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OSSZEFOGLALAS

Az interleukin-6 (IL-6) citokin csaladra jellemzo, hogy receptoraik egy kozos
szignaltranszdukcios lanchdl (gpl130) és egy ligand specifikus alegységbol alnak. Az
IL-6 ligand specifikus receptora nemcsak membrankétott formaban, hanem szolubilisan
is elofordul a testnedvekben. A szolubilis forma proteolitikus emésztéssel, vagy mRNS
aternativ , splicing” révén keletkezhet. Bar a szolubilis receptorok és membrankotétt
vatozatuk ataldban versengenek a ligandért, ezért antagonistaknak tekinthetok, a
szolubilis IL-6 receptor (sIL-6R) épp ellenkezoleg, intracellul&ris jelet is gerjeszthet a
gp130-hoz kapcsol6dva. Mivel a gpl30 aegység minden magvas sejten expressza odik,
alegtobb sejtet I1L-6-ra érzékennyé teszi, ezért a sIL-6R kulcsszerepet tolt be az IL-6-ra
adott sejtvalaszok szabalyozasaban, gyakran kozponti szereplojévé vaik a helyi és
szisztémés, IL-6 medidlta eseményeknek. Az IL-6 hatdsmechanizmusdban a sIL-6R
ugyanolyan fontos szereplové |épett elo, mint az altala megkotdtt citokin.

Kisérleteinkben az interleukin-6 (IL-6) jelétvitelében szerepet jatsz6 specifikus

szolubilis interleukin-6 receptor (sIL-6R) keletkezésének kordlmeényeit, illetve
jelenlétének hatasait vizsgaltuk.

Eredményeink a kdvetkezok:

1 Igazoltuk, hogy a sIL6R mRNS alternativ , splicing” révén is keletkezhet.
Kidolgoztunk egy RT-PCR modszert az aternativ , splicing” Utjan keletkezo
slL-6R mRNS kimutatasara.

2. Kimutattuk, hogy az dtalunk hasznalt sejtvonalakban az IL-6R MRNS-ének
aternativ , splicing” folyamatat maga a ligand (IL-6), illetve a vele azonos
jelétviteli utat haszndlé oncostatinM (OSM) is befolyasolja. Az OSM,
ugyancsak a gpl30-at hasznalja szigndltranszdukciora, és megnéveli mind a
membranko6tott 1L-6R mind az aternativ , splicing” révén |étrgjovo sIL-6R
expresszigjad HepG2 human hepatoma és MDA-MB-435 humén emlo
karcinéma segjtvonalakon.

3. Kimutattuk, hogy gyulladasos bélbetegsegekben és rheumatoid arthritisben a
SIL6R szerepet jatszik a betegség patomechanizmusaban.

4, A molekularis modszerek kozé Ujonnan bevezetett macroarray maodszerrel
elsoként mutattuk ki HepG2 human hepatoma sgjtvonalon a sIL-6R dtal
befolyasolt génexpresszios valtozasokat. CDNS expresszios array modszert

hasznalva mintegy 580 human gén expresszigjat vizsgétuk. Kisérleteinkben a



human HepG2 hepatoma segjtvonalon alanddan expresszalodd |1L-6R
mennyiségét noveltik tovabbi sIL-6R hozzaadasaval. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az IL-6R denzités novekedését a st genexpresszios
mintézataban bekovetkezett jellegzetes valtozés kovette. Vizsgaataink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a szolubilis IL-6R jelenléte fontos szerepet
jétszik a citokinek kozotti kolcsdnhatasokban: mikdzben szélesiti az IL-6-ra
reagald sejtek repertoarjat, egyuttal megvatoztatja azok génexpresszios

mintazatat.



ABSTRACT

The receptors of the interleukin-6 (IL-6) family cytokines include a common signal
transducing chain (gp130) and a ligand specific chain. The ligand specific part of the
IL-6 receptor is found either in the cell membrane or in body fluids in soluble form. The
soluble form can be generated by proteolytic cleavage of the membrane bound protein
or by alternative splicing at the mRNA level. Although the soluble receptors are usually
competetive with those bound in the membrane, and thus, they act as antagonists,
however binding of soluble IL-6R (sIL-6R) to gp130 can induce an intracellular signal.
Since almost all nucleated cells express gpl30, the sIL-6R plays a key role in the
regulation of the IL-6 mediated cellular responses, and it often becomes the central
factor of the IL-6 mediated local and systemic events. sIL-6R became as important
factor in the effects of IL-6 as the cytokine itself.

In our experiments we investigated the mechanism of the generation of the soluble IL-
6R and we examined the effects of its presence.

Our results are as follows:

1. We confirmed that sIL-6R can be generated also by alternative splicing. We
established an RT-PCR method to detect alternatively spliced sIL-6R mRNA.

2. Inthe cell lines we used, we demonstrated that aternative splicing of the sIL-6R
is influenced by the IL-6 ligand itself, and by oncostatinrM (OSM), which uses
the same signa transdwcing pathway as IL-6. OSM, using gpl30 for signal
transduction, enhances expression of either membrane bound, or alternatively
spliced soluble IL-6R expression in HepG2 human hepatoma and in MDA-
MB435 human mammary carcinoma cell lines.

3. We showed that sIL-6R plays a role in the pathomechanism of inflammatory
bowel disease and rheumatoid arthritis.

4. We first demonstrated the sIL-6R induced gene expression pattern by the novel
macroarray method. We examined the expression of 580 human genes in HepG2
human hepatome cell line, in which we increased the endogenously expressed
amount of IL-6R with additional exogenic sIL-6R. Our results showed that the
increase in density of IL-6R is followed by characteristic changes in gene
expression pattern of the cells. We drew the conclusion from our experiments

that in the presence of sIL-6R is important in interactions among cytokines:



meanwhile it widens the repertoire of IL-6 responsive cells, it changes their gene

expression pattern at the same time.



ROVIDITESIEGYZEK

ACT
ADAM
APRE
ASO
Btk
cdc
CIS3
CNTF
CNTF-R
CREB
CRE-BP1
CRF
CRP
CT-1
CTGF
DEPC
DMSO
EGF
FCS
Fes
FMLP
GDNF
GM-CSF
HCG
Hck
HDC
HDGF
HSF
HTLV
IBD
ICAM-1
IFN-?2
IL-1
IL-1RI
IL-2R
IL-3
IL-6
IL-6R
IL-8
IL-11
JAB
JAK
KO
LIF
LIF-R?
MAPK
MTT
NF-IL6
NK sejtek
OsM
p52
PDGF?
PKA
PKC
PMA
PMBC
Pvull

- ? 1-antikimotripszin

- adisintegrin and metall oproteinase; metall oproteinaz csal&d
- acute phase response element; STAT3 kdto enhancer régié
- antiszenz oligonukleotid

- B cell tyrosine kinase

- cell division cycle (sejtciklus szabalyozo6 gén)

- cytokine inducible SH2 protein; JAK inhibitor; SOCS3
- ciliary neurotrophic factor

- ciliary neurotrophic factor receptor

- CAMP response element binding protein

- CAMP response element binding protein 1. tipus
- corticotropin releasing factor

- C-reaktiv protein

- kardiotrofin— 1

- connective tissue growth factor

- dietil-pirokarbonat

- dimetil-szulfoxid

- epidermal growth factor

- fetal calf serum ( magzati borjlsavé)

- feline sarcoma virus oncogene homolog

- N-formil-L-metionil-L-leucil -L-fenilalanin

- glia cell-line derived neurotrophic factor

- granul ocyta-macrophag colony stimulating factor
- human chorion gonadotropin

- hemopoietic cell kinase

- hisztidin dekarboxilaz

- hepatoma derived growth factor

- hepatocita stimulal 6 faktor; IL-6

- human T-sejtes leukémiavirus-1

- inflammatory bowel disease

- intercellular adhesion molecule- 1

- interferon-?2; IL-6

- interleukin-1

- |. tipust interleukin-1 receptor

- interleukin- 2 receptor

- interleukin-3

- interleukin-6

- interleukin-6 receptor

- interleukin-8

- interleukin—11

- JAK binding protein; JAK inhibitor

- Janus kinaz; tirozin-kinéz

- knock out; , génkiitétt”

