 1 9 5 ( 1 2): p. 1 5 1 5-
2 2.  
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2 4 3.  G atti n o ni, L., et al., R e m o v al of h o m e ost ati c c yt o ki n e si n ks b y l y m p h o d e pl eti o n 
e n h a n c es t h e effi c a c y of a d o pti v el y tr a nsf err e d t u m or -s p e cifi c C D 8 + T c ell s.  J E x p M e d, 
2 0 0 5. 2 0 2 ( 7): p. 9 0 7-1 2.  

2 4 4.  J o h ns o n, C. B., et al., Eff e ct or C D 8 + T -c ell E n gr aft m e nt a n d A ntit u m or I m m u nit y i n 
L y m p h o d e pl et e d H osts Is I L 7 R α D e p e n d e nt.  C a n c er I m m u n ol R es, 2 0 1 5. 3 ( 1 2): p. 1 3 6 4-
7 4.  

2 4 5.  M arti n, C. E., et al., I nt erl e u ki n-7 A v ail a bilit y Is M ai nt ai n e d b y a H e m at o p oi eti c 
C yt o ki n e Si n k C o m prisi n g I n n at e L y m p h oi d C ell s a n d T  C ell s.  I m m u nit y, 2 0 1 7. 4 7 ( 1): 
p. 1 7 1 -1 8 2. e 4.  

2 4 6.  Ya o, X., et al., L e v els of p eri p h er al C D 4( +) F o x P 3( +) r e g ul at or y T c ell s a r e n e g ati v el y 
ass o ci at e d wit h cli ni c al r es p o ns e t o a d o pti v e i m m u n ot h er a p y of h u m a n c a n c er.  Bl o o d, 
2 0 1 2. 1 1 9 ( 2 4): p. 5 6 8 8-9 6.  

2 4 7.  B ol oti n, E., G. A n n ett, R. P ar k m a n, a n d K. Wei n b er g, S er u m l e v els of I L -7 i n b o n e 
m arr o w tr a ns pl a nt r e ci pi e nts: r el ati o ns hi p t o cli ni c al c h ar a ct eristi cs a n d l y m p h o c yt e 
c o u nt.  B o n e M arr o w Tr a ns pl a nt, 1 9 9 9. 2 3 ( 8): p. 7 8 3-8.  

2 4 8.  Fr y, T.J., et al., A p ot e nti al r ol e f or i nt erl e u ki n -7 i n T -c ell h o m e ost asis.  Bl o o d, 2 0 0 1. 
9 7 ( 1 0): p. 2 9 8 3-9 0.  

2 4 9.  N a p olit a n o, L. A., et al., I n cr e as e d pr o d u cti o n of I L-7 a c c o m p a ni es HI V -1 -m e di at e d T -
c ell d e pl eti o n: i m pli c ati o ns f or T -c ell h o m e ost asis.  N at M e d, 2 0 0 1. 7 ( 1): p. 7 3-9.  

2 5 0.  Mill er, J. S., et al., S u c c essf ul a d o pti v e tr a nsf e r a n d i n vi v o e x p a nsi o n of h u m a n 
h a pl oi d e nti c al N K c ell s i n p ati e nts wit h c a n c er.  Bl o o d, 2 0 0 5. 1 0 5 ( 8): p. 3 0 5 1-7.  

2 5 1.  D u dl e y, M. E., et al., A d o pti v e c ell t h er a p y f or p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a: 
e v al u ati o n of i nt e nsi v e m y el o a bl ati v e c h e m or a di ati o n pr e p ar ati v e r e gi m e ns.  J Cli n 
O n c ol, 2 0 0 8. 2 6 ( 3 2): p. 5 2 3 3-9.  

2 5 2.  G ui m o n d, M., et al., I nt erl e u ki n 7 si g n ali n g i n d e n driti c c ell s r e g ul at es t h e h o m e ost ati c 
pr olif er ati o n a n d ni c h e siz e of C D 4 + T c ell s.  N at I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 0 ( 2): p. 1 4 9-5 7.  

2 5 3.  B er g a m as c hi, C., et al., Cir c ul ati n g I L -1 5 e xist s as h et er o di m eri c c o m pl e x wit h s ol u bl e 
I L-1 5 R α i n h u m a n a n d m o us e s er u m. Bl o o d, 2 0 1 2. 1 2 0 ( 1): p. e 1-8.  

2 5 4.  Hill, G. R., et al., T ot al b o d y irr a di ati o n a n d a c ut e gr aft -v ers us -h ost dis e as e: t h e r ol e of 
g astr oi nt esti n al d a m a g e a n d i nfl a m m at or y c yt o ki n es.  Bl o o d, 1 9 9 7. 9 0 ( 8): p. 3 2 0 4-1 3.  

2 5 5.  Z h a n g, Y., et al., Pr et er mi n al h ost d e n driti c c ell s i n irr a di at e d mi c e pri m e C D 8 + T c ell -
m e di at e d a c ut e gr aft -v er s us -h ost dis e as e.  J Cli n I n v est, 2 0 0 2. 1 0 9 ( 1 0): p. 1 3 3 5-4 4.  

2 5 6.  Kl e b a n off, C. A., et al., Si n ks, s u p pr ess ors a n d a nti g e n pr es e nt ers: h o w l y m p h o d e pl eti o n 
e n h a n c es T c ell -m e di at e d t u m or i m m u n ot h er a p y.  Tr e n ds I m m u n ol, 2 0 0 5. 2 6 ( 2): p. 1 1 1-
7.  

2 5 7.  P a ul os, C. M., et al., Mi cr o bi al tr a nsl o c ati o n a u g m e nts t h e f u n cti o n of a d o pti v el y 
tr a nsf err e d s elf/t u m or-s p e cifi c C D 8 + T c ell s vi a T L R 4 si g n ali n g.  J Cli n I n v est, 2 0 0 7. 
1 1 7 ( 8): p. 2 1 9 7-2 0 4.  

2 5 8.  S al e m, M. L., et al., R e c o v er y fr o m c y cl o p h os p h a mi d e -i n d u c e d l y m p h o p e ni a r es ult s i n 
e x p a nsi o n of i m m at ur e d e n driti c c ell s w hi c h c a n m e di at e e n h a n c e d pri m e -b o ost 
v a c ci n ati o n a ntit u m or r es p o ns es i n vi v o w h e n sti m ul at e d wit h t h e T L R 3 a g o nist 
p ol y(I: C).  J I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 8 2 ( 4): p. 2 0 3 0-4 0.  

2 5 9.  D u dl e y, M. E., et al., C a n c er r e gr essi o n a n d a ut oi m m u nit y i n p ati e nts aft er cl o n al 
r e p o p ul ati o n wit h a ntit u m or l y m p h o c yt es.  S ci e n c e, 2 0 0 2. 2 9 8 ( 5 5 9 4): p. 8 5 0-4.  

2 6 0.  G off, S. L., et al., R a n d o miz e d, Pr os p e cti v e E v al u ati o n C o m p ari n g I nt e nsit y of 
L y m p h o d e pl eti o n B ef or e A d o pti v e Tr a nsf er of T u m or -I nfilt r ati n g L y m p h o c yt es f or 
P ati e nts Wit h M et ast ati c M el a n o m a.  J Cli n O n c ol, 2 0 1 6. 3 4 ( 2 0): p. 2 3 8 9-9 7.  

2 6 1.  Li, Y., et al., M A R T -1 -s p e cifi c m el a n o m a t u m or -i nfilt r ati n g l y m p h o c yt es m ai nt ai ni n g 
C D 2 8 e x pr essi o n h a v e i m pr o v e d s ur vi v al a n d e x p a nsi o n c a p a bilit y f oll o wi n g a nti g e ni c 
r esti m ul ati o n i n vitr o.  J I m m u n ol, 2 0 1 0. 1 8 4 ( 1): p. 4 5 2-6 5.  
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2 6 2.  Gr oss, G., G. G or o c h o v, T. Wa ks, a n d Z. Es h h ar, G e n er ati o n of eff e ct or T c ell s 
e x pr essi n g c hi m eri c T c ell r e c e pt or wit h a nti b o d y t y p e -s p e cifi cit y.  Tr a n s pl a nt Pr o c, 
1 9 8 9. 2 1 ( 1 Pt 1): p. 1 2 7-3 0.  

2 6 3.  C ol e, D.J., et al., C h ar a ct eriz ati o n of t h e f u n cti o n al s p e cifi cit y of a cl o n e d T -c ell 
r e c e pt or h et er o di m er r e c o g nizi n g t h e M A R T-1 m el a n o m a a nti g e n.  C a n c er R es, 1 9 9 5. 
5 5 ( 4): p. 7 4 8-5 2.  

2 6 4.  K a pl a n, B. L., D. C. Yu, T. M. Cl a y, a n d M.I. Ni s hi m ur a, R e dir e cti n g T l y m p h o c yt e 
s p e cifi cit y usi n g T c ell r e c e pt or g e n es.  I nt R e v I m m u n ol, 2 0 0 3. 2 2 ( 3-4): p. 2 2 9 -5 3.  

2 6 5.  K o c h e n d erf er, J. N. a n d S. A. R os e n b er g, Tr e ati n g B -c ell c a n c er wit h T c ell s e x pr essi n g 
a nti -C D 1 9 c hi m eri c a nti g e n r e c e pt ors.  N at R e v Cli n O n c ol, 2 0 1 3. 1 0 ( 5): p. 2 6 7-7 6.  

2 6 6.  B arr ett, D. M., et al., C hi m eri c a nti g e n r e c e pt or t h er a p y f or c a n c er.  A n n u R e v M e d, 
2 0 1 4. 6 5 : p. 3 3 3-4 7.  

2 6 7.  J e ns e n, M. C. a n d S. R. Ri d d ell, D esi g n a n d i m pl e m e nt ati o n of a d o pti v e t h er a p y wit h 
c hi m eri c a nti g e n r e c e pt o r -m o difi e d T c ell s.  I m m u n ol R e v, 2 0 1 4. 2 5 7 ( 1): p. 1 2 7-4 4.  

2 6 8.  K e n d eri a n, S. S., M. R u ell a, S. Gill, a n d M. K al os, C hi m eri c a nti g e n r e c e pt or T -c ell 
t h er a p y t o t ar g et h e m at ol o gi c m ali g n a n ci es. C a n c er R es, 2 0 1 4. 7 4 ( 2 2): p. 6 3 8 3-9.  

2 6 9.  Str o m n es, I. M., et al., R e -a d a pti n g T c ell s f or c a n c er t h er a p y: fr o m m o us e m o d els t o 
cli ni c al tri al s.  I m m u n ol R e v, 2 0 1 4. 2 5 7 ( 1): p. 1 4 5-6 4.  

2 7 0.  N els o n, M. H. a n d C. M. P a ul os, N o v el i m m u n ot h er a pi es f or h e m at ol o gi c m ali g n a n ci es.  
I m m u n ol R e v, 2 0 1 5. 2 6 3 ( 1): p. 9 0-1 0 5.  

2 7 1.  D e b ets, R., E. D o n n a di e u, S. C h o u ai b, a n d G. C o u k os, T C R -e n gi n e er e d T c ell s t o tr e at 
t u m ors: S e ei n g b ut n ot t o u c hi n g ? S e mi n I m m u n ol, 2 0 1 6. 2 8 ( 1): p. 1 0-2 1.  

2 7 2.  S p e ar, T. T., K. N a g at o, a n d M.I. Nis hi m ur a, Str at e gi es t o g e n eti c all y e n gi n e er T c ell s 
f or c a n c er i m m u n ot h er a p y. C a n c er I m m u n ol I m m u n ot h er, 2 0 1 6. 6 5 ( 6): p. 6 3 1-4 9.  

2 7 3.  T urtl e, C.J., S. R. Ri d d ell, a n d D. G. M al o n e y, C D 1 9 -T ar g et e d c hi m eri c a nti g e n r e c e pt or -
m o difi e d T -c ell i m m u n ot h er a p y f or B -c ell m ali g n a n ci es.  Cli n P h ar m a c ol T h er, 2 0 1 6. 
1 0 0 ( 3): p. 2 5 2-8.  

2 7 4.  Li m, W. A. a n d C. H. J u n e, T h e Pri n ci pl es of E n gi n e eri n g I m m u n e C ell s t o Tr e at C a n c er.  
C ell, 2 0 1 7. 1 6 8 ( 4): p. 7 2 4-7 4 0.  

2 7 5.  Wa n g, R. F. a n d H. Y. Wa n g, I m m u n e t ar g ets a n d n e o a nti g e ns f or c a n c er i m m u n ot h er a p y 
a n d pr e cisi o n m e di ci n e.  C ell R es, 2 0 1 7. 2 7 ( 1): p. 1 1-3 7.  

2 7 6.  J o h ns o n, L. A., et al., G e n e t h er a p y wit h h u m a n a n d m o us e T -c ell r e c e pt ors m e di at es 
c a n c er r e gr essi o n a n d t a r g ets n or m al ti ss u es e x pr essi n g c o g n at e a nti g e n.  Bl o o d, 2 0 0 9. 
1 1 4 ( 3): p. 5 3 5-4 6.  

2 7 7.  P ar k h urst, M. R., et al., T c ell s t ar g eti n g c ar ci n o e m br y o ni c a nti g e n c a n m e di at e 
r e gr essi o n of m et ast ati c c ol or e ct al c a n c er b ut i n d u c e s e v er e tr a nsi e nt c oliti s.  M ol T h er, 
2 0 1 1. 1 9 ( 3): p. 6 2 0-6.  

2 7 8.  R o b bi ns, P. F., et al., A pil ot tri al usi n g l y m p h o c yt es g e n eti c all y e n gi n e er e d wit h a n N Y -
E S O -1 -r e a cti v e T-c ell r e c e pt or: l o n g -t er m f oll o w-u p a n d c orr el at es wit h r es p o ns e.  Cli n 
C a n c er R es, 2 0 1 5. 2 1 ( 5): p. 1 0 1 9-2 7.  

2 7 9.  R o b bi ns, P. F., et al., T u m or r e gr essi o n i n p ati e nts wit h m et ast ati c s y n o vi al c ell s ar c o m a 
a n d m el a n o m a usi n g g e n eti c all y e n gi n e er e d l y m p h o c yt es r e a cti v e wit h N Y -E S O -1.  J 
Cli n O n c ol, 2 0 1 1. 2 9 ( 7): p. 9 1 7-2 4.  

2 8 0.  M or g a n, R. A., et al., C a n c er r e gr essi o n a n d n e ur ol o gi c al t o xi cit y f oll o wi n g a nti -M A G E -
A 3 T C R g e n e t h er a p y.  J I m m u n ot h er, 2 0 1 3. 3 6 ( 2): p. 1 3 3-5 1.  

2 8 1.  C h o d o n, T., et al., A d o pti v e tr a nsf er of M A R T -1 T -c ell r e c e pt or t r a ns g e ni c l y m p h o c yt es 
a n d d e n driti c c ell v a c ci n ati o n i n p ati e nts wit h m et ast ati c m el a n o m a.  Cli n C a n c er R es, 
2 0 1 4. 2 0 ( 9): p. 2 4 5 7-6 5.  
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2 8 2.  K a g e y a m a, S., et al., A d o pti v e Tr a nsf er of M A G E -A 4 T -c ell R e c e pt or G e n e -Tr a ns d u c e d 
L y m p h o c yt es i n P ati e nts wit h R e c urr e nt Es o p h a g e al C a n c er.  Cli n C a n c er R es, 2 0 1 5. 
2 1 ( 1 0): p. 2 2 6 8-7 7.  

2 8 3.  R a p o p ort, A. P., et al., N Y -E S O -1 -s p e cifi c T C R -e n gi n e er e d T c ell s m e di at e s ust ai n e d 
a nti g e n -s p e cifi c a ntit u m or eff e cts i n m y el o m a.  N at M e d, 2 0 1 5. 2 1 ( 8): p. 9 1 4-9 2 1.  

2 8 4.  At ki ns, M. B., C yt o ki n e -b as e d t h er a p y a n d bi o c h e m ot h er a p y f or a d v a n c e d m el a n o m a.  
Cli n C a n c er R es, 2 0 0 6. 1 2 ( 7 Pt 2): p. 2 3 5 3s-2 3 5 8s.  

2 8 5.  K eil h ol z, U., et al., D a c ar b azi n e, cis pl ati n, a n d i nt erf er o n -alf a -2 b wit h or wit h o ut 
i nt erl e u ki n-2 i n m et ast ati c m el a n o m a: a r a n d o miz e d p h as e III tri al ( 1 8 9 5 1) of t h e 
E ur o p e a n Or g a nis ati o n f or R es e ar c h a n d Tr e at m e nt of C a n c er M el a n o m a Gr o u p.  J Cli n 
O n c ol, 2 0 0 5. 2 3 ( 2 7): p. 6 7 4 7-5 5.  

2 8 6.  Ri d olfi, R., et al., Cis pl ati n, d a c ar b azi n e wit h or wit h o ut s u b c ut a n e o us i nt erl e u ki n -2, 
a n d i nt erf er o n al p h a -2 b i n a d v a n c e d m el a n o m a o ut p ati e nts: r es ult s fr o m a n It ali a n 
m ulti c e nt er p h as e III r a n d o miz e d cli ni c al tri al.  J Cli n O n c ol, 2 0 0 2. 2 0 ( 6): p. 1 6 0 0-7.  

2 8 7.  B aj ett a, E., et al., M ulti c e nt er p h as e III r a n d o miz e d tri al of p ol y c h e m ot h er a p y ( C V D 
r e gi m e n) v ers us t h e s a m e c h e m ot h er a p y ( C T) pl us s u b c ut a n e o us i nt erl e u ki n -2 a n d 
i nt erf er o n-al p h a 2 b i n m et ast ati c m el a n o m a.  A n n O n c ol, 2 0 0 6. 1 7 ( 4): p. 5 7 1-7.  

2 8 8.  At ki ns, M. B., et al., P h as e III tri al c o m p ari n g c o n c urr e nt bi o c h e m ot h er a p y wit h 
cis pl ati n, vi n bl asti n e, d a c ar b azi n e, i nt erl e u ki n -2, a n d i nt erf er o n alf a -2 b wit h cis pl ati n, 
vi n bl asti n e, a n d d a c ar b azi n e al o n e i n p ati e nts wit h m et ast ati c m ali g n a nt m el a n o m a 
( E 3 6 9 5): a tri al c o o r di n at e d b y t h e E ast er n C o o p e r ati v e O n c ol o g y Gr o u p. J Cli n O n c ol, 
2 0 0 8. 2 6 ( 3 5): p. 5 7 4 8-5 4.  

2 8 9.  K eil h ol z, U., et al., I nt erf er o n alf a-2 a a n d i nt erl e u ki n -2 wit h or wit h o ut cis pl ati n i n 
m et ast ati c m el a n o m a: a r a n d o miz e d tri al of t h e E ur o p e a n Or g a niz ati o n f or R es e ar c h 
a n d Tr e at m e nt of C a n c er M el a n o m a C o o p er ati v e Gr o u p.  J Cli n O n c ol, 1 9 9 7. 1 5 ( 7): p. 
2 5 7 9 -8 8.  

2 9 0.  Et o n, O., et al., S e q u e nti al bi o c h e m ot h er a p y v ers us c h e m ot h er a p y f or m et ast ati c 
m el a n o m a: r es ult s fr o m a p h as e III r a n d o miz e d tri al.  J Cli n O n c ol, 2 0 0 2. 2 0 ( 8): p. 2 0 4 5-
5 2.  

2 9 1.  R os e n b er g, S. A., et al., Pr os p e cti v e r a n d o miz e d tri al of t h e tr e at m e nt of p ati e nts wit h 
m et ast ati c m el a n o m a usi n g c h e m ot h er a p y wit h ci s pl ati n, d a c ar b azi n e, a n d t a m o xif e n 
al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h i nt erl e u ki n -2 a n d i nt erf er o n alf a -2 b.  J Cli n O n c ol, 1 9 9 9. 
1 7 ( 3): p. 9 6 8-7 5.  

2 9 2.  S ass e, A. D., et al., C h e m oi m m u n ot h er a p y v e rs us c h e m ot h er a p y f or m et ast ati c 
m ali g n a nt m el a n o m a.  C o c hr a n e D at a b as e S yst R e v, 2 0 0 7( 1): p. C d 0 0 5 4 1 3.  

2 9 3.  I v es, N.J., R. L. St o w e, P. L ori g a n, a n d K. W h e atl e y, C h e m ot h er a p y c o m p ar e d wit h 
bi o c h e m ot h er a p y f or t h e tr e at m e nt of m et ast ati c m el a n o m a: a m et a -a n al ysi s of 1 8 tri als 
i n v ol vi n g 2, 6 2 1 p ati e nts. J Cli n O n c ol, 2 0 0 7. 2 5 ( 3 4): p. 5 4 2 6-3 4.  

2 9 4.  R e d m o n d, K. L., A. P a p afili, M. L a wl er, a n d S. Va n S c h a e y br o e c k, O v er c o mi n g 
R esist a n c e t o T ar g et e d T h er a pi es i n C a n c er.  S e mi n O n c ol, 2 0 1 5. 4 2 ( 6): p. 8 9 6-9 0 8.  

2 9 5.  J ä n n e, P. A., et al., A Z D 9 2 9 1 i n E G F R i n hi bit or -r esist a nt n o n -s m all -c ell l u n g c a n c er.  N 
E n gl J M e d, 2 0 1 5. 3 7 2 ( 1 8): p. 1 6 8 9-9 9.  

2 9 6.  Ta n, C. S., D. Gilli g a n, a n d S. P a c e y, Tr e at m e nt a p pr o a c h es f or E G F R -i n hi bit or-
r esist a nt p ati e nts wit h n o n -s m all -c ell l u n g c a n c er.  L a n c et O n c ol, 2 0 1 5. 1 6 ( 9): p. e 4 4 7-
e 4 5 9.  

2 9 7.  D e Vit a, F., et al., A n al y sis of i nt erl e u ki n -2/i nt erl e u ki n -2 r e c e pt or s yst e m i n a d v a n c e d 
n o n -s m all -c ell l u n g c a n c er.  T u m ori, 1 9 9 8. 8 4 ( 1): p. 3 3-8.  

2 9 8.  C h e n, Y. M., et al., R est or ati o n of t h e i m m u n o c o m p et e n c e b y I L -2 a cti v ati o n a n d T C R -
C D 3 e n g a g e m e nt of t h e i n vi v o a n er giz e d t u m or -s p e cifi c C T L fr o m l u n g c a n c er p ati e nts.  
J I m m u n ot h er, 1 9 9 7. 2 0 ( 5): p. 3 5 4-6 4.  

2 2 0



 

2 9 9.  U m e k a w a, K., et al., Pl as m a R A N T E S, I L -1 0, a n d I L -8 l e v els i n n o n -s m all -c ell l u n g 
c a n c er p ati e nts tr e at e d wit h E G F R -T KIs.  B M C R es N ot es, 2 0 1 3. 6 : p. 1 3 9. 

3 0 0.  Ya m a m ot o, N., M. H o n m a, a n d H. S u z u ki, Off -t ar g et s eri n e/t hr e o ni n e ki n as e 1 0 
i n hi biti o n b y erl oti ni b e n h a n c es l y m p h o c yti c a cti vit y l e a di n g t o s e v er e s ki n dis or d ers. 
M ol P h ar m a c ol, 2 0 1 1. 8 0 ( 3): p. 4 6 6-7 5.  

3 0 1.  B ers a n elli, M., et al., G efiti ni b pl us i nt erl e u ki n -2 i n a d v a n c e d n o n -s m all c ell l u n g 
c a n c er p ati e nts pr e vi o usl y tr e at e d wit h c h e m ot h er a p y.  C a n c ers ( B as el), 2 0 1 4. 6 ( 4): p. 
2 0 3 5 -4 8.  

3 0 2.  L a m, E. T., et al., R etr os p e cti v e a n al ysis of t h e s af et y a n d effi c a c y of hi g h -d os e 
i nt erl e u ki n-2 aft er pri or t yr osi n e ki n as e i n hi bit or t h er a p y i n p ati e nts wit h a d v a n c e d 
r e n al c ell c ar ci n o m a.  J I m m u n ot h er, 2 0 1 4. 3 7 ( 7): p. 3 6 0-5.  

3 0 3.  O v er wij k, W. W., M. R. T h e or et, a n d N. P. R estif o, T h e f ut ur e of i nt erl e u ki n -2: e n h a n ci n g 
t h er a p e uti c a nti c a n c er v a c ci n es. C a n c er J S ci A m, 2 0 0 0. 6 S u p pl 1 ( S u p pl 1): p. S 7 6-
8 0.  

3 0 4.  S mit h, F. O., et al., Tr e at m e nt of m et ast ati c m el a n o m a usi n g i nt erl e u ki n -2 al o n e or i n 
c o nj u n cti o n wit h v a c ci n e s.  Cli n C a n c er R es, 2 0 0 8. 1 4 ( 1 7): p. 5 6 1 0-8.  

3 0 5.  S c h w art z e ntr u b er, D.J., et al., g p 1 0 0 p e pti d e v a c ci n e a n d i nt erl e u ki n -2 i n p ati e nts wit h 
a d v a n c e d m el a n o m a.  N E n gl J M e d, 2 0 1 1. 3 6 4 ( 2 2): p. 2 1 1 9-2 7.  

3 0 6.  C h e n, L. a n d D. B. Fli es, M ol e c ul ar m e c h a nis ms of T c ell c o -sti m ul ati o n a n d c o -
i n hi biti o n. N at R e v I m m u n ol, 2 0 1 3. 1 3 ( 4): p. 2 2 7-4 2.  

3 0 7.  D as, M., C. Z h u, a n d V. K. K u c hr o o, Ti m -3 a n d it s r ol e i n r e g ul ati n g a nti -t u m or 
i m m u nit y. I m m u n ol R e v, 2 0 1 7. 2 7 6 ( 1): p. 9 7-1 1 1.  

3 0 8.  D err é, L., et al., B T L A m e di at es i n hi biti o n of h u m a n t u m or -s p e cifi c C D 8 + T c ell s t h at 
c a n b e p arti all y r e v ers e d b y v a c ci n ati o n.  J Cli n I n v est, 2 0 1 0. 1 2 0 ( 1): p. 1 5 7-6 7.  

3 0 9.  Wa n g, X., F. Te n g, L. K o n g, a n d J. Yu, P D -L 1 e x pr essi o n i n h u m a n c a n c ers a n d its 
ass o ci ati o n wit h cli ni c al o ut c o m es.  O n c o Tar g ets T h er, 2 0 1 6. 9 : p. 5 0 2 3-3 9.  

3 1 0.  Li nsl e y, P. S., et al., I ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g of C T L A-4 a n d f o c al l o c aliz ati o n t o w ar ds 
sit es of T C R e n g a g e m e nt.  I m m u nit y, 1 9 9 6. 4 ( 6): p. 5 3 5-4 3.  