- leukemia inhibitor factor

- LIF-receptor ? alegység

- mitogen activated protein kinase

- 3- 24,5 -Dimethylthiazol -2- y|?-2,5-diphenyltetrazolium bromid
- nuclear factor-1L-6

- natural killer sejtek

- oncostatin M

- DNS sériilést javito fehérje

- platelet derived growth factor ? alegység

- protein kindz A

- protein kinaz C

- forbol 12-mirisztét 13-acetét

- periférias mononukledris vérsejtek

- Proteus vulgaris eredetu restrikciés endonukl eaz



raf

ras
SCID
SH2
SHP2
sIL-6R
SLE
SOCS
SSl
SNP
STAT
TAPI
TBE
Tec
TGF-?1
TIMP-1
TNF?
TYK
VCAM-1
VEGF
WSXWS

- rheumatoid arthritis

- raf —oncogene homolog; szerin-treonin protein kinaz

- rous avian sarcomaviral oncogene homolog; momomer G-fehérje
- severe combined immunodeficiency

- scr (Drosophila scratch homolog 1, zinc finger protein) homol 6g domén
- SH2 domént hordozo tirozin foszfataz 2

- szolubilisinterleukin-6 receptor

- szisztémas lupus erythematosus

- supressor of cytokine signaling; JAK inhibitor

- STAT-induced STAT-inhibitor

- single nucleotide polymorphism

- signal transducers and activators of transcription

- TNF? proteaz inhibitor

- tris-boré&t-EDTA puffer

- nem receptor tirozin-kinaz

- transforming growth factor beta 1

- tissue inhibitor of metalloproteases-1

- tumor necrosis factor-al pha

- tyrosine kinase (JAK — csaladba tartozo kinéz)

- vascular cell adhesion molecule -1

- vascular endothelial growth factor

- triptofan-szerin-X -triptofan-szerin ( az X tetszoleges aminosavat jeldl)



2. BEVEZETES

Az immunologiai folyamatokban kulcsszerepet betdlto — elsosorban parakrin médon
hatd6 - mediatorok hatékonysaga egyrészt mennyiségik, masrészt hatasuk idejének
szabdlyozasan mulik. A citokinek &tal kozvetitett sgt-, immun-, és gyulladasos
reakciokat két fo szinten lehet médositani: a citokin génjének az aktivdlasaval és az
effektor szakaszban, a citokin — receptor moédositésaval. A hatés kivatasdban a
receptornak ugyanolyan fontos szerep jut, mint ajelenlévo citokinnek.

A dolgozatban az IL-6 citokin receptoranak szolubilis form§aval foglalkozom.

Az IL-6 nagyon sokféle eredetu sgjt altal termelt, nagyon sokrétu, pleiotrép citokinként
jellemezheto (58). Hatdsai kozil kiemelendo, hogy egyrészt hemopoetikus faktor, de
szerepet jaiszik a B-sgt és T-sgjt differencidodas kilonbdzo stadiumaiban, a
majsejtekre hatva az akutfazis reakcio kialakulésdban, az asztrocitak dtal termelt IL-6
hat az idegrendszerre; nehéz olyan élettani funkciét taldni, ahol valamiféle szerepe ne
lenne (52, 146, 139, 122, 109). Az akutfazis reakcio esetében nem is parakrin médon
hatd citokinként, hanem ink&bb a hormonokra jellemzoen, szisztémésan fejti ki hatésat
(5). Az édettani funkciok - a differencialddas, a segjtosztédas vagy a gyulladasos
folyamatok - szabdyozédsa mellett kozponti szerepet tolt be szdmos betegség
patogenezisében, egyrészt, mint pro- masrészt, mint anti-inflammatorikus citokin (2).

A human ligandspecifikus IL-6 receptornak egy 340 aminosavat tartalmazd
ligandkéto -, és egy 80 aminosavat tartalmazo intracelluléris része van (9). A receptor
extracelluléris részt tartalmazd, szolubilis formda ugyanolyan aktiv, mint a
membrankotott valtozat. Mindketto aktivitésdhoz azonban elengedhetetlen egy 130 kDa
méretu fehérje, ami az IL-6 receptor sgjiten kivlli részével kolcsonhatasba |épve a
jelévitelt teszi lehetové (136). Ez a jeldvivo egyseg a gpl30 molekula. Az IL-6
receptor €s a gpl30 csak a citokin jelenlétében kapcsolddik egymassal, de a komplex
kialakulasa utan tobb jelatviteli at is aktivalddhat (45). Ez teszi lehetové, hogy az IL-6
nagyon sokféle biologiai hatést vat ki a kilonb6zo sejttipusokon. Természetesen
szamos esetben nem tekintheto egyedili kivaltd anyagnak, hiszen csak egyik
résztvevoje a sgjtek mukodését szabalyozo citokin hél 6zatnak.

A szolubilis IL-6R felfedezése és szérumbdl, vizeletbol vald kimutatdsa utan
forradamian megvdtozott az IL-6 daltal kivatott gyulladasos folyamatok, vagy
gyulladéscsokkento folyamatok megitélése (95). Bar szolubilis receptorokat tobb
hormon és mas citokin esetében is leirtak mér, ezek &dtaldban a membrankdtott
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receptorral versengenek a ligandért, a ligandot megkotve nem teszik azt hozzaférhetové
a membrankotott forma szamara. A citokinek hatésait gatoljak, hatdsukat tekintve
antagonistak. A szolubilis IL-6 receptor (sIL-6R) épp ellenkezoleg, agonistaként
viselkedik. A szolubilis IL-6R az IL-6-ot aacsony affinitédssal kéti, majd a sIL-6R/IL-6
komplex egyttesen hozza tud kapcsolddni a membrankotott gpl30 molekuldhoz, és
azzal komplexet akotva jelatviteli folyamatot tud kivaltani (51). Mivel a gpl30
molekula egy kilenctagu citokincsaldd kozos jelatviteli egysege, ezért mai ismereteink
szerint minden szervezetben elofordul 6 sejten expresszaldik. Ez egyben azt is jelenti,
hogy az IL-6/sIL-6R kettos barmilyen sejttipuson képes vaaszt kivéltani, olyanokon is,
amelyek nem termelnek endogén IL-6R-t (102). Az a tény, hogy nagyon sok betegség
esetében kimutattdk a slL-6R emelkedett szintjét, arra utal, hogy termelodése, valamint
hatésa velgaroja a betegségek lefolyasanak (48, 160, 117, 133). Jelenléte, az IL-6
hatdsanak kiterjesztése révén, aapvetoen befolyasolhatjia mind a lokalis, mind a
szisztémas, IL-6 dta kivaltott folyamatokat, azok egyik legfobb szabdlyozojava |éphet
elo. Az dettani funkciok szabalyozésdban és szdmos betegség patogenezisében a slL-
6R ezért ugyanolyan fontos szereplové valt, mint az atala megkdtétt citokin.
Keletkezése két moédon mehet végbe. Egyik esetben a sgjtfelszini forma lehasitésaval
keletkezik, amely folyamatban endogén, vagy baktériumok &tal termelt exogén
metalloproteazok vesznek részt (151, 142). A masik esetben génexpresszids szinten
torténik vatozas. az IL-6 receptort kddol6 mRNS alternativ hasitasa egy transzmembran
régiét nem tartalmazo, rovidebb, fehérjeszinten szolubilis receptorként megjeleno
véltozatot eredményezhet (49).

Jelatvitellel foglalkozd munkacsoportunk vizsgalatai az IL-6 dtal kivatott jelatviteli
jelenségekre, az IL-6 hisztamin hatésdt befolyasold szerepére, illetve az IL-6/sIL-6R
komplex dtal kivaltott hatasokra iranyultak. Ez utdbbi témahoz kapcsolddik
dolgozatom, amely a szolubilis IL-6 receptor IL-6-ot mddositd hatasainak vizsgdata
mellett, az dternativ ,splicing” Utjdn létrejovo szolubilis receptor kilonbozo

korilmeények hatasara megvatozd megjelenésének vizsgaatéra is iranyult.
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3.IRODALMI ATTEKINTES

3.1. AzIL-6receptor csaladba tartozo citokinek

Az IL-6 receptorcsaladba azok a citokinreceptorok tartoznak, amelyek kézos gpl30
jelatviteli 1ancon keresztll fejtik ki hatasukat. Jelenleg kilenc citokin ligandot ismeriink,
amelyek receptora gpl30-ot tartalmaz: az interleukin-6 (IL-6) és két valtozata: a Kaposi
sarcoma associated human herpes virus 8 interleukin-6 (KSV-IL-6), és a Rhesus
macaque rhadinovirus interleukin-6 (Rm-IL-6); a leukemia inhibitory factor (LIF); az
oncostatin M (OSM); aciliary neurotrophic factor (CNTF); az interleukin-11 (IL-11); a
cardiotrophin-1 (CT-1); és a cardiotrophin-like novel neurotrophin-1-nek nevezett
citokin (CLC/NN-1) (163, 139, 10). Nagyon vaoszinu, hogy a genom kutatasok
eredmeényeként tovabbi ligandokat fognak taléini az eddig megismert gpl30 citokinek

mellé.

3.1.1. AzIL-6 biologiai hatasai

Az IL-6 helikdlis szerkezetu glikoprotein, molekulasilya 20-30 kDa, attdl fliggoen,
hogy mely sejttipus termeli. A kllonbbzoség a poszttranszléciondlis modositasok
eredménye, amely nem befolyasolja a citokin bioldgiai aktivitésdt. A molekula
haromdimenziés szerkezetében az N- és C-terminalis szakaszok egymas kozelében
helyezkednek e, igy a molekula egy hurkot képez (1. abra).

A gpl30-as citokinek kozé soroljdk, mivel jelétvitede a membrankotott 130kD
molekulastlyu glikoproteinen keresztiil valosul meg. Pleiotrop hatésu citokin, amelyet
nagyon sokféle sgjttipus termel - monocitak/makrofagok, endotél sejtek, fibroblasztok,
keratinocitak, aktivalt T- és Blimfocitak, mezangidlis sgjtek, glia sgjtek, kondrocitak,
oszteoblasztok, simaizom sejtek, granulociték, hizosejtek és sokféle tumorsgjt -, és
amely nagyon sokféle célsgitre hat. A célsgt tipusatdl flggoen lehet sejtosztodést
serkento, gatlo, differencialodast, sejtaktivitést elosegito hatasa, amelyet az 1. tablézat

foglal Gssze.
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1. &bra: Az I L-6molekula
térszerkezete

Négy ? hédlixbol és az ezeket
Osszekoto hurkokbdl al. A négy
hosszli ? -helix piros, zold, sarga
és kek, az Osszekoto szakaszok
szirkék.

Heinrich, 1998. (43)

Azt, hogy az IL-6 igen sokféle szerepet tolt be az élettani folyamatok soran, tikrozi
korabbi elnevezéseinek sokfélesége: IFN-?2, hepatocita stimulal 6 faktor (HSF),
citotoxikus T-sgt differenciécios faktor, B-sgjt differenciécios faktor, B-sgjt stimuldo
faktor-2. Mivel - ahogy elozo nevei is mutatjak - a gyulladasos folyamatok kialakulasa
soran szerepe van a T-limfocitak aktivdlasaban és megsokszorozddasaban, a B-sejtek
differencid édasaban, és a majsejtek akutfazis fehérje termelésének indukal ésdban, ezért
pro-inflammatorikus, gyulladasserkento citokinnek nevezheto. Ezzel szemben,
kilonbozo betegségekben — példaul endotoxin dltal kivaltott szeptikus sokkban (148) -
az IL-6 a gyulladasos véaszreakcidkkal szemben védelmet is nyUjt, tehat ez esetben
anti-inlammatorikus, gyulladasgatl 6 citokinnek tekintheto. Gyulladasgatl 6 hatasét
tamasztja a4, hogy a gyulladasos citokinek expresszidjanak csokkentésével, illetve
ezzel egyidgjuleg az IL-1R antagonistak, valamint a szolubilis TNF? receptor
expresszidjanak serkentésével gatolja a pro-inflammatorikus citokinek hatasat (119,
145).
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1. tdblazat: az interleukin-6 biolégiai hatasai (155, 149, 52, 106, 151, 138)

Cél: Sgjt-, szbvettipus |. ndvekedésser kentés

Myel oma/plasmocytoma sejtek (149, 139) Novekedésserkentés autokrin médon
Kaposi szarkdma sejtek (81) Osztddés

Vese mezangidlis sejtek (139) Osztodas

Keratinocitak (98) Osztodas

Fibroblasztok (27) Osztddés

I1. novekedésgatlas

Mieloid leukémias sejtvonal in vitro (150

Novekedésgétlas, makrofég-szeru
differencial 6dés

sejtekké

Bizonyos karcinéma vonalak in vitro (pl. emlo| Névekedésgétlas
karcinéma) (151)
Bizonyos melanoma sejtek in vitro (71),| Névekedésgétlas

melanocitak in vitro (135)

I11. immunolégiai szabalyozas

B-limfocitak (155, 138)

Plazmasejtté érés, immunglobulin termelés
(IgM, 1gG, 1gA)

T-limfocitak (139)

Osztddasserkentés, |L-2 termel és fokozésa, IL-
2R kifejezodésének serkentése, citotoxikus T-
sejtté differencial édas

NK seitek (72) Aktivitasserkentés

Makrofagok (2) Aktivacio, fagocitozis serkentés (ugyanakkor
osztodasgétl 4s)
V. vérképzés

Mieloid progenitor sejtek (52)

I L-3 fliggo osztddas erositése

Megakariocitak (52)

Erés és poliploidizacio

V. Akut-fazisfehérje szintézis

M3jsejtek (131, 122, 31, 108)

Akut-fazis fehérje szintézis serkentése:
jelentosen megno a haptoglobin, aC3
komplement komponens, az alfa-2
makroglobulin termel ése,

jelentdsen csokken az albumin szintézis,
glukokortikoid receptor expresszi6janak
fokozésa

Hipotal amusz-hipofizis-mellékvesekéreg
tengely (101, 21, 22)

Hipotalamikus CRF fokozésarévén ACTH
termelés, ezdltal glikokortikoid termelés
serkentés: L -6 termel és csokken, 1L-6R
expresszio limfoid-, mieloid, majsejteken no

V1. Csont metabolizmus

Oszteoblasztok (26)

Autoregul &cids hatés

Oszteoklaszt prekurzorok (66)

Oszteoklasztok kialakulasa

Csontfel szivodés indukal ésa (44)

V1. idegrendszer

Periférias idegsejtek (109)

differencial 6das

PC12 sgjtek in vitro (93)

Neurdlis differencial 6das

Hipotal amusz-hipofizis rendszer (126)

ACTH termelés mellett, prolaktin, ndvekedési
hormon, sargatest serkento hormon termelés
serkentése

VIII. embrionalisfejlodés

Trofoblasztok (88)

LIF-fel egyiitt ndvekedésserkentés

Placenta (94)

Trofoblasztok HCG szekréci6 serkentése

I X. keringési rendszer

Endotél sejtek in vitro (11)

PDGF termel és serkentése

Endotdl sejtek (115)

Motilitas serkentése (angiogenezis €l osegitése)

Vaszkularis simaizom sejtek (23)

negativ inotropikus hatas
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Az IL-6 termelodését nagyon sok tényezo befolyasolja, kilonbdzo mediatorok
(hisztamin), mas citokinek (IL-1, TNF?), hormonok (ACTH, kortikoszteroidok) (86). A
kortikoszteroidok és az IL-6 kapcsolata kilon kiemelendo. Az IL-6 hatasa az endogén
glukokortikoidok révén kettos szabdlyozés datt al. Egyrészt csokkentik az IL-6
expresszigjét, ugyanakkor novelik az IL-6 receptor mennyiséget. Bar igy kevesebb
ligand dl rendelkezésre, de a nagyobb szamban kifejezodo receptor miatt hatékonyabb
€s hosszabb hatast tud kifeteni (22). Ez egyrészt az IL-6 gerjesztette folyamatok
elhlizédasat, masrészt az IL-6 kivatotta védofunkciok kiteljesedését okozza. Az IL-6
fokozza a kortikoszteroidok termelodését. Az IL-6 kortikoszteroid szintézis fokozddo
hatdsa révén a szervezet szintjén gyulladas gétlé, mig lokalisan — izlletben, bélben -
egyes destruktiv folyamatok erositése réven inkabb gyulladésfokozo hatasu.