3 1 1.  E g e n, J. G. a n d J. P. Allis o n, C yt ot o xi c T l y m p h o c yt e a nti g e n -4 a c c u m ul ati o n i n t h e 
i m m u n ol o gi c al s y n a ps e i s r e g ul at e d b y T C R si g n al str e n gt h. I m m u nit y, 2 0 0 2. 1 6 ( 1): p. 
2 3 -3 5.  

3 1 2.  Y o k os u k a, T., et al., S p ati ot e m p or al b asis of C T L A -4 c osti m ul at or y m ol e c ul e -m e di at e d 
n e g ati v e r e g ul ati o n of T c ell a cti v ati o n.  I m m u nit y, 2 0 1 0. 3 3 ( 3): p. 3 2 6-3 9.  

3 1 3.  C h a m b ers, C. A., M. S. K u h ns, J. G. E g e n, a n d J. P. Alli s o n, C T L A -4 -m e di at e d i n hi biti o n 
i n r e g ul ati o n of T c ell r es p o ns es: m e c h a ni s ms a n d m a ni p ul ati o n i n t u m or 
i m m u n ot h er a p y. A n n u R e v I m m u n ol, 2 0 0 1. 1 9 : p. 5 6 5-9 4.  

3 1 4.  Teft, W. A., M. G. Kir c h h of, a n d J. M a dr e n as, A m ol e c ul ar p ers p e cti v e of C T L A -4 
f u n cti o n. A n n u R e v I m m u n ol, 2 0 0 6. 2 4 : p. 6 5-9 7.  

3 1 5.  Fr as er, J. H., M. Ri n c ó n, K. D. M c C o y, a n d G. L e Gr os, C T L A 4 li g ati o n att e n u at es A P -
1, N F A T a n d N F -k a p p a B a cti vit y i n a cti v at e d T c ell s.  E ur J I m m u n ol, 1 9 9 9. 2 9 ( 3): p. 
8 3 8 -4 4.  

3 1 6.  Olss o n, C., K. Ri es b e c k, M. D o hlst e n, a n d E. Mi c h a ëlss o n, C T L A -4 li g ati o n s u p pr ess es 
C D 2 8 -i n d u c e d N F-k a p p a B a n d A P -1 a cti vit y i n m o us e T c ell bl ast s.  J Bi ol C h e m, 1 9 9 9. 
2 7 4 ( 2 0): p. 1 4 4 0 0-5.  

3 1 7.  Ta k a h as hi, T., et al., I m m u n ol o gi c s elf-t ol er a n c e m ai nt ai n e d b y C D 2 5( +) C D 4( +) 
r e g ul at or y T c ell s c o nstit uti v el y e x p r essi n g c yt ot o xi c T l y m p h o c yt e -ass o ci at e d a nti g e n 
4.  J E x p M e d, 2 0 0 0. 1 9 2 ( 2): p. 3 0 3-1 0.  

3 1 8.  Wi n g, K., et al., C T L A -4 c o ntr ol o v er F o x p 3 + r e g ul at or y T c ell f u n cti o n.  S ci e n c e, 2 0 0 8. 
3 2 2 ( 5 8 9 9): p. 2 7 1-5.  
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3 1 9.  Q ur es hi, O. S., et al., Tr a ns -e n d o c yt osi s of C D 8 0 a n d C D 8 6: a m ol e c ul ar b asis f or t h e 
c ell -e xtri nsi c f u n cti o n of C T L A -4.  S ci e n c e, 2 0 1 1. 3 3 2 ( 6 0 2 9): p. 6 0 0-3.  

3 2 0.  Li, R., et al., E n h a n c e d e n g a g e m e nt of C T L A -4 i n d u c es a nti g e n -s p e cifi c 
C D 4 + C D 2 5 + F o x p 3 + a n d C D 4 + C D 2 5 - T G F -b et a 1 + a d a pti v e r e g ul at or y T c ell s.  J 
I m m u n ol, 2 0 0 7. 1 7 9 ( 8): p. 5 1 9 1-2 0 3.  

3 2 1.  Ti v ol, E. A., et al., L oss of C T L A -4 l e a ds t o m assi v e l y m p h o pr olif er ati o n a n d f at al 
m ulti or g a n ti ss u e d estr u cti o n, r e v e ali n g a criti c al n e g ati v e r e g ul at or y r ol e of C T L A -4.  
I m m u nit y, 1 9 9 5. 3 ( 5): p. 5 4 1-7.  

3 2 2.  M o hr, P., et al., R e al -w orl d tr e at m e nt p att er ns a n d o ut c o m es a m o n g m et ast ati c 
c ut a n e o us m el a n o m a p ati e nts tr e at e d wit h i pili m u m a b.  J E ur A c a d D er m at ol Ve n er e ol, 
2 0 1 8. 3 2 ( 6): p. 9 6 2-9 7 1.  

3 2 3.  K o hl h a p p, F.J., et al., N K c ell s a n d C D 8 + T c ells c o o p er at e t o i m pr o v e t h er a p e uti c 
r es p o ns es i n m el a n o m a tr e at e d wit h i nt erl e u ki n -2 (I L -2) a n d C T L A -4 bl o c k a d e.  J 
I m m u n ot h er C a n c er, 2 0 1 5. 3 : p. 1 8. 

3 2 4.  M a k er, A. V., et al., T u m or r e gr essi o n a n d a ut oi m m u nit y i n p ati e nts tr e at e d wit h 
c yt ot o xi c T l y m p h o c yt e -a ss o ci at e d a nti g e n 4 bl o c k a d e a n d i nt erl e u ki n 2: a p h as e I/II 
st u d y.  A n n S ur g O n c ol, 2 0 0 5. 1 2 ( 1 2): p. 1 0 0 5-1 6.  

3 2 5.  R a y, A., et al., A p h as e I st u d y of i ntr at u m or al i pili m u m a b a n d i nt erl e u ki n -2 i n p ati e nts 
wit h a d v a n c e d m el a n o m a.  O n c ot ar g et, 2 0 1 6. 7 ( 3 9): p. 6 4 3 9 0-6 4 3 9 9.  

3 2 6.  K eir, M. E., M.J. B utt e, G.J. Fr e e m a n, a n d A. H. S h ar p e, P D -1 a n d it s li g a n ds i n 
t ol er a n c e a n d i m m u nit y. A n n u R e v I m m u n ol, 2 0 0 8. 2 6 : p. 6 7 7-7 0 4.  

3 2 7.  Ya o, S. a n d L. C h e n, P D -1 as a n i m m u n e m o d ul at or y r e c e pt or.  C a n c er J, 2 0 1 4. 2 0 ( 4): 
p. 2 6 2 -4.  

3 2 8.  Is hi d a, Y., Y. A g at a, K. S hi b a h ar a, a n d T. H o nj o, I n d u c e d e x p r essi o n of P D-1, a n o v el 
m e m b er of t h e i m m u n o gl o b uli n g e n e s u p erf a mil y, u p o n pr o gr a m m e d c ell d e at h.  E m b o 
j, 1 9 9 2. 1 1 ( 1 1): p. 3 8 8 7-9 5.  

3 2 9.  W h err y, E.J., T c ell e x h a usti o n.  N at I m m u n ol, 2 0 1 1. 1 2 ( 6): p. 4 9 2-9.  
3 3 0.  A h m a d z a d e h, M., et al., T u m or a nti g e n -s p e cifi c C D 8 T c ell s i nfiltr ati n g t h e t u m or 

e x pr ess hi g h l e v els of P D -1 a n d ar e f u n cti o n all y i m p air e d.  Bl o o d, 2 0 0 9. 1 1 4 ( 8): p. 1 5 3 7-
4 4.  

3 3 1.  G e hri n g, A.J., et al., Pr ofil e of t u m or a nti g e n -s p e cifi c C D 8 T c ell s i n p ati e nts wit h 
h e p atiti s B vir us -r el at e d h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a.  G astr o e nt er ol o g y, 2 0 0 9. 1 3 7 ( 2): p. 
6 8 2 -9 0.  

3 3 2.  S ait o, H., et al., I n cr e as e d P D-1 e x pr essi o n o n C D 4 + a n d C D 8 + T c ell s is i n v ol v e d i n 
i m m u n e e v asi o n i n g astri c c a n c er. J S ur g O n c ol, 2 0 1 3. 1 0 7 ( 5): p. 5 1 7-2 2.  

3 3 3.  Ya m a m ot o, R., et al., P D -1 -P D -1 li g a n d i nt er a cti o n c o ntri b ut es t o i m m u n os u p pr essi v e 
mi cr o e n vir o n m e nt of H o d g ki n l y m p h o m a.  Bl o o d, 2 0 0 8. 1 1 1 ( 6): p. 3 2 2 0-4.  

3 3 4.  F o ur c a d e, J., et al., P D -1 is a r e g ul at or of N Y -E S O -1 -s p e cifi c C D 8 + T c ell e x p a nsi o n i n 
m el a n o m a p ati e nts.  J I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 8 2 ( 9): p. 5 2 4 0-9.  

3 3 5.  I w ai, Y., et al., I n v ol v e m e nt of P D-L 1 o n t u m or c ell s i n t h e es c a p e fr o m h ost i m m u n e 
s yst e m a n d t u m or i m m u n ot h er a p y b y P D -L 1 bl o c k a d e.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 0 2. 
9 9 ( 1 9): p. 1 2 2 9 3-7.  

3 3 6.  Bl a n k, C., et al., P D -L 1/ B 7 H -1 i n hi bit s t h e eff e ct or p h as e of t u m or r ej e cti o n b y T c ell 
r e c e pt or ( T C R) tr a ns g e ni c C D 8 + T c ell s.  C a n c er R es, 2 0 0 4. 6 4 ( 3): p. 1 1 4 0-5.  

3 3 7.  P ost o w, M. A., M. K. C all a h a n, a n d J. D. W ol c h o k, I m m u n e C h e c k p oi nt Bl o c k a d e i n 
C a n c er T h er a p y.  J Cli n O n c ol, 2 0 1 5. 3 3 ( 1 7): p. 1 9 7 4-8 2.  

3 3 8.  We b er, J. S., et al., Ni v ol u m a b v ers us c h e m ot h er a p y i n p ati e nts wit h a d v a n c e d m el a n o m a 
w h o pr o gr ess e d aft er a nti -C T L A -4 tr e at m e nt ( C h e c k M at e 0 3 7): a r a n d o mis e d, 
c o ntr oll e d, o p e n -l a b el, p h as e 3 tri al. L a n c et O n c ol, 2 0 1 5. 1 6 ( 4): p. 3 7 5-8 4.  
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3 3 9.  D ur ais w a m y, J., K. M. K al u z a, G.J. Fr e e m a n, a n d G. C o u k os, D u al bl o c k a d e of P D -1 
a n d C T L A -4 c o m bi n e d wit h t u m or v a c ci n e eff e cti v el y r est or es T -c ell r ej e cti o n f u n cti o n 
i n t u m ors. C a n c er R es, 2 0 1 3. 7 3 ( 1 2): p. 3 5 9 1-6 0 3.  

3 4 0.  S y n, N. L., M. W. L. Te n g, T. S. K. M o k, a n d R. A. S o o, D e -n o v o a n d a c q uir e d r esist a n c e 
t o i m m u n e c h e c k p oi nt t ar g eti n g. L a n c et O n c ol, 2 0 1 7. 1 8 ( 1 2): p. e 7 3 1-e 7 4 1.  

3 4 1.  H er bst, R. S., et al., Pr e di cti v e c orr el at es of r es p o ns e t o t h e a nti -P D -L 1 a nti b o d y 
M P D L 3 2 8 0 A i n c a n c er p ati e nts.  N at ur e, 2 0 1 4. 5 1 5 ( 7 5 2 8): p. 5 6 3-7.  

3 4 2.  S n y d er, A., et al., G e n eti c b asis f or cli ni c al r es p o ns e t o C T L A -4 bl o c k a d e i n m el a n o m a.  
N E n gl J M e d, 2 0 1 4. 3 7 1 ( 2 3): p. 2 1 8 9-2 1 9 9.  

3 4 3.  B u c h bi n d er, E.I. a n d A. D es ai, C T L A -4 a n d P D -1 P at h w a ys: Si mil ariti es, Diff er e n c es, 
a n d I m pli c ati o ns of T h eir I n hi biti o n.  A m J Cli n O n c ol, 2 0 1 6. 3 9 ( 1): p. 9 8-1 0 6.  

3 4 4.  R ott e, A., C o m bi n ati o n of C T L A -4 a n d P D -1 bl o c k ers f or tr e at m e nt of c a n c er.  J E x p 
Cli n C a n c er R es, 2 0 1 9. 3 8 ( 1): p. 2 5 5. 

3 4 5.  H o di, F. S., et al., I m pr o v e d s ur vi v al wit h i pili m u m a b i n p ati e nts wit h m et ast ati c 
m el a n o m a.  N E n gl J M e d, 2 0 1 0. 3 6 3 ( 8): p. 7 1 1-2 3.  

3 4 6.  L o, B. C., et al., Mi cr o bi ot a -d e p e n d e nt a cti v ati o n of C D 4( +) T c ell s i n d u c es C T L A -4 
bl o c k a d e -ass o ci at e d c oliti s vi a F c γ r e c e pt ors.  S ci e n c e, 2 0 2 4. 3 8 3 ( 6 6 7 8): p. 6 2-7 0.  

3 4 7.  West, E. E., et al., P D -L 1 bl o c k a d e s y n e r giz es wit h I L -2 t h er a p y i n r ei n vi g or ati n g 
e x h a ust e d T c ell s.  J Cli n I n v est, 2 0 1 3. 1 2 3 ( 6): p. 2 6 0 4-1 5.  

3 4 8.  H as hi m ot o, M., et al., P D -1 c o m bi n ati o n t h er a p y wit h I L -2 m o difi es C D 8( +) T c ell 
e x h a usti o n pr o gr a m.  N at ur e, 2 0 2 2. 6 1 0 ( 7 9 3 0): p. 1 7 3-1 8 1.  

3 4 9.  S u z u ki, H., et al., D er e g ul at e d T c ell a cti v ati o n a n d a ut oi m m u nit y i n mi c e l a c ki n g 
i nt erl e u ki n-2 r e c e pt or b et a.  S ci e n c e, 1 9 9 5. 2 6 8 ( 5 2 1 6): p. 1 4 7 2-6.  

3 5 0.  Z or n, E., et al., I L-2 r e g ul at es F O X P 3 e x pr essi o n i n h u m a n C D 4 + C D 2 5 + r e g ul at or y T 
c ell s t hr o u g h a S T A T-d e p e n d e nt m e c h a nis m a n d i n d u c es t h e e x p a nsi o n of t h es e c ell s i n 
vi v o.  Bl o o d, 2 0 0 6. 1 0 8 ( 5): p. 1 5 7 1-9.  

3 5 1.  Ta n g, Q., et al., C e ntr al r ol e of d ef e cti v e i nt erl e u ki n -2 pr o d u cti o n i n t h e t ri g g eri n g of 
isl et a ut oi m m u n e d estr u cti o n. I m m u nit y, 2 0 0 8. 2 8 ( 5): p. 6 8 7-9 7.  

3 5 2.  We bst er, K. E., et al., I n vi v o e x p a nsi o n of T r e g c ell s wit h I L-2 -m A b c o m pl e x es: 
i n d u cti o n of r esist a n c e t o E A E a n d l o n g-t er m a c c e pt a n c e of isl et all o gr aft s wit h o ut 
i m m u n os u p pr essi o n. J E x p M e d, 2 0 0 9. 2 0 6 ( 4): p. 7 5 1-6 0.  

3 5 3.  Gri n b er g -Bl e y er, Y., et al., I L-2 r e v ers es est a blis h e d t y p e 1 di a b et es i n N O D mi c e b y a 
l o c al eff e ct o n p a n cr e ati c r e g ul at or y T c ell s. J E x p M e d, 2 0 1 0. 2 0 7 ( 9): p. 1 8 7 1-8.  

3 5 4.  B a e y e ns, A., et al., Li mit ati o ns of I L -2 a n d r a p a m y ci n i n i m m u n ot h er a p y of t y p e 1 
di a b et es.  Di a b et es, 2 0 1 3. 6 2 ( 9): p. 3 1 2 0-3 1.  

3 5 5.  D a ns o k h o, C., et al., R e g ul at or y T c ell s d el a y di s e as e pr o gr essi o n i n Alz h ei m er -li k e 
p at h ol o g y.  Br ai n, 2 0 1 6. 1 3 9 ( Pt 4): p. 1 2 3 7-5 1.  

3 5 6.  G o n z ál e z, F. B., et al., I m m u n o e n d o cri n e d ys b al a n c e d uri n g u n c o ntr oll e d T. cr uzi 
i nf e cti o n is ass o ci at e d wit h t h e a c q uisiti o n of a T h-1 -li k e p h e n ot y p e b y F o x p 3( +) T c ell s. 
Br ai n B e h a v I m m u n, 2 0 1 5. 4 5 : p. 2 1 9-3 2.  

3 5 7.  P ér ol, L. a n d E. Pi a g gi o, N e w M ol e c ul ar a n d C ell ul ar M e c h a nis ms of T ol er a n c e: 
T ol er o g e ni c A cti o ns of I L -2.  M et h o ds M ol Bi ol, 2 0 1 6. 1 3 7 1 : p. 1 1-2 8.  

3 5 8.  H u mri c h, J. Y., et al., R a pi d i n d u cti o n of cli ni c al r e missi o n b y l o w -d os e i nt e rl e u ki n -2 i n 
a p ati e nt wit h r efr a ct or y S L E.  A n n R h e u m Dis, 2 0 1 5. 7 4 ( 4): p. 7 9 1-2.  

3 5 9.  Gr ass h off, H., et al., L o w -D os e I L -2 T h er a p y i n A ut oi m m u n e a n d R h e u m ati c Dis e as es.  
Fr o nt I m m u n ol, 2 0 2 1. 1 2 : p. 6 4 8 4 0 8. 

3 6 0.  Kl at z m a n n, D. a n d A. K. A b b as, T h e pr o mis e of l o w -d os e i nt erl e u ki n -2 t h er a p y f or 
a ut oi m m u n e a n d i nfl a m m at or y dis e as es.  N at R e v I m m u n ol, 2 0 1 5. 1 5 ( 5): p. 2 8 3-9 4.  

3 6 1.  K or et h, J., et al., I nt erl e u ki n-2 a n d r e g ul at or y T c ell s i n gr aft -v ers us -h ost dis e as e.  N 
E n gl J M e d, 2 0 1 1. 3 6 5 ( 2 2): p. 2 0 5 5-6 6.  
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3 6 2.  S a a d o u n, D., et al., R e g ul at or y T -c ell r es p o ns es t o l o w -d os e i nt erl e u ki n -2 i n H C V -
i n d u c e d v as c uliti s. N E n gl J M e d, 2 0 1 1. 3 6 5 ( 2 2): p. 2 0 6 7-7 7.  

3 6 3.  K or et h, J., et al., Effi c a c y, d ur a bilit y, a n d r es p o ns e pr e di ct ors of l o w -d os e i nt erl e u ki n -2 
t h er a p y f or c hr o ni c gr aft-v ers us -h ost dis e as e.  Bl o o d, 2 0 1 6. 1 2 8 ( 1): p. 1 3 0-7.  

3 6 4.  M ats u o k a, K., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n -2 t h er a p y r est or es r e g ul at or y T c ell 
h o m e ost asis i n p ati e nts wit h c hr o ni c gr aft -v ers us -h ost dis e as e.  S ci Tr a nsl M e d, 2 0 1 3. 
5 ( 1 7 9): p. 1 7 9r a 4 3. 

3 6 5.  K e n n e d y -N ass er, A. A., et al., Ultr a l o w -d os e I L -2 f or G V H D pr o p h yl a xis aft er 
all o g e n ei c h e m at o p oi eti c st e m c ell tr a ns pl a nt ati o n m e di at es e x p a nsi o n of r e g ul at or y T 
c ell s wit h o ut di mi ni s hi n g a nti vir al a n d a ntil e u k e mi c a cti vit y.  Cli n C a n c er R es, 2 0 1 4. 
2 0 ( 8): p. 2 2 1 5-2 5.  

3 6 6.  L o n g, S. A., et al., R a p a m y ci n/I L -2 c o m bi n ati o n t h er a p y i n p ati e nts wit h t y p e 1 di a b et es 
a u g m e nts Tr e gs y et tr a nsi e ntl y i m p airs β -c ell f u n cti o n.  Di a b et es, 2 0 1 2. 6 1 ( 9): p. 2 3 4 0-
8.  

3 6 7.  H art e m a n n, A., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n 2 i n p ati e nts wit h t y p e 1 di a b et es: a p h as e 
1/ 2 r a n d o mis e d, d o u bl e -bli n d, pl a c e b o -c o ntr oll e d tri al.  L a n c et Di a b et es E n d o cri n ol, 
2 0 1 3. 1 ( 4): p. 2 9 5-3 0 5.  

3 6 8.  T o d d, J. A., et al., R e g ul at or y T C ell R es p o ns es i n P arti ci p a nt s wit h Ty p e 1 Di a b et es 
aft er a Si n gl e D os e of I nt erl e u ki n -2: A N o n -R a n d o mis e d, O p e n L a b el, A d a pti v e D os e -
Fi n di n g Tri al.  P L o S M e d, 2 0 1 6. 1 3 ( 1 0): p. e 1 0 0 2 1 3 9. 

3 6 9.  C ast el a, E., et al., Eff e cts of l o w -d os e r e c o m bi n a nt i nt erl e u ki n 2 t o pr o m ot e T -r e g ul at or y 
c ell s i n al o p e ci a ar e at a.  J A M A D er m at ol, 2 0 1 4. 1 5 0 ( 7): p. 7 4 8-5 1.  

3 7 0.  H e, J., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n -2 tr e at m e nt s el e cti v el y m o d ul at es C D 4( +) T c ell 
s u bs ets i n p ati e nts wit h s yst e mi c l u p us er yt h e m at os us.  N at M e d, 2 0 1 6. 2 2 ( 9): p. 9 9 1-3.  

3 7 1.  H u mri c h, J. Y. a n d G. Ri e m e k ast e n, R est ori n g r e g ul ati o n - I L-2 t h er a p y i n s yst e mi c 
l u p us er yt h e m at os us. E x p ert R e v Cli n I m m u n ol, 2 0 1 6. 1 2 ( 1 1): p. 1 1 5 3-1 1 6 0.  

3 7 2.  H e, J., et al., Effi c a c y a n d s af et y of l o w -d os e I L -2 i n t h e tr e at m e nt of s yst e mi c l u p us 
er yt h e m at os us: a r a n d o mis e d, d o u bl e -bli n d, pl a c e b o -c o ntr oll e d tri al.  A n n R h e u m Dis, 
2 0 2 0. 7 9 ( 1): p. 1 4 1-1 4 9.  

3 7 3.  v o n S p e e -M a y er, C., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n -2 s el e cti v el y c orr e cts r e g ul at or y T c ell 
d ef e cts i n p ati e nts wit h s yst e mi c l u p us er yt h e m at o s us.  A n n R h e u m Dis, 2 0 1 6. 7 5 ( 7): p. 
1 4 0 7 -1 5.  

3 7 4.  R os e n z w aj g, M., et al., I m m u n ol o gi c al a n d cli ni c al eff e cts of l o w-d os e i nt erl e u ki n -2 
a cr oss 1 1 a ut oi m m u n e dis e as es i n a si n gl e, o p e n cli ni c al tri al.  A n n R h e u m Dis, 2 0 1 9. 
7 8 ( 2): p. 2 0 9-2 1 7.  

3 7 5.  H u mri c h, J. Y., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n -2 t h er a p y i n r efr a ct or y s yst e mi c l u p us 
er yt h e m at os us: a n i n v esti g at or -i niti at e d, si n gl e-c e ntr e p h as e 1 a n d 2 a cli ni c al tri al.  
L a n c et R h e u m at ol, 2 0 1 9. 1 ( 1): p. e 4 4-e 5 4.  

3 7 6.  Mi a o, M., et al., T h er a p e uti c p ot e nti al of t ar g eti n g Tfr/ Tf h c ell b al a n c e b y l o w -d os e -I L-
2 i n a cti v e S L E: a p ost h o c a n al ysis f r o m a d o u bl e -bli n d R C T st u d y.  Art hriti s R es T h er, 
2 0 2 1. 2 3 ( 1): p. 1 6 7. 

3 7 7.  F ar d et, L., I. P et ers e n, a n d I. N a z ar et h, C o m m o n I nf e cti o ns i n P ati e nts Pr es cri b e d 
S yst e mi c Gl u c o c orti c oi d s i n Pri m ar y C ar e: A P o p ul ati o n -B as e d C o h ort St u d y.  P L o S 
M e d, 2 0 1 6. 1 3 ( 5): p. e 1 0 0 2 0 2 4.  

3 7 8.  Di x o n, W. G., A. K e z o u h, S. B er n ats k y, a n d S. S uiss a, T h e i nfl u e n c e of s yst e mi c 
gl u c o c orti c oi d t h er a p y u p o n t h e ris k of n o n -s eri o us i nf e cti o n i n ol d er p ati e nts wit h 
r h e u m at oi d art hritis: a n est e d c as e -c o ntr ol st u d y.  A n n R h e u m Dis, 2 0 1 1. 7 0 ( 6): p. 9 5 6-
6 0.  

3 7 9.  Z a n d m a n -G o d d ar d, G. a n d Y. S h o e nf el d, I nf e cti o ns a n d S L E. A ut oi m m u nit y, 2 0 0 5. 
3 8 ( 7): p. 4 7 3-8 5.  
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3 8 0.  D ori a, A., et al., I nf e cti o ns as tri g g ers a n d c o m pli c ati o ns of s yst e mi c l u p us 
er yt h e m at os us.  A ut oi m m u n R e v, 2 0 0 8. 8 ( 1): p. 2 4-8.  

3 8 1.  Z h o u, P., et al., L o w -d os e I L -2 t h er a p y i n vi g or at es C D 8 + T c ell s f or vir al c o ntr ol i n 
s yst e mi c l u p us er yt h e m at os us.  P L o S P at h o g, 2 0 2 1. 1 7 ( 1 0): p. e 1 0 0 9 8 5 8. 

3 8 2.  Mi a o, M., et al., S h ort -t er m a n d l o w-d os e I L -2 t h er a p y r est or es t h e T h 1 7/ Tr e g b al a n c e 
i n t h e p eri p h er al bl o o d of p ati e nts wit h pri m ar y Sj ö gr e n's s y n dr o m e.  A n n R h e u m Dis, 
2 0 1 8. 7 7 ( 1 2): p. 1 8 3 8-1 8 4 0.  

3 8 3.  L u o, J., et al., I L-2 I n hi biti o n of T h 1 7 G e n er ati o n R at h er T h a n I n d u cti o n of Tr e g C ell s 
Is I m p air e d i n Pri m ar y Sj ö gr e n's S y n dr o m e P ati e nts. Fr o nt I m m u n ol, 2 0 1 8. 9 : p. 1 7 5 5. 