Az intézetinkben rendelkezésiinkre dl16 HDC KO egérmodellen in vivo is igazoltuk a
sgjtvonalakon in vitro mar elért eredmeényeket, miszerint a hisztamin befolyésoljaaz IL-
6 termelodést. Mivel a HDC az egyetlen ismert enzim, ami a hisztamin termel odéséért
felelos, igy hianyaban, kisérleti alatainkban — hisztamin mentes diéta mellett - nem
taldhaté meg maga a hisztamin sem. Az ilyen HDC -/- dlatok szérumaban a kontrollnal
alacsonyabb IL-6 szintet mértiink, mig az alatok majsejtjeinek IL-6R és gpl30 mRNS
szintje szignifikansan emelkedett.

Bé&r alapveto éettani mukddéseket szabdlyoz, az IL-6 ennek ellenére nem tekintheto
|étfontossagul citokinnek, csak a setek mukodését szabdyozd, erosen redundans
citokinhd ézat egyik résztvevojének, (a vérképzés szabdyozasaban az IL-3-mal, a korai
embriondlis fejlodés szabdlyozasakor a LIF-fd, az akut-fézis reakcio kivéatasdban az
IL-1-gyd egylitt hat). Ezt tdmasztja ald az a tény, hogy IL-6 KO egerek életképesek és
csak enyhe rendellenességeket mutatnak (62).

3.1.2. AzIL-6 receptor

Az IL-6 receptora a tébbkomponensu receptorok kodzeé tartozik. Sejtfelszini receptor
komplexe két alegységet tartalmaz: az IL-6 kéto, 80 kD méretu gp80 (CD126), és a
jelatviteért felelos, 130 kD méretu gpl30 (CD130) molekulat (136). Az IL-6 hdrom
receptorkotohellyel rendelkezik: egy az IL-6R-t koti, a mésodik és a harmadik két
szignaltranszdukci6s gp130 alegységhez kétodik (128).

A human interleukin-6 receptor egy 339 aminosavbol alo extracelluléris részt, egy 28

aminosavbol alo transzmembran teriletet és egy 82 aminosavbdl alo citoplazmatikus
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farkat tartalmaz. Extracellularis részén egy immunglobulin-szeru domén mellett két 111.
tipusi fibronektin domént tartalmaz, amelyek mindegyike hét ? lemezbol al. Ezek
egymassal ellentétesen elhelyezkedve formaljak a ,, hordo-alakd” ligandkéto helyet (9).
A két domént dsszekapcsolo terlleten taldlhatd egy triptofanszerin-X-triptofén-szerin
(WSXWS) aminosav motivum, aminek fontossagét kiemeli, hogy hianyaban/mutécioja
esetén nem képes ligand kotésre a receptor. Ugyanilyen alapveto szereppel bir a
szomszedos doménben taldhatdé négy cisztein konzervalt helyzete, ezek hidnya is a
receptorfunkcio elvesztésével jér (2) (2.dbra). A receptor citoplazmatikus farkan nem
taldhatd ilyen katalitikus domén, a jelétvitelben sincs szerepe, ezért ennek a régidnak
hidnya nem befolyésolja a citokinre adott sejtvélaszt. igy a jelatvitelben egy mésik, az
IL-6R-hoz kapcsolodni képes, tobb citokinreceptor felépitésében is szerepet jatszo
molekula, a gpl30 vesz részt. Ez a 130 kDa molekulasilya glikoprotein a
receptorkomplex ? alegysége a 80 kDa-0s ?-nak nevezett aegység mellett. A gpl30
molekula felépitésében ugyancsak részt vesz a citokinreceptor csaladra jellemzo I11.

tipust fibronektin domén, a négy cisztein és a WSXWS motivum (2.4bra).

2. dra Az interleukin-6 receptor és a gpl30 szerkezete

Az IL-6R extracelluléris része
gp130 tartalmazza az immunglobulin-
~ szeru domeént (sarga szin) ésa
citokin receptor csaladra
jellemzo szerkezetet, amely két
[1. tipus fibronektin
doménbol al: itt taldhaté meg

aWSXWS (triptofan-szerin-X-
triptofan-szerin) aminosav

Y2 li1s ; ; 3

v3 |26 motivum, és a CCCC : negy
konzervalt elhelyezkedésu

V4 h73 o

el cisztein aminosav. A gpl30

Y6 J274 extracelluléris része szintén

277
tartalmazza ezt a szerkezetet.

(Akiranyoman (2))
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Nyugalomban az IL-6 receptor ké&t alegysege a membranban egyméstdl tavolabb
helyezkedik e, csak IL-6 jelenlétében tudnak egymashoz kétodni. Az IL-6 a sejt
felszinén eloszor a gp80 (? -alegység) specifikus IL-6 koto fehérjelanchoz kapcsol odik.
Ez a bekétodés két gpl30 (?-alegyseg) membranfehérje homodimerizacigjat vatja ki.
Az IL-6 receptorat tanulmanyozé munkacsoportok kdzott megoszlanak a nézetek, hogy
ezutan a dimerizacio utén azonnal aktivalodik ajelétviteli Ut (43), vagy egy Ujabb  IL-
6/gp80 komplex kapcsol ddasa kovetkezik, igy alakitva ki a hattaga jelatviteli komplexet
(45). Ez utdbbi dlaspontot tamasztja ala a tény, hogy a gpl30 az IL-6 két kilonbdzo
részéhez képes kotodni, de csak miutan a ligand eloszor egy harmadik kotohellyel
kapcsolatot |étesitett a jelatvitelben szerepet nem jétszo IL-6R-ral.

3. dbra: Az 1L-6 kétohelyel éskapcsolataaz IL -6R-ral és gpl130-

Az IL-6zAld,

az IL-6R lila,

agpl30 sarga
szinu.

1: az IL-6 IL-6R koto helye, 2 és 3: az IL-6 gp130 kotohelye.
Narancssargaval a gpl30 IL-6 kdtésében szerepet jatsz6 aminosavak
|&thatok.

(Heinrich 1998. (43))

Ezért mivel az IL-6 egy kotohellyel kot az IL-6R-hoz és ké& kotohellyel képes két
gp130-hoz koétni (3. &bra), ezeken a helyeken két kilon gpl30 molekulét ,,fog meg”, a
két ligand pedig keresztkdti a gpl30 molekulakat (10, 4. &bra). Grotzinger
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munkacsoportja szerint mindkét komplex kialakulasa |ehetséges (37), szerintik a két
gpl30-at tartamazdé tetramer struktardhoz egy Ujabb  IL-6/IL-6R  kettos
hozzakapcsolddasaval alakul ki a hexamer szerkezet. A két komplex kozil azonban
csak a tetramer szerkezetben alakul ki a két gpl30-nak a jelatvitelhez szilkséges
konformaciéja.