3 8 4.  Z h a n g, S. X., et al., L o w -d os e I L -2 t h er a p y li mits t h e r e d u cti o n i n a bs ol ut e n u m b ers of 
cir c ul ati n g r e g ul at or y T c ell s i n r h e u m at oi d art hritis.  T h er A d v M us c ul os k el et Dis, 
2 0 2 1. 1 3 : p. 1 7 5 9 7 2 0 x 2 1 1 0 1 1 3 7 0. 

3 8 5.  Z h a n g, S. X., et al., Cir c ul ati n g r e g ul at or y T c ell s w er e a bs ol ut el y d e cr e as e d i n 
d er m at o m y ositis/ p ol y m y ositis p ati e nts a n d r est or e d b y l o w -d os e I L -2.  A n n R h e u m Dis, 
2 0 2 1. 8 0 ( 8): p. e 1 3 0. 

3 8 6.  Mi a o, M., et al., Tr e at m e nt of A cti v e I di o p at hi c I nfl a m m at or y M y o p at hi es b y L o w -D os e 
I nt erl e u ki n-2: A Pr os p e cti v e C o h ort Pil ot St u d y.  R h e u m at ol T h er, 2 0 2 1. 8 ( 2): p. 8 3 5-
8 4 7.  

3 8 7.  B uitr a g o -M oli n a, L. E., et al., Tr e g -s p e cifi c I L -2 t h er a p y c a n r e est a blis h i nt r a h e p ati c 
i m m u n e r e g ul ati o n i n a ut oi m m u n e h e p atiti s. J A ut oi m m u n, 2 0 2 1. 1 1 7 : p. 1 0 2 5 9 1. 

3 8 8.  Li m, T. Y., et al., L o w -D os e I nt erl e u ki n -2 f or R efr a ct or y A ut oi m m u n e H e p atiti s.  
H e p at ol o g y, 2 0 1 8. 6 8 ( 4): p. 1 6 4 9-1 6 5 2.  

3 8 9.  Z h a o, T. X., et al., L o w -d os e i nt erl e u ki n -2 i n p ati e nts wit h st a bl e is c h a e mi c h e art dis e as e 
a n d a c ut e c or o n ar y s y n dr o m es ( LI L A C S): pr ot o c ol a n d st u d y r ati o n al e f or a 
r a n d o mis e d, d o u bl e -bli n d, pl a c e b o -c o ntr oll e d, p h as e I/II cli ni c al tri al.  B MJ O p e n, 
2 0 1 8. 8 ( 9): p. e 0 2 2 4 5 2. 

3 9 0.  Z h a o, T. X., et al., R e g ul at or y T -C ell R es p o ns e t o L o w -D os e I nt erl e u ki n -2 i n Is c h e mi c 
H e art Dis e as e.  N EJ M E vi d, 2 0 2 2. 1 ( 1): p. E VI D o a 2 1 0 0 0 0 9. 

3 9 1.  G o ett el, J. A., et al., L o w -D os e I nt erl e u ki n -2 A m eli or at es C oliti s i n a Pr e cli ni c al 
H u m a niz e d M o us e M o d el.  C ell M ol G astr o e nt er ol H e p at ol, 2 0 1 9. 8 ( 2): p. 1 9 3-1 9 5.  

3 9 2.  D o n g, G., et al., L o w -D os e I L -2 Tr e at m e nt Aff or ds Pr ot e cti o n a g ai nst S u b ar a c h n oi d 
H e m orr h a g e I nj ur y b y E x p a n di n g P eri p h er al R e g ul at or y T C ell s.  A C S C h e m N e ur os ci, 
2 0 2 1. 1 2 ( 3): p. 4 3 0-4 4 0.  

3 9 3.  L e D uff, F., et al., L o w -D os e I L -2 f or Tr e ati n g M o d er at e t o S e v er e Al o p e ci a Ar e at a: A 
5 2 -We e k M ulti c e nt er Pr o s p e cti v e Pl a c e b o -C o ntr oll e d St u d y Ass essi n g it s I m p a ct o n T 
R e g ul at or y C ell a n d N K C ell P o p ul ati o ns.  J I n v est D er m at ol, 2 0 2 1. 1 4 1 ( 4): p. 9 3 3-
9 3 6. e 6.  

3 9 4.  C orf m at, M., et al., L o w d os e I L -2 i n p ati e nts wit h st er oi d -d e p e n d e nt d ysi m m u n e 
m a nif est ati o ns ass o ci at e d wit h m y el o d ys pl asti c s y n dr o m es: a t hr e e -c as e r e p ort.  
R h e u m at ol o g y ( O xf or d), 2 0 2 1. 6 0 ( 7): p. 3 4 0 4-3 4 0 8.  

3 9 5.  Kr o m er, G., et al., A n al ysis of l y m p h o c yt es i nfiltr ati n g t h e t h yr oi d gl a n d of O b es e str ai n 
c hi c k e ns.  J I m m u n ol, 1 9 8 5. 1 3 5 ( 4): p. 2 4 5 2-7.  

3 9 6.  R a e b er, M. E., D. S a hi n, U. K ar a k us, a n d O. B o y m a n, A s yst e m ati c r e vi e w of i nt erl e u ki n -
2 -b as e d i m m u n ot h er a pi es i n cli ni c al tri als f or c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as es.  
E Bi o M e di ci n e, 2 0 2 3. 9 0 : p. 1 0 4 5 3 9. 

3 9 7.  L e vi n, A. M., et al., E x pl oiti n g a n at ur al c o nf or m ati o n al s wit c h t o e n gi n e er a n 
i nt erl e u ki n-2 's u p er ki n e'.  N at ur e, 2 0 1 2. 4 8 4 ( 7 3 9 5): p. 5 2 9-3 3.  

3 9 8.  L o p es, J. E., et al., A L K S 4 2 3 0: a n o v el e n gi n e er e d I L -2 f usi o n pr ot ei n wit h a n i m pr o v e d 
c ell ul ar s el e cti vit y pr ofil e f or c a n c er i m m u n ot h er a p y.  J I m m u n ot h er C a n c er, 2 0 2 0. 8 ( 1). 
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3 9 9.  P a n, Y., et al., N e m v al e u ki n alf a, a n o v el e n gi n e er e d I L -2 f usi o n pr ot ei n, dri v es 
a ntit u m or i m m u nit y a n d i n hi bits t u m or gr o wt h i n s m all c ell l u n g c a n c er.  J I m m u n ot h er 
C a n c er, 2 0 2 2. 1 0 ( 9). 

4 0 0.  H er z o g, T.J., et al., A R TI S T R Y -7: p h as e III tri al of n e m v al e u ki n alf a pl us p e m br oli z u m a b 
vs c h e m ot h er a p y f or pl ati n u m -r esist a nt o v ari a n c a n c er.  F ut ur e O n c ol, 2 0 2 3. 1 9 ( 2 3): p. 
1 5 7 7 -1 5 9 1.  

4 0 1.  G ast m a n, B., et al., 4 3 2  N e m v al e u ki n alf a, a n o v el e n gi n e er e d I L -2 c yt o ki n e, i n 
c o m bi n ati o n wit h t h e a nti -P D -1 a nti b o d y p e m br oli z u m a b i n p ati e nts wit h 
r e c urr e nt/ m et ast ati c h e a d a n d n e c k s q u a m o us c ell c ar ci n o m a (I O N -0 1 st u d y).  J o ur n al 
f or I m m u n o T h er a p y of C a n c er, 2 0 2 1. 9 ( S u p pl 2): p. A 4 6 2-A 4 6 2.  

4 0 2.  Vais h a m p a y a n, U. N., et al., N e m v al e u ki n alf a m o n ot h er a p y a n d i n c o m bi n ati o n wit h 
p e m br oli z u m a b i n p ati e nts ( pts) wit h a d v a n c e d s oli d t u m ors: A R TI S T R Y -1.  J o ur n al of 
Cli ni c al O n c ol o g y, 2 0 2 2. 4 0 ( 1 6 _s u p pl): p. 2 5 0 0-2 5 0 0.  

4 0 3.  S h a n af elt, A. B., et al., A T -c ell -s el e cti v e i nt erl e u ki n 2 m ut ei n e x hi bits p ot e nt a ntit u m or 
a cti vit y a n d is w ell t ol er at e d i n vi v o.  N at Bi ot e c h n ol, 2 0 0 0. 1 8 ( 1 1): p. 1 1 9 7-2 0 2.  

4 0 4.  St e p p a n, S., et al., R e d u c e d s e c o n d ar y c yt o ki n e i n d u cti o n b y B A Y 5 0 -4 7 9 8, a hi g h -
affi nit y r e c e pt or -s p e cifi c i nt erl e u ki n -2 a n al o g.  J I nt erf er o n C yt o ki n e R es, 2 0 0 6. 2 6 ( 3): 
p. 1 7 1 -8.  

4 0 5.  M att h e ws, L., et al., B A Y 5 0 -4 7 9 8, a n o v el, hi g h -affi nit y r e c e pt or -s p e cifi c r e c o m bi n a nt 
i nt erl e u ki n-2 a n al o g, i n d u c es d os e -d e p e n d e nt i n cr e as es i n C D 2 5 e x pr essi o n a n d 
pr olif er ati o n a m o n g u nsti m ul at e d, h u m a n p eri p h e r al bl o o d m o n o n u cl e ar c ell s i n vit r o.  
Cli n I m m u n ol, 2 0 0 4. 1 1 3 ( 3): p. 2 4 8-5 5.  

4 0 6.  Weis h a u pt, A., et al., T h e T c ell -s el e cti v e I L -2 m ut a nt AI C 2 8 4 m e di at es pr ot e cti o n i n a 
r at m o d el of M ulti pl e S cl er osis.  J N e ur oi m m u n ol, 2 0 1 5. 2 8 2 : p. 6 3-7 2.  

4 0 7.  M ar g oli n, K., et al., P h a s e I tri al of B A Y 5 0 -4 7 9 8, a n i nt erl e u ki n -2 -s p e cifi c a g o nist i n 
a d v a n c e d m el a n o m a a n d r e n al c a n c er.  Cli n C a n c er R es, 2 0 0 7. 1 3 ( 1 1): p. 3 3 1 2-9.  

4 0 8.  R a o, B. M., et al., I nt erl e u ki n-2 m ut a nts wit h e n h a n c e d al p h a -r e c e pt or s u b u nit bi n di n g 
affi nit y.  Pr ot ei n E n g, 2 0 0 3. 1 6 ( 1 2): p. 1 0 8 1-7.  

4 0 9.  R a o, B. M., I. Dri v er, D. A. L a uff e n b ur g er, a n d K. D. Wittr u p, Hi g h -affi nit y C D 2 5 -
bi n di n g I L -2 m ut a nts p ot e ntl y sti m ul at e p ersi st e nt T c ell gr o wt h.  Bi o c h e mi str y, 2 0 0 5. 
4 4 ( 3 1): p. 1 0 6 9 6-7 0 1.  

4 1 0.  D u b ois, S., J. M ari n er, T. A. Wal d m a n n, a n d Y. Ta g a y a, I L-1 5 R al p h a r e c y cl es a n d 
pr es e nts I L -1 5 I n tr a ns t o n ei g h b ori n g c ell s.  I m m u nit y, 2 0 0 2. 1 7 ( 5): p. 5 3 7-4 7.  

4 1 1.  Li u, D. V., L. M. M ai er, D. A. H afl er, a n d K. D. Wittr u p, E n gi n e er e d i nt erl e u ki n -2 
a nt a g o ni sts f or t h e i n hi biti o n of r e g ul at or y T c ell s.  J I m m u n ot h er, 2 0 0 9. 3 2 ( 9): p. 8 8 7-
9 4.  

4 1 2.  Mitr a, S., et al., I nt erl e u ki n-2 a cti vit y c a n b e fi n e t u n e d wit h e n gi n e er e d r e c e pt or 
si g n ali n g cl a m ps.  I m m u nit y, 2 0 1 5. 4 2 ( 5): p. 8 2 6-3 8.  

4 1 3.  Ts ytsi k o v, V. N., et al., I d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eriz ati o n of t w o alt er n ati v e s pli c e 
v ari a nts of h u m a n i nt erl e u ki n -2.  J Bi ol C h e m, 1 9 9 6. 2 7 1 ( 3 8): p. 2 3 0 5 5-6 0.  

4 1 4.  Z h e n g, X. X., et al., I L-2 r e c e pt or -t ar g et e d c yt ol yti c I L-2/ F c f usi o n pr ot ei n tr e at m e nt 
bl o c ks di a b et o g e ni c a ut oi m m u nit y i n n o n o b es e di a b eti c mi c e.  J I m m u n ol, 1 9 9 9. 1 6 3 ( 7): 
p. 4 0 4 1 -8.  

4 1 5.  M el d er, R.J., et al., P h ar m a c o ki n eti cs a n d i n vit r o a n d i n vi v o a nti -t u m or r e s p o ns e of a n 
i nt erl e u ki n-2 -h u m a n s er u m al b u mi n f usi o n pr ot ei n i n mi c e.  C a n c er I m m u n ol 
I m m u n ot h er, 2 0 0 5. 5 4 ( 6): p. 5 3 5-4 7.  

4 1 6.  P et ers o n, L. B., et al., A l o n g -li v e d I L-2 m ut ei n t h at s el e cti v el y a cti v at es a n d e x p a n ds 
r e g ul at or y T c ell s as a t h er a p y f or a ut oi m m u n e di s e as e.  J A ut oi m m u n, 2 0 1 8. 9 5 : p. 1-
1 4.  
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4 1 7.  M er c h a nt, R., et al., Fi n e -t u n e d l o n g-a cti n g i nt erl e u ki n -2 s u p er ki n e p ot e nti at es d ur a bl e 
i m m u n e r es p o ns es i n mi c e a n d n o n-h u m a n pri m at e.  J I m m u n ot h er C a n c er, 2 0 2 2. 1 0 ( 1). 

4 1 8.  P as ut, G. a n d F. M. Ver o n es e, P E G yl ati o n f or i m pr o vi n g t h e eff e cti v e n ess of t h er a p e uti c 
bi o m ol e c ul es.  Dr u gs T o d a y ( B ar c), 2 0 0 9. 4 5 ( 9): p. 6 8 7-9 5.  

4 1 9.  Mill a, P., F. D osi o, a n d L. C att el, P E G yl ati o n of p r ot ei ns a n d li p os o m es: a p o w erf ul a n d 
fl e xi bl e str at e g y t o i m pr o v e t h e dr u g d eli v er y. C urr Dr u g M et a b, 2 0 1 2. 1 3 ( 1): p. 1 0 5-1 9.  

4 2 0.  T ur e c e k, P. L., M.J. B oss ar d, F. S c h o et e ns, a n d I. A. I v e ns, P E G yl ati o n of 
Bi o p h ar m a c e uti c als: A R e vi e w of C h e mistr y a n d N o n cli ni c al S af et y I nf or m ati o n of 
A p pr o v e d Dr u gs.  J P h ar m S ci, 2 0 1 6. 1 0 5 ( 2): p. 4 6 0-4 7 5.  

4 2 1.  K atr e, N. V., I m m u n o g e ni cit y of r e c o m bi n a nt I L-2 m o difi e d b y c o v al e nt att a c h m e nt of 
p ol y et h yl e n e gl y c ol.  J I m m u n ol, 1 9 9 0. 1 4 4 ( 1): p. 2 0 9-1 3.  

4 2 2.  Ya n g, J. C., S. L. S c h w ar z, D. M. P err y -L all e y, a n d S. A. R os e n b er g, M uri n e st u di es usi n g 
p ol y et h yl e n e gl y c ol -m o difi e d r e c o m bi n a nt h u m a n i nt erl e u ki n 2 ( P E G -I L-2): a ntit u m or 
eff e cts of P E G -I L 2 al o n e a n d i n c o m bi n ati o n wit h a d o pti v e c ell ul ar tr a nsf er. 
L y m p h o ki n e C yt o ki n e R es, 1 9 9 1. 1 0 ( 6): p. 4 7 5-8 0.  

4 2 3.  C h ar y c h, D. H., et al., N K T R -2 1 4, a n E n gi n e er e d C yt o ki n e wit h Bi as e d I L 2 R e c e pt or 
Bi n di n g, I n cr e as e d T u m or E x p os ur e, a n d M ar k e d Effi c a c y i n M o us e T u m or M o d els.  
Cli n C a n c er R es, 2 0 1 6. 2 2 ( 3): p. 6 8 0-9 0.  

4 2 4.  K atr e, N. V., M.J. K n a uf, a n d W.J. L air d, C h e mi c al m o difi c ati o n of r e c o m bi n a nt 
i nt erl e u ki n 2 b y p ol y et h yl e n e gl y c ol i n cr e as es it s p ot e n c y i n t h e m uri n e M et h A s ar c o m a 
m o d el.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 1 9 8 7. 8 4 ( 6): p. 1 4 8 7-9 1.  

4 2 5.  K n a uf, M.J., et al., R el ati o ns hi p of eff e cti v e m ol e c ul ar siz e t o s yst e mi c cl e a r a n c e i n r ats 
of r e c o m bi n a nt i nt erl e u ki n -2 c h e mi c all y m o difi e d wit h w at er -s ol u bl e p ol y m ers.  J Bi ol 
C h e m, 1 9 8 8. 2 6 3 ( 2 9): p. 1 5 0 6 4-7 0.  

4 2 6.  Zi m m er m a n, R.J., et al., S c h e d ul e d e p e n d e n c y of t h e a ntit u m or a cti vit y a n d t o xi cit y of 
p ol y et h yl e n e gl y c ol -m o difi e d i nt erl e u ki n 2 i n m uri n e t u m or m o d els.  C a n c er R es, 1 9 8 9. 
4 9 ( 2 3): p. 6 5 2 1-8.  

4 2 7.  Ya n g, J. C., et al., T h e us e of p ol y et h yl e n e gl y c ol -m o difi e d i nt erl e u ki n -2 ( P E G -I L-2) i n 
t h e tr e at m e nt of p ati e nts wit h m et ast ati c r e n al c ell c ar ci n o m a a n d m el a n o m a. A p h as e I 
st u d y a n d a r a n d o miz e d pr os p e cti v e st u d y c o m p a ri n g I L -2 al o n e v ers us I L -2 c o m bi n e d 
wit h P E G -I L-2.  C a n c er, 1 9 9 5. 7 6 ( 4): p. 6 8 7-9 4.  

4 2 8.  C h ar y c h, D., et al., M o d eli n g t h e r e c e pt or p h ar m a c ol o g y, p h ar m a c o ki n eti cs, a n d 
p h ar m a c o d y n a mi cs of N K T R -2 1 4, a ki n eti c all y -c o ntr oll e d i nt erl e u ki n -2 (I L 2) r e c e pt or 
a g o nist f or c a n c er i m m u n ot h er a p y.  P L o S O n e, 2 0 1 7. 1 2 ( 7): p. e 0 1 7 9 4 3 1. 

4 2 9.  S h ar m a, M., et al., B e m p e g al d esl e u ki n s el e cti v el y d e pl et es i nt r at u m or al Tr e gs a n d 
p ot e nti at es T c ell -m e di at e d c a n c er t h er a p y.  N at C o m m u n, 2 0 2 0. 1 1 ( 1): p. 6 6 1. 

4 3 0.  B e nt e bi b el, S. E., et al., A First -i n-H u m a n St u d y a n d Bi o m ar k er A n al ysis of N K T R -2 1 4, 
a N o v el I L 2 R β γ -Bi as e d C yt o ki n e, i n P ati e nts wit h A d v a n c e d or M et ast ati c S oli d T u m ors.  
C a n c er Dis c o v, 2 0 1 9. 9 ( 6): p. 7 1 1-7 2 1.  

4 3 1.  E g g er m o nt, A. M., et al., PI V O T -1 2: a  p h as e III  st u d y of a dj u v a nt b e m p e g al d esl e u ki n 
pl us ni v ol u m a b i n r es e ct e d st a g e III/I V m el a n o m a at hi g h ris k f or r e c urr e n c e.  F ut ur e 
O n c ol, 2 0 2 2. 1 8 ( 8): p. 9 0 3-9 1 3.  

4 3 2.  Brist ol M y ers S q ui b b a n d N e kt ar T h er a p e uti cs a n n o u n c e u p d at e o n p h as e 3 PI V O T I O -
0 0 1 tri al e v al u ati n g B e m p e g al d esl e u ki n ( B E M P E G) i n c o m bi n ati o n wit h O p di v o 
( Ni v ol u m a b) i n pr e vi o u sl y u ntr e at e d u nr es e ct a bl e or m et ast ati c m el a n o m a.  Pr ess 
r el e as e p u bli s h e d o n B usi n ess Wir e, 2 0 2 2. 

4 3 3.  N e kt ar T h er a p e uti cs a n d Brist ol M y ers S q ui b b a n n o u n c e u p d at e o n cli ni c al 
d e v el o p m e nt pr o gr a m f or B e m p e g al d esl e u ki n ( B E M P E G) i n c o m bi n ati o n wit h O p di v o 
( Ni v ol u m a b) Pr ess r el e as e p u bli s h e d o n Cisi o n P R N e ws wir e. . Pr ess r el e as e p u bli s h e d 
o n Cisi o n P R N e ws wir e, 2 0 2 2.  
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4 3 4.  Di xit, N., et al., N K T R -3 5 8: A n o v el r e g ul at or y T -c ell sti m ul at or t h at s el e cti v el y 
sti m ul at es e x p a nsi o n a n d s u p pr essi v e f u n cti o n of r e g ul at or y T c ell s f or t h e tr e at m e nt of 
a ut oi m m u n e a n d i nfl a m m at or y dis e as es.  J Tr a nsl A ut oi m m u n, 2 0 2 1. 4 : p. 1 0 0 1 0 3. 

4 3 5.  F a nt o n, C., et al., S el e cti v e e x p a nsi o n of r e g ul at or y T c ell s b y N K T R -3 5 8 i n h e alt h y 
v ol u nt e ers a n d p ati e nts wit h s yst e mi c l u p us er yt h e m at os us.  J Tr a nsl A ut oi m m u n, 2 0 2 2. 
5 : p. 1 0 0 1 5 2. 

4 3 6.  D u, Y.J., et al., St a bilit y of t h e r e c o m bi n a nt a nti‑ er b B 2 s c F v‑ F c‑i nt erl e u ki n‑ 2 f usi o n 
pr ot ei n a n d it s i n hi biti o n of H E R 2‑ o v er e x pr essi n g t u m or c ell s.  I nt J O n c ol, 2 0 1 3. 4 2 ( 2): 
p. 5 0 7 -1 6.  

4 3 7.  Gilli es, S. D., et al., A l o w -t o xi cit y I L-2 -b as e d i m m u n o c yt o ki n e r et ai ns a ntit u m or a cti vit y 
d es pit e it s hi g h d e gr e e of I L -2 r e c e pt or s el e cti vit y.  Cli n C a n c er R es, 2 0 1 1. 1 7 ( 1 1): p. 
3 6 7 3 -8 5.  

4 3 8.  G ut br o dt, K. L., et al., A nti b o d y -b as e d d eli v er y of i nt erl e u ki n -2 t o n e o v as c ul at ur e h as 
p ot e nt a cti vit y a g ai nst a c ut e m y el oi d l e u k e mi a.  S ci Tr a nsl M e d, 2 0 1 3. 5 ( 2 0 1): p. 
2 0 1r a 1 1 8.  

4 3 9.  G ut br o dt, K. L., G. C asi, a n d D. N eri, A nti b o d y -b as e d d eli v er y of I L 2 a n d c yt ot o xi cs 
er a di c at es t u m ors i n i m m u n o c o m p et e nt mi c e.  M ol C a n c er T h er, 2 0 1 4. 1 3 ( 7): p. 1 7 7 2-
6.  

4 4 0.  B e c k er, J. C., et al., A n a nti b o d y -i nt erl e u ki n 2 f usi o n pr ot ei n o v er c o m es t u m or 
h et er o g e n eit y b y i n d u cti o n of a c ell ul ar i m m u n e r es p o ns e.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 
1 9 9 6. 9 3 ( 1 5): p. 7 8 2 6-3 1.  

4 4 1.  Ya n g, R. K., et al., I ntr at u m or al tr e at m e nt of s m all er m o us e n e ur o bl ast o m a t u m ors wit h 
a r e c o m bi n a nt pr ot ei n c o nsisti n g of I L -2 li n k e d t o t h e h u 1 4. 1 8 a nti b o d y i n cr e as es 
i nt r at u m or al C D 8 + T a n d N K c ell s a n d i m pr o v es s ur vi v al. C a n c er I m m u n ol 
I m m u n ot h er, 2 0 1 3. 6 2 ( 8): p. 1 3 0 3-1 3.  

4 4 2.  Kl ei n, C., et al., C er g ut uz u m a b a m u n al e u ki n ( C E A -I L 2 v), a C E A-t ar g et e d I L-2 v ari a nt -
b as e d i m m u n o c yt o ki n e f or c o m bi n ati o n c a n c er i m m u n ot h er a p y: O v er c o mi n g 
li mit ati o ns of al d esl e u ki n a n d c o n v e nti o n al I L-2 -b as e d i m m u n o c yt o ki n es.  
O n c oi m m u n ol o g y, 2 0 1 7. 6 ( 3): p. e 1 2 7 7 3 0 6. 

4 4 3.  M ort ar a, L., et al., A nti -c a n c er T h er a pi es E m pl o yi n g I L -2 C yt o ki n e T u m or T ar g eti n g: 
C o ntri b uti o n of I n n at e, A d a pti v e a n d I m m u n o s u p pr essi v e C ell s i n t h e A nti -t u m or 
Effi c a c y.  Fr o nt I m m u n ol, 2 0 1 8. 9 : p. 2 9 0 5. 

4 4 4.  P e ni c h et, M. L., J. S. D el a Cr u z, S. U. S hi n, a n d S. L. M orris o n, A r e c o m bi n a nt I g G 3 -(I L-
2) f usi o n pr ot ei n f or t h e tr e at m e nt of h u m a n H E R 2/ n e u e x pr essi n g t u m ors.  H u m 
A nti b o di es, 2 0 0 1. 1 0 ( 1): p. 4 3-9.  

4 4 5.  S aif, A., et al., Effi c a c y of N e o a dj u v a nt I ntr at u m or al D arl e u ki n/ Fi br o m u n ( L 1 9I L 2 + 
L 1 9 T N F) i n P ati e nts wit h Cli ni c al St a g e III B/ C M el a n o m a ( N e o -D R E A M).  A n n S ur g 
O n c ol, 2 0 2 2. 2 9 ( 6): p. 3 3 7 7-3 3 7 8.  

4 4 6.  Li e v ers e, R.I. Y., et al., St er e ot a cti c a bl ati v e b o d y r a di ot h er a p y ( S A B R) c o m bi n e d wit h 
i m m u n ot h er a p y ( L 1 9-I L 2) v ers us st a n d ar d of c ar e i n st a g e I V N S C L C p ati e nts, 
I m m u n o S A B R: a m ulti c e ntr e, r a n d o mis e d c o ntr oll e d o p e n-l a b el p h as e II tri al. B M C 
C a n c er, 2 0 2 0. 2 0 ( 1): p. 5 5 7. 