4. dbra: Az IL-6 receptorkomplex szerkezete

Peplide 1DE3

balra: a hexamer feltételezett térszerkezete

jobbra: az IL-6R (piros), gpl30 (kék), IL-6 (narancssarga) hexamer
sematikus dbrézolasa

(az &bra eredetije: bioinfo.weizmann.ac.il/_Is/michel_revel/

michel_revel .html)

Akdar a tetra-, akar a hexamolekuldris komplex jétszik szerepet az IL-6 hatdsénak
érvényesilésében, maga az IL-6 citokin bekapcsolodasa teszi lehetové a komplex
kialakul asét.

Az IL-6R heterodimer komplex szerepét az IL-6 hatdsanak lehetové tételében
munkacsoportunk is igazolta antiszensz oligonukleotidok (ASO) akamazésaval.
Munkacsoportunk korabbi eredményel azt mutattak, hogy méjsejtekben IL-6 hatasara az
egyik elsoként expresszalddd gén a junB transzkripcios faktor génje (51).
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Megdlapitottuk, hogy az IL-6R specifikus ASO nem, vagy kismértékben csokkenti a
junB expressziét, mig a gpl30-specifikus ASO erosebb gétlé hatassal birt. Az IL-6
citokin  masgteken zglo jeldvitelében tehd elsosorban az dAtalanos gpl30
transzdukcios lanc megléte a limitdd tényezo, mig a citokinkotésert felelos IL-6R
MRNS kikuszobolése nem vatoztatott Iényegesen a citokin dta kivatott vdlaszon. A
gpl30 minden szervben elofordul: a szivben, vesében, Iépben, maban, tldoben,
placentdban és agyban (116). Ezzel szemben a vele rokon membrankététt |L-6R
expresszidja bizonyos sgjttipusokra — elsosorban méjsejtekre, fehérvérsejt populaciokra
— korléatozott. Az éettani folyamatokban betdltétt kdzponti szerepét bizonyitja, hogy a
gp130 KO egerek még embrionalis korban elpusztulnak (161).

Bér a gp130-at elsoként az IL-6R jelatvitelben szerepet jatsz6 komponenseként fedezték
fel, a gp130 tébb maés citokinreceptorral egyiitt is elofordul. gy mind az IL-6, mind az
ugyanebbe a ,gpl30 csdédba’ tartozd citokin receptordnak  jelképzésében
nékuldzhetetlen lanca. A gpl30-t haszndd citokinek: az IL-6 mellett az ossejtek
osztédasahoz nélkilozhetetlen leukémia gatld faktor (LIF); az egyes tumorokat gatlo
oncostatin M (OSM), a vérképzésben és B-sejt differencid édasban szerepet jatszo IL-
11; a szivmukodés szabdyozasaban szerepet jatszé kardiotrofinel (CT-1); a ciliaris
neurotrofikus faktor (CNTF) neurokin, és egy Ujonnan felfedezett neurotrofin-1/B-sejt
stimuldé faktor-3-nak elnevezett mediétor (123). Az IL-6R cDNS szekvencighoz a
CNTF-R-é mutatja a legnagyobb homol ogiét (17).

Az IL-6 receptor komplex mindkét alegysege, a gpl30 és a gp80 lanc is elofordul mind
membrankotott, mind szolubilis formaban (sgpl30, sIL-6R) (114, 154).

3.1.3. AzIL-6jelatvitee

Mai tudasunk alapjan a gpl30 citokinreceptor csaldd esetében a jelétvitel kétféle fo
aktivacios utat jelent, de a gpl30 ,aternativ’ jeléviteli dtjairdl is jelentek meg
kozlemények: Matsuda és munkacsoportja a Btk kindz, a Tec kindz, és a Fes
tirozinkinaz, Ernst és munkatéarsai a Hck kindz gpl30-on & zglo aktivéciojardl
szamolnak be (77, 78, 20).
A fo utak kozll az egyik a JAK-Stat aktivacios rendszert hasznélja, mig a masik
adaptorfehérjéken keresztll zgjlé elagazd at erositi afo JAK-Stat vonaat (45) (5.
abra).
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5. dbra: Az I1L-6 jelatviteli atjai

IL-6R @ gpl30
= I,."“\.‘ 1
JAK i1 - | ras
3 WS
+P I L raf
4 TR Bkle Y
— Fes, Hkk MEK -~
J STATYAPRF —
b ¢ MAPE_ i__ '“_j
F — . .’._,.-f" P -
s c-mye P ¥T+
P-Thyr . A1 NFas ‘ ’ »
IL-GRE (type 2) IL-6RE {type 1}

A JAK tirozinkinazok dtal foszforilalt Stat fehérjék homo-, vagy
heterodimer formaban tirozinon foszforilddodnak, majd a magba
jutva a DNShez kotodnek. A rasraf jelavitdi rendszer a MAP
kinazon & NFIL6, AP-1, c-myc... transzkripciés faktorok DNS-hez
kotodését valtjaki

(Bendtzen (1996) nyoman)

A JAK tirozinkindzokon &t zajlé Stat aktivacio a kdvetkezoképpen megy végbe (42): a
gpl30 jelatviteli receptor alegység citoplazmatikus részéhez kotodnek az inaktiv JAK L,
JAK2 és TYK2 tirozinkindzok. Az IL-6 indukdta homodimerizacié nyoman a két
gp130 alegység egymashoz kozel kerll és a JAK/TYK enzimek egymas, illetve a gpl30
l&ncok intracellularis tirozinjait foszforildjdk. A foszforildt citoplazmatikus részek
ezek utén tovabbi adaptorfehérjékkel alkotnak atmeneti komplexeket, lehetové téve afo
jelétviteli ut mellett alternativ jelképzési lehetoségeket.

A kezdeti lépéseket kovetoen Stat molekulak - elsosorban Statl és Stat3 - SH2
doménjikkel kapcsolddnak atirozinon foszforildt gpl30-hoz. A JAK kinazok a gp130-
hoz kotott Stat-ok tirozinjait ugyancsak foszforildjak. Ezutan a foszforildt Stat-ok a
gp130-rdl levédlva, SH2 doménjeikke felismerve és megkotve a foszforildlt tirozinokat,
hetero- (Statl-Stat3), majd homodimereket (elsosorban Stat3-Stat3) alkotnak. A Stat
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dimerek tovabbi (PKC-, PKA-flggo) szerinfoszforilacion mennek keresztil, ami
lehetové teszi sejtmagba jutdsukat, és DNS-hez - foként APRE enhancer elemekhez -
kotodésiiket. Az IL-6 altal kivaltott, Stat kozvetitett génexpressziot korai illetve késoi
gének aktivalddasa jelzi: elobbire a cfos, a c-myc (64), a junB protoonkogén, utdbbira
szdmos akutfazis fehérje megjelenése a példa (43). A Stat és JAK szerkezetét a 6. abra

mutatja be.

6. dbra. A JAK és Stat molekulak felépitése

Kinaeelike Tyroeinge kinase
Jak [[owg T aHE [ P [ oRe s T JH2 4 ]
LA

_BUCINE-

ZippEr- DMA-

like kinding SH3 SHEZ Traneactivation
STAT | HEE  HE

-]

A foszforildhaté tirozin (Y) és szerin (S) aminosavekat fekete vonalak jel dlik.
Heinrich 1998. (43)

Az IL-6 a klasszikus Statl/3 mellett a Stat5 aktivacidjét is eloidézheti. A Statb
jellemzoen gltkokortikoid receptorhoz kétodo transzkripcids faktor, ami gatolja a
glukokortikoid receptor mukddesét, ezzel géolva a kortikoszteroidok I1L-6 szint
csokkento hatésat (22).

A Stat-ok dtal nemcsak ajelatvitel serkentése, hanem gétlé szabalyozésa is megval dsul.
A Stat3 kozremukodésével keletkezo Stat-inhibitorok: SSI, SOCS, JAB a jelatviteli Ut
kulonbdzo pontjain fejtenek ki gétlast (3).