4 4 7.  C ar d, K. F., et al., A s ol u bl e si n gl e -c h ai n T-c ell r e c e pt or I L -2 f usi o n pr ot ei n r et ai ns 
M H C -r estri ct e d p e pti d e s p e cifi cit y a n d I L -2 bi o a cti vit y.  C a n c er I m m u n ol I m m u n ot h er, 
2 0 0 4. 5 3 ( 4): p. 3 4 5-5 7.  

4 4 8.  Fis h m a n, M. N., et al., P h as e I tri al of A L T -8 0 1, a n i nt erl e u ki n -2/ T -c ell r e c e pt or f usi o n 
pr ot ei n t ar g eti n g p 5 3 ( a a 2 6 4 -2 7 2)/ H L A -A * 0 2 0 1 c o m pl e x, i n p ati e nts wit h a d v a n c e d 
m ali g n a n ci es.  Cli n C a n c er R es, 2 0 1 1. 1 7 ( 2 4): p. 7 7 6 5-7 5.  
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4 4 9.  H a n k, J. A., et al., A cti v ati o n of h u m a n eff e ct or c ell s b y a t u m or r e a cti v e r e c o m bi n a nt 
a nti -g a n gli osi d e G D 2 i nt erl e u ki n -2 f usi o n pr ot ei n ( c h 1 4. 1 8 -I L 2). Cli n C a n c er R es, 
1 9 9 6. 2 ( 1 2): p. 1 9 5 1-9.  

4 5 0.  S h ust er m a n, S., et al., A ntit u m or a cti vit y of h u 1 4. 1 8 -I L 2 i n p ati e nts wit h 
r el a ps e d/r efr a ct or y n e ur o bl ast o m a: a C hil dr e n's O n c ol o g y G r o u p ( C O G) p h as e II 
st u d y.  J Cli n O n c ol, 2 0 1 0. 2 8 ( 3 3): p. 4 9 6 9-7 5.  

4 5 1.  Os e n g a, K. L., et al., A p h as e I cli ni c al tri al of t h e h u 1 4. 1 8 -I L 2 ( E M D 2 7 3 0 6 3) as a 
tr e at m e nt f or c hil dr e n wit h r efr a ct or y or r e c ur r e nt n e ur o bl ast o m a a n d m el a n o m a: a 
st u d y of t h e C hil dr e n's O n c ol o g y Gr o u p.  Cli n C a n c er R es, 2 0 0 6. 1 2 ( 6): p. 1 7 5 0-9.  

4 5 2.  Gilli es, S. D., et al., A n a nti -C D 2 0 -I L-2 i m m u n o c yt o ki n e is hi g hl y effi c a ci o u s i n a S CI D 
m o us e m o d el of est a blis h e d h u m a n B l y m p h o m a.  Bl o o d, 2 0 0 5. 1 0 5 ( 1 0): p. 3 9 7 2-8.  

4 5 3.  T z e n g, A., et al., A nti g e n s p e cifi cit y c a n b e irr el e v a nt t o i m m u n o c yt o ki n e effi c a c y a n d 
bi o di stri b uti o n.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 1 5. 1 1 2 ( 1 1): p. 3 3 2 0-5.  

4 5 4.  Z h u, E. F., et al., S y n er gisti c i n n at e a n d a d a pti v e i m m u n e r es p o ns e t o c o m bi n ati o n 
i m m u n ot h er a p y wit h a nti-t u m or a nti g e n a nti b o di es a n d e xt e n d e d s er u m h alf-lif e I L-2.  
C a n c er C ell, 2 0 1 5. 2 7 ( 4): p. 4 8 9-5 0 1.  

4 5 5.  M o y ni h a n, K. D., et al., I L-2 t ar g et e d t o C D 8 + T c ell s pr o m ot es r o b ust eff e ct or T c ell 
r es p o ns es a n d p ot e nt a ntit u m or i m m u nit y.  C a n c er Dis c o v, 2 0 2 4.  

4 5 6.  C o d arri D e a k, L., et al., P D -1 -cis I L -2 R a g o nis m yi el ds b ett er eff e ct ors fr o m st e m -li k e 
C D 8( +) T c ell s.  N at ur e, 2 0 2 2. 6 1 0 ( 7 9 3 0): p. 1 6 1-1 7 2.  

4 5 7.  A n dr e at a, F., et al., C D 8 cis -t ar g et e d I L-2 dri v es p ot e nt a nti vir al a cti vit y a g ai nst 
h e p atiti s B vir us.  S ci Tr a nsl M e d, 2 0 2 4. 1 6 ( 7 2 9): p. e a di 1 5 7 2. 

4 5 8.  Pi p er, M., et al., Si m ult a n e o us t ar g eti n g of P D -1 a n d I L -2 R β γ wit h r a di ati o n t h er a p y 
i n hi bit s p a n cr e ati c c a n c er gr o wt h a n d m et ast asis. C a n c er C ell, 2 0 2 3. 4 1 ( 5): p. 9 5 0-
9 6 9. e 6.  

4 5 9.  Ti c h et, M., et al., Bis p e cifi c P D 1 -I L 2 v a n d a nti-P D -L 1 br e a k t u m or i m m u nit y r esist a n c e 
b y e n h a n ci n g st e m -li k e t u m or-r e a cti v e C D 8( +) T  c ell s a n d r e pr o gr a m mi n g 
m a cr o p h a g es.  I m m u nit y, 2 0 2 3. 5 6 ( 1): p. 1 6 2-1 7 9. e 6.  

4 6 0.  B o y m a n, O., C. D. S ur h, a n d J. S pr e nt, P ot e nti al u s e of I L -2/ a nti -I L-2 a nti b o d y i m m u n e 
c o m pl e x es f or t h e tr e at m e nt of c a n c er a n d a ut oi m m u n e dis e as e.  E x p ert O pi n Bi ol T h er, 
2 0 0 6. 6 ( 1 2): p. 1 3 2 3-3 1.  

4 6 1.  K a mi m ur a, D., et al., I L-2 i n vi v o a cti viti es a n d a ntit u m or effi c a c y e n h a n c e d b y a n a nti -
I L-2 m A b.  J I m m u n ol, 2 0 0 6. 1 7 7 ( 1): p. 3 0 6-1 4.  

4 6 2.  C a u d a n a, P., et al., I L 2/ A nti-I L 2 C o m pl e x C o m bi n e d wit h C T L A-4, B ut N ot P D -1, 
Bl o c k a d e R es c u es A ntit u m or N K C ell F u n cti o n b y R e g ul at or y T -c ell M o d ul ati o n.  
C a n c er I m m u n ol R es, 2 0 1 9. 7 ( 3): p. 4 4 3-4 5 7.  

4 6 3.  L ét o ur n e a u, S., et al., I L-2/ a nti -I L-2 a nti b o d y c o m pl e x es s h o w str o n g bi ol o gi c al a cti vit y 
b y a v oi di n g i nt er a cti o n wit h I L -2 r e c e pt or al p h a s u b u nit C D 2 5.  Pr o c N atl A c a d S ci U 
S A, 2 0 1 0. 1 0 7 ( 5): p. 2 1 7 1-6.  

4 6 4.  K u p z, A., et al., Tr e at m e nt of mi c e wit h S 4 B 6 I L -2 c o m pl e x pr e v e nts l et h al 
t o x o pl as m osis vi a I L-1 2 - a n d I L -1 8 -d e p e n d e nt i nt erf er o n -g a m m a p r o d u cti o n b y n o n -
C D 4 i m m u n e c ell s.  S ci R e p, 2 0 2 0. 1 0 ( 1): p. 1 3 1 1 5. 

4 6 5.  M oll o y, M.J., W. Z h a n g, a n d E.J. Us h er w o o d, C utti n g e d g e: I L -2 i m m u n e c o m pl e x es as 
a t h er a p y f or p ersi st e nt vir us i nf e cti o n.  J I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 8 2 ( 8): p. 4 5 1 2-5.  

4 6 6.  Ar e n as -R a mir e z, N., et al., I m pr o v e d c a n c er i m m u n ot h er a p y b y a C D 2 5-mi m o b o d y 
c o nf erri n g s el e cti vit y t o h u m a n i nt erl e u ki n -2.  S ci Tr a nsl M e d, 2 0 1 6. 8 ( 3 6 7): p. 
3 6 7r a 1 6 6.  

4 6 7.  S a hi n, D., et al., A n I L -2 -gr aft e d a nti b o d y i m m u n ot h er a p y wit h p ot e nt effi c a c y a g ai nst 
m et ast ati c c a n c er.  N at C o m m u n, 2 0 2 0. 1 1 ( 1): p. 6 4 4 0. 
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4 6 8.  Li u, R., et al., E x p a nsi o n of r e g ul at or y T c ell s vi a I L -2/ a nti -I L-2 m A b c o m pl e x es 
s u p pr ess es e x p eri m e nt al m y ast h e ni a.  E ur J I m m u n ol, 2 0 1 0. 4 0 ( 6): p. 1 5 7 7-8 9.  

4 6 9.  T o m al a, J., et al., I n vi v o e x p a nsi o n of a cti v at e d n ai v e C D 8 + T c ell s a n d N K c ell s dri v e n 
b y c o m pl e x es of I L -2 a n d a nti -I L-2 m o n o cl o n al a nti b o d y as n o v el a p pr o a c h of c a n c er 
i m m u n ot h er a p y. J I m m u n ol, 2 0 0 9. 1 8 3 ( 8): p. 4 9 0 4-1 2.  

4 7 0.  R o o p e ni a n, D. C., et al., T h e M H C cl ass I -li k e I g G r e c e pt or c o ntr ols p e ri n at al I g G 
tr a ns p ort, I g G h o m e ost asis, a n d f at e of I g G-F c -c o u pl e d dr u gs.  J I m m u n ol, 2 0 0 3. 
1 7 0 ( 7): p. 3 5 2 8-3 3.  

4 7 1.  S m al di ni, P. L., et al., S yst e mi c I L -2/ a nti -I L-2 A b c o m pl e x c o m bi n e d wit h s u bli n g u al 
i m m u n ot h er a p y s u p pr ess es e x p eri m e nt al f o o d all er g y i n mi c e t hr o u g h i n d u cti o n of 
m u c os al r e g ul at or y T c ells.  All er g y, 2 0 1 8. 7 3 ( 4): p. 8 8 5-8 9 5.  

4 7 2.  L e e, S. Y., et al., I nt erl e u ki n-2/ a nti -i nt erl e u ki n-2 m o n o cl o n al a nti b o d y i m m u n e c o m pl e x 
s u p pr ess es c oll a g e n -i n d u c e d art hritis i n mi c e b y f ortif yi n g i nt erl e u ki n-2/ S T A T 5 
si g n alli n g p at h w a ys.  I m m u n ol o g y, 2 0 1 2. 1 3 7 ( 4): p. 3 0 5-1 6.  

4 7 3.  Di n h, T. N., et al., C yt o ki n e t h er a p y wit h i nt erl e u ki n -2/ a nti -i nt erl e u ki n-2 m o n o cl o n al 
a nti b o d y c o m pl e x es e x p a n ds C D 4 + C D 2 5 + F o x p 3 + r e g ul at or y T c ell s a n d att e n u at es 
d e v el o p m e nt a n d pr o gr e ssi o n of at h er os cl er osis.  Cir c ul ati o n, 2 0 1 2. 1 2 6 ( 1 0): p. 1 2 5 6-
6 6.  

4 7 4.  Di a z -d e -D ur a n a, Y., et al., I L-2 i m m u n ot h er a p y r e v e als p ot e nti al f or i n n at e b et a c ell 
r e g e n er ati o n i n t h e n o n -o b es e di a b eti c m o us e m o d el of a ut oi m m u n e di a b et es.  P L o S 
O n e, 2 0 1 3. 8 ( 1 0): p. e 7 8 4 8 3. 

4 7 5.  Tr ott a, E., et al., A h u m a n a nti -I L-2 a nti b o d y t h at p ot e nti at es r e g ul at or y T c ell s b y a 
str u ct ur e -b as e d m e c h a ni s m.  N at M e d, 2 0 1 8. 2 4 ( 7): p. 1 0 0 5-1 0 1 4.  

4 7 6.  O h nis hi, H., et al., R ol e of t h e ki d n e y i n m et a b oli c c h a n g e of i nt erl e u ki n -2.  T u m o ur Bi ol, 
1 9 8 9. 1 0 ( 4): p. 2 0 2-1 4.  

4 7 7.  Gi b b o ns, J. A., et al., Q u a ntit ati o n of t h e r e n al cl e ar a n c e of i nt erl e u ki n -2 usi n g 
n e p hr e ct o miz e d a n d ur et er -li g at e d r ats. J P h ar m a c ol E x p T h er, 1 9 9 5. 2 7 2 ( 1): p. 1 1 9-2 5.  

4 7 8.  A n d ers o n, P. M. a n d M. A. S or e ns o n, Eff e cts of r o ut e a n d f or m ul ati o n o n cli ni c al 
p h ar m a c o ki n eti cs of i nt e rl e u ki n -2.  Cli n P h ar m a c o ki n et, 1 9 9 4. 2 7 ( 1): p. 1 9-3 1.  

4 7 9.  S c h w art z, R. N., L. St o v er, a n d J. P. D ut c h er, M a n a gi n g t o xi citi es of hi g h -d os e 
i nt erl e u ki n-2.  O n c ol o g y ( Willi st o n P ar k), 2 0 0 2. 1 6 ( 1 1 S u p pl 1 3): p. 1 1-2 0.  

4 8 0.  C o nl o n, K. C., M. D. Milj k o vi c, a n d T. A. Wal d m a n n, C yt o ki n es i n t h e Tr e at m e nt of 
C a n c er.  J I nt erf er o n C yt o ki n e R es, 2 0 1 9. 3 9 ( 1): p. 6-2 1.  

4 8 1.  L ei, J., et al., E x pr essi o n, p urifi c ati o n a n d c h ar a ct eriz ati o n of r e c o m bi n a nt h u m a n 
i nt erl e u ki n-2 -s er u m al b u mi n (r hI L -2 -H S A) f usi o n pr ot ei n i n Pi c hi a p ast oris.  Pr ot ei n 
E x pr P urif, 2 0 1 2. 8 4 ( 1): p. 1 5 4-6 0.  

4 8 2.  M attij ss e n, V., L. T. B al e m a ns, P. A. St e er e n b er g, a n d P. H. D e M ul d er, P ol y et h yl e n e -
gl y c ol -m o difi e d i nt erl e u ki n -2 is s u p eri or t o i nt erl e u ki n -2 i n l o c or e gi o n al 
i m m u n ot h er a p y of est a blis h e d g ui n e a-pi g t u m ors.  I nt J C a n c er, 1 9 9 2. 5 1 ( 5): p. 8 1 2-7.  

4 8 3.  F e n g, X. S., [I n vi v o a ntit u m or a cti viti es of p ol y et h yl e n e gl y c ol m o difi e d r e c o m bi n a nt 
i nt erl e u ki n 2 ( P E G-rI L -2) a g ai nst m uri n e h e p at o m a].  Z h o n g h u a Z h o n g Li u Z a Z hi, 
1 9 9 3. 1 5 ( 4): p. 2 5 6-8.  

4 8 4.  Wa n g, L., Y. W u, a n d Y. Z h a n g, [I n vi v o a ntit u m or eff e cts of p ol y et h yl e n e gl y c ol --
m o difi e d r e c o m bi n a nt h u m a n i nt erl e u ki n -2 o n m o us e ut eri n e c er vi c al c ar ci n o m a].  
Z h o n g h u a Z h o n g Li u Z a Z hi, 1 9 9 6. 1 8 ( 4): p. 2 5 3-5.  

4 8 5.  M e y ers, F.J., et al., A p h as e I st u d y i n cl u di n g p h ar m a c o ki n eti cs of p ol y et h yl e n e gl y c ol 
c o nj u g at e d i nt erl e u ki n -2.  Cli n P h ar m a c ol T h er, 1 9 9 1. 4 9 ( 3): p. 3 0 7-1 3.  

4 8 6.  M e n z el, T., et al., Cli ni c al a n d pr e cli ni c al e v al u ati o n of r e c o m bi n a nt P E G -I L-2 i n 
h u m a n.  C a n c er Bi ot h er, 1 9 9 3. 8 ( 3): p. 1 9 9-2 1 2.  
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4 8 7.  B u k o ws ki, R. M., et al., P ol y et h yl e n e gl y c ol c o nj u g at e d i nt erl e u ki n -2: cli ni c al a n d 
i m m u n ol o gi c eff e cts i n p ati e nts wit h a d v a n c e d r e n al c ell c ar ci n o m a. I n v est N e w Dr u gs, 
1 9 9 3. 1 1 ( 2-3): p. 2 1 1 -7.  

4 8 8.  B er ns e n, M. R., H. F. D ull e ns, W. D e n Ott er, a n d P. M. H ei nt z, R e e v al u ati o n of t h e 
s u p eri orit y of p ol y et h yl e n e gl y c ol -m o difi e d i nt e rl e u ki n -2 o v er r e g ul ar r e c o m bi n a nt 
i nt erl e u ki n-2.  J I nt erf er o n C yt o ki n e R es, 1 9 9 5. 1 5 ( 7): p. 6 4 1-5.  

4 8 9.  Ri c ht er, A. W. a n d E. A k er bl o m, A nti b o di es a g ai nst p ol y et h yl e n e gl y c ol pr o d u c e d i n 
a ni m als b y i m m u niz ati o n wit h m o n o m et h o x y p ol y et h yl e n e gl y c ol m o difi e d p r ot ei ns.  I nt 
Ar c h All er g y A p pl I m m u n ol, 1 9 8 3. 7 0 ( 2): p. 1 2 4-3 1.  

4 9 0.  C h a n a n -K h a n, A., et al., C o m pl e m e nt a cti v ati o n f oll o wi n g fi rst e x p os ur e t o p e g yl at e d 
li p os o m al d o x or u bi ci n ( D o xil): p ossi bl e r ol e i n h y p ers e nsiti vit y r e a cti o ns.  A n n O n c ol, 
2 0 0 3. 1 4 ( 9): p. 1 4 3 0-7.  

4 9 1.  S z e b e ni, J., C o m pl e m e nt a cti v ati o n -r el at e d ps e u d o all er g y: a n e w cl ass of dr u g -i n d u c e d 
a c ut e i m m u n e t o xi cit y.  T o xi c ol o g y, 2 0 0 5. 2 1 6 ( 2-3): p. 1 0 6 -2 1.  

4 9 2.  D e w a c ht er, P. a n d C. M o ut o n -F ai vr e, A n a p h yl a xis t o m a c r o g ol 4 0 0 0 aft er a p ar e nt er al 
c orti c oi d i nj e cti o n.  All er g y, 2 0 0 5. 6 0 ( 5): p. 7 0 5-6.  

4 9 3.  G a ns o n, N.J., et al., C o ntr ol of h y p er uri c e mi a i n s u bj e cts wit h r efr a ct or y g o ut, a n d 
i n d u cti o n of a nti b o d y a g ai nst p ol y( et h yl e n e gl y c ol) ( P E G), i n a p h as e I tri al of 
s u b c ut a n e o us P E G yl at e d ur at e o xi d as e.  Art hritis R es T h er, 2 0 0 6. 8 ( 1): p. R 1 2. 

4 9 4.  K n o p, K., R. H o o g e n b o o m, D. Fis c h er, a n d U. S. S c h u b ert, P ol y( et h yl e n e gl y c ol) i n dr u g 
d eli v er y: pr os a n d c o ns as w ell as p ot e nti al alt er n ati v es.  A n g e w C h e m I nt E d E n gl, 
2 0 1 0. 4 9 ( 3 6): p. 6 2 8 8-3 0 8.  

4 9 5.  S pri n cl, L., J. E x n er, O. St ĕr b a, a n d J. K o p e c e k, N e w t y p es of s y nt h eti c i nf usi o n 
s ol uti o ns. III. Eli mi n ati o n a n d r et e nti o n of p ol y -[ N -( 2-h y dr o x y pr o p yl) m et h a cr yl a mi d e] 
i n a t est or g a nis m. J Bi o m e d M at er R es, 1 9 7 6. 1 0 ( 6): p. 9 5 3-6 3.  

4 9 6.  Ri h o v á, B., et al., Eff e ct of t h e c h e mi c al str u ct ur e of N -( 2-
h y dr o x y p r o p yl) m et h a cr yl a mi d e c o p ol y m ers o n t h eir a bilit y t o i n d u c e a nti b o d y 
f or m ati o n i n i n br e d str ai ns of mi c e. Bi o m at eri als, 1 9 8 4. 5 ( 3): p. 1 4 3-8.  

4 9 7.  Rí h o v á, B. a n d M. K o v ár, I m m u n o g e ni cit y a n d i m m u n o m o d ul at or y pr o p erti es of 
H P M A -b as e d p ol y m ers.  A d v Dr u g D eli v R e v, 2 0 1 0. 6 2 ( 2): p. 1 8 4-9 1.  

4 9 8.  Rí h o v á, B., I m m u n o m o d ul ati n g a cti viti es of s ol u bl e s y nt h eti c p ol y m er-b o u n d dr u gs.  
A d v Dr u g D eli v R e v, 2 0 0 2. 5 4 ( 5): p. 6 5 3-7 4.  

4 9 9.  D u n c a n, R., D esi g ni n g p ol y m er c o nj u g at es as l ys os o m otr o pi c n a n o m e di ci n es.  Bi o c h e m 
S o c Tr a ns, 2 0 0 7. 3 5 ( Pt 1): p. 5 6-6 0.  

5 0 0.  D u n c a n, R., D e v el o p m e nt of H P M A c o p ol y m er -a nti c a n c er c o nj u g at es: cli ni c al 
e x p eri e n c e a n d l ess o ns l e ar nt.  A d v Dr u g D eli v R e v, 2 0 0 9. 6 1 ( 1 3): p. 1 1 3 1-4 8.  

5 0 1.  Z a m a ni, M. R., et al., P ol y m er -b as e d a nti b o d y mi m eti cs (i B o di es) t ar g et h u m a n P D -L 1 
a n d f u n cti o n as a p ot e nt i m m u n e c h e c k p oi nt bl o c k er.  J Bi ol C h e m, 2 0 2 4: p. 1 0 7 3 2 5.  

5 0 2.  D u n c a n, R. a n d M.J. Vi c e nt, D o H P M A c o p ol y m er c o nj u g at es h a v e a f ut ur e as cli ni c all y 
us ef ul n a n o m e di ci n es ? A criti c al o v er vi e w of c urr e nt st at us a n d f ut ur e o p p ort u niti es.  
A d v Dr u g D eli v R e v, 2 0 1 0. 6 2 ( 2): p. 2 7 2-8 2.  

5 0 3.  Li, L., M. Z h o u, a n d Y. H u a n g, S y n er gisti c e n h a n c e m e nt of a nti c a n c er t h er a p e uti c 
effi c a c y of H P M A c o p ol y m er d o x or u bi ci n c o nj u g at es vi a c o m bi n ati o n of li g a n d 
m o difi c ati o n a n d sti m uli -r es p o ns e sr at e gi es.  I nt J P h ar m, 2 0 1 8. 5 3 6 ( 1): p. 4 5 0-4 5 8.  

5 0 4.  R a ni, S. a n d U. G u pt a, H P M A -b as e d p ol y m eri c c o nj u g at es i n a nti c a n c er t h er a p e uti cs.  
Dr u g Dis c o v T o d a y, 2 0 2 0. 2 5 ( 6): p. 9 9 7-1 0 1 2.  

5 0 5.  Ya n g, J. a n d J. K o p e č e k, T h e Li g ht at t h e E n d of t h e T u n n el -S e c o n d G e n er ati o n H P M A 
C o nj u g at es f or C a n c er Tr e at m e nt.  C urr O pi n C oll oi d I nt erf a c e S ci, 2 0 1 7. 3 1 : p. 3 0-4 2.  
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5 0 6.  R oj as, G., et al., D e ci p h e ri n g t h e m ol e c ul ar b as es of t h e bi ol o gi c al eff e cts of a nti b o di es 
a g ai nst I nt erl e u ki n -2: a v ers atil e pl atf or m f or fi n e e pit o p e m a p pi n g.  I m m u n o bi ol o g y, 
2 0 1 3. 2 1 8 ( 1): p. 1 0 5-1 3.  

5 0 7.  R oj as, G., Y. C a br er a I nf a nt e, A. P u p o, a n d T. C ar m e n at e, Fi n e e pit o p e s p e cifi cit y of 
a nti b o di es a g ai nst i nt erl e u ki n -2 e x pl ai ns t h eir p ar a d o xi c al i m m u n o m o d ul at or y eff e cts.  
M A bs, 2 0 1 4. 6 ( 1): p. 2 7 3-8 5.  

5 0 8.  T o m al a, J., et al., C hi m e r a of I L -2 li n k e d t o li g ht c h ai n of a nti -I L-2 m A b mi mi cs I L -
2/ a nti -I L-2 m A b c o m pl e x es b ot h str u ct ur all y a n d f u n cti o n all y.  A C S C h e m Bi ol, 2 0 1 3. 
8 ( 5): p. 8 7 1-6.  

5 0 9.  S p a n gl er, J. B., et al., A nti b o di es t o I nt erl e u ki n -2 Eli cit S el e cti v e T C ell S u bs et 
P ot e nti ati o n t hr o u g h Disti n ct C o nf or m ati o n al M e c h a nis ms.  I m m u nit y, 2 0 1 5. 4 2 ( 5): p. 
8 1 5 -2 5.  

5 1 0.  S p a n gl er, J. B., et al., E n gi n e eri n g a Si n gl e -A g e nt C yt o ki n e/ A nti b o d y F usi o n T h at 
S el e cti v el y E x p a n ds R e g ul at or y T C ell s f or A ut oi m m u n e Dis e as e T h er a p y.  J I m m u n ol, 
2 0 1 8. 2 0 1 ( 7): p. 2 0 9 4-2 1 0 6.  

5 1 1.  C o o p er, M. A., T. A. F e h ni g er, a n d M. A. C ali gi uri, T h e bi ol o g y of h u m a n n at ur al kill er -
c ell s u bs ets.  Tr e n ds I m m u n ol, 2 0 0 1. 2 2 ( 1 1): p. 6 3 3-4 0.  

5 1 2.  N a gl er, A., L. L. L a ni er, S. C wirl a, a n d J. H. P hilli ps, C o m p ar ati v e st u di es of h u m a n 
F c RIII -p ositi v e a n d n e g ati v e n at ur al kill er c ell s.  J I m m u n ol, 1 9 8 9. 1 4 3 ( 1 0): p. 3 1 8 3-
9 1.  

5 1 3.  H u ds p et h, K., et al., T h e r ol e of n at ur al kill er c ell s i n a ut oi m m u n e li v e r dis e as e: a 
c o m pr e h e nsi v e r e vi e w.  J A ut oi m m u n, 2 0 1 3. 4 6 : p. 5 5-6 5.  
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