A JAK/Stat at mellett gpl30-on keresztil a ras — raf — MAP-kinaz jelétviteli Ut is
aktivdddik. A JAKL/JAK?2 dta foszforilat gpl30-hoz az SHP2 tirozin foszfataz
kapcsol 6dni képes, ezutén a JAK -ok foszforildljék az SHP2-t is, amely Grb2-n keresztll
kapcsolddik a ras-hoz. Ezen a jelaviteli kaszkadon & nagyon sok, egymastol eltéroen
aktival6do kapcsolofehérje teszi lehetové valtozd Osszetételu jelétviteli komplexek
|étrejOttét és igy a sejtekben esetenkeént eltéro transzkripcios aktivitast.

21




A ras-dependens MAP-kinaz jelétviteli Ut elsosorban az IL-6 hatésra osztodasnak indul 6
sgjttipusokban jellemzo és végso soron az NF-1L6, az AP-1 (c-jun és c-fos) és C/EBP?
transzkripcids faktorok keletkezéséhez vezet, amelyek foleg az 1. tipust IL-6 reszponziv
elemhez (RE) kapcsol 6dnak a gének regulator régioiban (96).

Az IL-6 az akutfazis reakci6 soran a mgjsejtekben all. tipust IL-6 RE-hez (APRE- hez)
kotodo Stat-ok és az |I. tipusil IL-6 RE-hez kéto transzkripcids faktorok més-mas
fehérjék expresszigjét vatjak ki. 1. tipust IL-6 RE-t tartalmaz a CRP, a hemopexin A és
a haptoglobin génje, APRE taldhat6 a fibrinogén, az ?2 makroglobulin, az ? 1-savas
glikoprotein és a haptoglobin génjeiben (a haptoglobin génjének reguldtor része
mindkét transzkripcids faktort koti) (40, 57, 15,156).

3.1.4. A szolubilis|L-6 receptor keletkezése és biolbgiai hatasai

A sgtfelszinen membranhoz kétve elhelyezkedo alacsony affinitast, 80 kDa, specifikus
IL-6 koto receptor alegység 468 aminosavbdl épil fel (158). A bioldgiailag aktiv
szolubilis 1L-6R 50-55 kDas molekula nem tartalmazza a transzmembran doment.
Foképp a membrankotott forma proteolizisevel és a membranrdl valé levdasaval
(,shedding”) keletkezik (91, 89). Ugyanakkor keletkezésének masik modja a receptor
MRNS aternativ hasitédsa (aternativ ,, splicing”) (137, 49, 114) (7. &bra).

7. dbra.  Szolubilis citokinreceptorok  keletkezés
maodjai

e

citokin \Q < szolubilis
N

citokinreceptor
%‘ e

7
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|
17
Z
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>

Proteolizis

gy — T L 1AAA
™ Alternativ "splicing"
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A receptorok kozott elég ritka, hogy mindkét keletkezési modon |étrejohet a szolubilis
forma. A kétféle modon keletkezo szolubilis IL-6R fehérjének igy legaldbb kétféle
kilénbdzo vétozata |étezik, de mag nem tisztazott, hogy e kétfde vatozat
befolyasolja-e areceptor hatékonysagét.

A szolubilis 1L-6 receptort €loszor 1989-ben mutatték ki human mintan, eloszor
vizeletben (44), majd nem sokkal ra HIV fertozottek szérumaban (46).

A szolubilis receptorok kozos jellemzoje, hogy a ligandot a membrankétott forméhoz
hasonl6 affinitassal tudjak megkotni, hatasmechanizmusukban azonban igen eltéroen
viselkedhetnek. Lehetnek antagonistak, mivel a ligandot megkotik a membrankotott
receptor elott, igy a citokin nem tud jelet kivatani a célsgjten. Ilyen a gpl30 szolubilis
formgja, amely tehdat negativan befolyésolja a sgjtek IL-6-ra adott valaszét. Mésrészrol a
szolubilis receptorok lehetnek agonistdk, ami a tobbkomponensu receptorokna a
ligandspecifikus alegységekre jellemzo: ezek a szolubilis receptorok aligand megkotése
utan képesek a masik, membranhoz kotétt jelatviteli alegységhez kétodni, s igy a
sgjthen jelétviteli kaszkadot inditani. Ide tartozik a szolubilis IL-6 receptor is. Az
agonistaként hatd szolubilis receptorok az IL-6 receptoran kivil jelenleg a szolubilis
CNTF receptor, a szolubilis IL-11 receptor, a szolubilis GDNF receptor és - eddig
ugyan csak human dermdlis fibroblaszton jelentkezett agonista hatésa -, a szolubilis
IL-1 receptor. Az IL-6, a CNTF és az IL-11 ugyanazt a jelétviteli rendszert hasznalja,
mig a GDNF és1L-1 mas més jelatvivo rendszerekhez tartoznak (16, 8, 147, 129).

A szolubilis IL-6R a sgjtfelszinen megtaldhatd formahoz hasonldéan ugyancsak a
sgjtfelszini gpl30-cal kétodve feti ki hatésat. Mivel gpl30 szinte minden magvas sgjten
elofordul, jelenlétében az addig IL-6-ra nem érzékeny sgjtek IL-6 érzékennyé vanak.
Ezért, mint az IL-6 hatédsdt hatékonyan novelo termeészetes, in vivo korilmények kozt
haté agonista faktort tarthatjuk szamon. Az eredetileg endogén mdédon IL-6 receptort
expresszal 6 sgjiteken ugyanakkor gétlé hatast fejthet ki, mivel vetélkedik a sgjtfelszini
receptorral a — kilénosen a gyulladasi reakcid elgjén - kis mennyiségben megtaldhato
IL-6-ért. Erre a gatlasra a jelatviteli Uton szerepet kapd Stat dimerizacio és a korai
génként expresszddddé a junB mMRNS mennyiségének kovetésével taldtak
bizonyitékokat (51). B& a sIL-6R jelatvitele esetén eddig még nem mutattak ki a
JAK/Stat it mellett a ras-raf utat, az, hogy a szolubilis receptoron keresztili IL-6 hatas
serkenti bizonyos sgjtek osztodasét, arra utal, hogy a MAPK kaszkad is aktivaodik,
csakugy, mint a membrankotott receptor kozvetitésével (53). Elvileg barmely
membrankotott |L6R-t expresszal 6 sejit — mgseitek, kilénbozo fehérvérsejt popul &cidk
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- képes képezni sIL6R-t, vagy segtfelszini proteolizissel, vagy a receptor mRNS
aternativ hasitasaval. A sgjt felszinérol valé levdlas a stimulus utdn mindig sokkal
gyorsabban bekovetkezo folyamat (30-120 perc) (54), mint az aternativ mRNS
hasitassal 1étrgj6vo valtozat de novo keletkezése: az RNS-, splicing”, a leolvasas és a
fehérje sgtbol valo kikerllése 824 dréat vesz igénybe (12). A kétféle sIL-6R nemcsak
keletkezéss modjaban, sebességében kilonbdzik egymastdl, hanem a keletkezésiket
befolyasolé szabdlyozd faktorok sem azonosak. A kétféle modon keletkezett sIL-6R
fehérjeszinten, C-termindlis aminosav-szekvencigjaban sem egyezik meg egymassal. A
dL-6R mind aternativ mRNS hasitédssal, mind a membréankotétt forma ,, shedding”
mechanizmust levaldsaval egyazon sejttipuson is kialakulhat (142).

A sIL-6R létrejottének egyik modja a sgjtfelszini IL-6R-rol proteolizissel val6 levdas
(,shedding”) (91). Az endogén protedzok proteolitikus hasitd helyét a receptor C-
termindlis aminosav analizisével kdzvetlenil atranszmembran domén elott taldltak meg
(90). Az azonban még mindig nem tisztazott, hogy mely(ek) azok az enzim(ek),
amely(ek) a hasitast végzik.

A ,shedding” stimuldtorai endogén, vagy baktériumokbdl sz&mazd - Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes
- exogén metalloprotedzok. Vollmer és munkacsoportja kimutatta, hogy a bakteridlis
protedzok nem ugyanazon a helyen hasitjak az IL-6R-t, mint az endogén protedzok
(152). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a setfelszini receptor tobbféle helyen
torténo lehasitasaval is kialakulhatnak biologiailag aktiv szolubilis receptorok. Human
monocitakon a PMA, kildnbtzo bakteridlis exotoxinok, mint a streptolysin O. vagy az
E. coli hemolysinje, perceken bellil stimuldja in vitro a ,shedding” bekodvetkeztét. A
PMA aktivdlja a proteinkindzC enzimet (92). A PMA hatdsara a membrankotott
proteinkinazC (PKC) izotipusok mellé tovébbi citoplazmatikus PKC-k
plazmamembranhoz vandorlasat figyelték meg. A PMA megkétése az enzim aktiv
helyének foszforilacigjd vonta maga utén, ami az IL-6R? ,sheddingjéhez” vezetett
(143).

A ,sheddinget” in vivo szepszisben, HIV fertozésben és reperfizios sériilésekben
mutattdk ki bakteridlis FMLP indukadlta neutrofil granulocitékbdl. Jones és
munkacsoportja kimutatta, hogy az ily modon indukalt akutfézis reakcid soran mintegy
500-szorosara megemelkedett CRP szint — amelyért a m§jsegjtekre haté megemel kedett
mennyisagu IL-6 felelos -, el osegiti a sejtfelszini proteolizist (54).
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Az endogén metalloproteazok kozll valészinuleg az ADAM enzimcsalad tagjai
jétszanak szerepet az IL-6R ,,sheddingjében” is (143).

A , sheddinget” kilonbdzo sgjttipusokon in vitro gatolja a TIMP-3, a hydroxamat-al apu
metalloproteindz inhibitorok: BB-94 (39), TAPI metalloprotedz inhibitor és az O —
fenantrolin (1,10-phenantrolin) (12, 152), de meglepo médon a neutrofil granulociték
sL-6R képzését nem befolyasolja (54). Utdbbi megfigyelés arra utal, hogy a TAPI-val
gatolhato proteolizis mellett més proteolitikus utak is |éteznek.

A szolubilis IL-6R keletkezésének masik modja az mRNS alternativ hasitasa, melynek
eredményekeént egy rovidebb, a transzmembran régidt kodol 6 részt nem tartalmazé RNS
vatozat jon |étre. A hasitott RNS valtozatban a hasitds miatt kialakulo frame-shift az
eredeti receptorétdl eltéro aminosavak beéplilését eredményezheti. llyen példaul az in
vivo mononuklearis sejitek atal termelt egyik sIL-6R véltozat esetében a3’ - eredetileg
citoplazmatikus - végen jelenlévo GSRRRGSCGL (gly-ser-arg-arg-arg-gly-ser-cys-gly-
leu) szekvencia (49). Ez ellen a jellegzetes szekvencia ellen termeltetett antitestekkel
kimutathaté az alternativ ,splicing” révén Iétrgétt sIL-6R vatozat fehérje szinten is,
mind in vitro (49), mind in vivo (48).

Az még nem tisztézott teljesen, hogy mely faktorok vezetnek az IL-6R alternativ
»Splicing” folyamatahoz. Néhény faktorrdl vannak adataink, miszerint elosegitik az
aternativ hasitast. A dexametazon, egy szintetikus glukokortikoid alternativ ,, splicing”
folyamaté elosegito hatasa arra utal, hogy a természetes glukokortikoidok szerepet
jatszhatnak az alternativ ,splicing” réven kialakulé sIL6R képzésében (12). Az IL-17?,
az OSM in vitro hepatoma sgtvonaon (32, 12), a fitohemagglutinin in vitro T-
sgjtvonalon (49) idézi elo, illetve serkenti az IL-6R MRNS hasitésat. Az alternativ
»Splicing” in vitro inhibitora hepatoma sejtvonalon a cycloheximid (12). In vivo és
atalanos, barmely sgjtre vonatkoztathaté adataink jelenleg sem a ,splicing” folyamatét
serkento, sem az azt gétlé faktorok tekintetében sincsenek.

A sIL-6R szerepét 6nmagaban nem igazan lehet megiténi, hatésa tobbnyire az IL-6-ta
kapcsoltan jelentkezik. Munkacsoportunk vizsgalatai szerint a sIL-6R a junB korai
protoonkogén RNS-expresszidjat 6nmagaban, citokin ligand nélkll is kivétja, de
fehérjeszinten nem okozott vatozast (51). Ugyanakkor az a tény, hogy szolubilis IL-6
receptor jelenlétében az IL-6 életideje megno, és sokkal szélesebb sejt repertodrra képes
hatni, a komplexet — és benne a szolubilis receptort — szinte az IL-6-t6l kilonbdzo
citokinné alakitja (102).

25



Az IL-6/sIL-6R komplex osztddasserkento hatasat Kaposi szarkéma sejteken (87), és
synovialis fibroblasztokon (80), differencidddast elosegito hatésdt IL-1 indukalta
prekurzorokbdl oszteoklasztokka alakul o sejtekben irtdk le eloszor (141).

A hipotézist, miszerint a szolubilis receptor elosegiti az IL-6 hatdsanak a kiterjesztését,
leginkdbb az IL-6/sIL-6R kettos transzgenikus egereken valé in vivo megfigyelések
tamasztottdk ala. A kisérletekben megfigyelték, hogy az IL-6/sIL-6R komplex parakrin
mediatorkent fejti ki hatasét (103), és més, erosebb hatéssal van a sejtekre, mint az IL-6
onmagaban. A komplex hatasara megnott a mgsegtek osztodas kapacitasa, €z
hepatocellularis hiperplézidhoz és a mgjsejtek transzforma 6désdhoz vezetett (75). A
komplex hatasara megemelkedett a plazmasegjtek osztodasi rétgja, ami a csak IL-6
transzgenikus allatokéhoz képest kordbban megjeleno és silyosabb myeloma multiplex
(MM) kialakulasahoz vezetett (120). Emellett a komplex aktivata a csontvelon kivili —
majban, |épben zgl6 - felnottkori vérsgtképzodést is (105). Az in vivo alatkisérletek
alapjan bizonyitottnak |&szik, hogy a sIL-6R az eredetileg IL-6-tal osztédasra nem
serkentheto sgjtek - hemopoetikus progenitor sejitek és majsejtek - osztodasat
eredmeényezte, ezenfelll felerositette az IL-6 mitogén hatdsdt a plazmasejtekre,
elosegitve ezzel a myeloma multiplex kialakulasat.

A csontveloi sztrémasgjtek szintén nem expresszalnak 1L-6R-t, de sIL-6R jelenlétében
IL-6-valaszképesse valnak, s sgat ligandjuk: az IL-6 termelésevel és MMP-1/MMP-2
metall oproteinaz termeléssel valaszolnak a slL-6R hatasra (7).

Ex vivo koldokzsinér vérbol szarmazo CD34+ ossgjtek azon populécidjdban, amelyek
eredetileg IL-6R negativak voltak, az IL-6 sIL-6R (és SCF) jelenlétében dozisfliggoen
emelte a megakariocitava alakulast. Eszerint - mivel a CD34+ segjitek donto része nem
expresszdl IL-6R-t, a sIL-6R koOzvetiti az IL-6 hatését, igy az IL-6 a sIL-6R-ra
komplexben részt vesz a megakariocita képzésben (132).

Az IL-6 dL-6R-ral komplexet akotva az embriondlis neuro-differenciécids
folyamatokban is szerepet jatszik. Taga munkacsoportja egy IL-6 és sIL-6R-t
tartalmazo, kovalensen, linker nélkil Gsszekapcsolt fuzids proteint hozott |étre, FP6
néven. Az FP6, a LIF hatésahoz hasonl6an, az embriondis neuroepitelidis sejtek
asztrocitékka val 6 differencidl 6dasat okozta (140).

Kimutattak, hogy a szolubilis receptort a periférias vér mononukledris sejtjei termelik
(49), igy a gyulladasos folyamatok erositésében a magas helyi sIL-6R szintért felelos
infiltral 6 fehérvérsgtek aktival bdasa egyértelmuen nagy szerepet jatszik.
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A sIL-6R elosegiti a fehérvérsgteknek a gyulladas helyére vandorlésat is. hatéséra
adhézibs molekul &k expresszal6dnak mind az IL-6R-t nem expresszdl 6 endotél sejteken,
mind az erek ssimaizomsegjtein. A sIL-6R simaizomsegjtekre gyakorolt hatasat Rose-John
munkacsoportja 0.n. Hyper-IL-6-tal (H-1L-6) vizsgdta A H-1L-6 kovalensen
egymashoz kotott |L-6-ot és sIL-6R-t tartalmazd fiziés fehérje, ami az FP-6-tdl eltéroen
linker régidt is tartamaz. Human aortdbdl szarmazé simaizom sejtek gpl30
expresszidja igen aacsony, de HIL-6-tal inkubalva meglepo médon megemelkedett
gpl30 expressziojuk, ezzel egyideuleg IL-6 termelésiik is. A sgtek osztdédas ratga
hatszorosara emelkedett. Mindezek alapjdn a HIL-6-nak autokrin serkento szerepére
lehet kovetkeztetni, ami a simaizom segtek gyulladasos folyamatoknak megfelelo
alapotat eredmeényezi (61).

A slL-6R, mint gyulladasos folyamatokban résztvevo mediator szerepét alatamasztja,
hogy kimutatték protedz inhibitorok expressziojara gyakorolt hatasat is. Az IL-6
Onmagaban alig, sIL6R jelenlétében viszont erosen noveli a porcsgitek és synovidlis
fibroblasztok TIMP-1 expresszigjat (125).

Bé& az oszteoklasztok toborzasat az I1L-6 6nmagéban is erositi, a sIL-6R jelenléte a
hatést tovabb fokozza (26).

A sIL-6R-nak az IL-6-tot nemcsak erosito, de gétlé hatését is ismerjik: sIL-6R
jelenlétében a pajzsmirigy mukodését gatolja az IL-6 (159).

Az IL-6/sIL-6R biologiai hatésait a 2. téblazat foglalja Gssze.

A sSIL-6R/IL6 komplexet a keringésbol a gpl30 molekula tavolitja el. Miutan jelet
indukalt, a gp130-on keresztil endocitézisra kerll a komplex, majd a lizoszomakban
degradd odik (34).
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2. tablézat: Az 1L-6/sIL-6R komplex biolbgiai szer epe

|. osztédésser kentés
Kaposi szarkéma sejtek (87)
Synovialis fibroblasztok (80)
Plazmasejtek koros osztodésserkentése (120)
Hemopoetikus ossejtek serkentése felnott allat majaban és |épében (105)
M@jsejtek osztddasinak serkentése és transzformal 6dasanak el osegitése (75)
Vaszkularis simaizomsejtek (61)

Il. differenci&lddés serkentése
Oszteoblasztok oszteoklasztta differenciédl édasa (141)
CD34+ progenitor sejtek megakariocitakka differencia 6dasa (132)
Progenitor Schwann sejtek Schwann sgjtté differencid édasa (38)

[11. gyulladasos valasz
M sejtek akut fazis fehérje szintézisének parakrin mediatora (73, 103)
porcsejtek és synovialis fibroblasztok TIMP 1 expresszidjanak serkentése
(125)
Endotél sejteken adhézids molekul ak expressszi6janak serkentése. (85)
Vaszkularis simaizomsejteken adhézios molekuldk  expresszidjanak

serkentése (61)

3.2. Azoncostatin M

Az oncostatin M (OSM) az IL-6 tipusu citokinek kdzé tartozik. Mind szerkezetében,
mind biolégiai hatéasaban a LIF-fel mutat rokonsagot, mivel ugyanahhoz a receptor
komplexhez — a szignaltranszdukcio elinditésdban ugyancsak szerepet jétsz0 LIF-R? és
gp130 heterodimer - kétodnek (8. dbra). Az OSM-nek a fentin kivil van egy masik
specifikus ? receptor alegysége, amivel szintén komplexet alkot a gp130. Az OSM
mindkét esetben kozvetlenll kotodik a gpl30-hoz. Ez a kétféle receptor az IL-6
jelatviteléhez hasonldan kildnbozo jelétviteli utakat aktivalhat: a gpl30 dimerizéaciojat
kovetoen a JAK/Stat utat, illetve aras-dependens MAPK utat (33).
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8. dbra. Az OSM receptorai
"

Az OSM termeléséért  aktivalodott  T-limfocitdk,  monociték/makrofagok,
polimorfonukledris sejtek felelosek (36), de a legUjabb eredmények szerint az
embriondlis életben a fejlodo mgban CD45+ hematopoetikus sejtek, bakteridlis
toxinokkal stimuldlt dendritikus sejtek, és bizonyos tumorsejtek is termelnek OSM-t
(130, 118, 55).

Eredetileg tumor és nem tumor eredetu sejtek reguldtoraként irtak le (12), de hatésaigen
sokrétu: nagyon sokfée sgjitben in vivo és in vitro egyarant sokféle biologiai hatast valt
ki (3. téblazat).

Az IL-6-hoz hasonléan pro-inflammatorikus és anti-inflammatorikus citokinként
egyarant jellemezheto. Elobbire az adhéziés molekulak (P-szelektin, E-szelektin,
VCAM-1, ICAM-1) expresszidjanak kivéltasa és a fehérveérsejtek vandorlésanak
elosegitése (84), utdbbira TNF? , GM-CSF, és az IL-8 termelodésének gatlasa szolgaltat
bizonyitékot (153).

3. tabldzat: Az Oncostatin M bioldgiai hatésai:

|. novekedésserkentés

Fibroblasztok

Simaizom sejtek
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Kaposi szarkdma sejtek

Plasmacytoma sejtek

IT. novekedésgallas

M elanoma sejtek

Glioma sgjtek

Cerebralis meningioma sejtek

Szolid szoveti tumor sejtek

Ep és tumoros emlosejtek

Endotél sejtek

I11.,talélési” faktor

Sertoli sejtek és gonocitak

Oszteoklaszt sejtek apoptdzisanak gétlasa

1V. differencial6das serkentése

Glioma sejtek

Emlosejtek

Hemopoetikus tumor sejtek

Embrionalis m§jsejtek

Endotél sejtek:

V. differencialédas gatlasa

Embrionalis ossejtek

V1. sgjtvalasz
sgjttipus hatas
Altalanos L DL-receptor mennyiség novel ése
Porcsejtek Proteoglikan szintézis szabalyozasa
Fibroblasztok Plasminogen aktivator expresszi6
ECM TIMP 1-3 és MMP hatéas szabadlyozasa
Kaposi szarkdma sejtek Citokin termel és serkentés
Melanoma sejtek Citokin termel és serkentés
Endotél sejtek Citokin termel és serkentés
Plazminogén aktivétor expresszio,
Endotelin expresszio,
Adhézi6s molekul &k expresszi6janak
serkentése
Méjsejtek és hepatoma sejtek| IL-6R , shedding”,
P Akut fazis fehérjék termel ésének
HepG2 t
(HepG2) invitro szabdlyozasa,
citokrom p450 expresszié csokkentése

Roviditések: OSM: Oncostatin M; LDL: low density lipoprotein; TIMP:
szoveti MMP inhibitor; MMP: matrix metaloproteindz; |L-6R:
interleukin-6 receptor (43, 33,55).
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3.2.1. Azoncostatin M ésaz interleukin-6 kapcsolata

Az OSM és az IL-6 kozos citokincsaladba tartoznak, mivel jelatviteli alegysegik a
gp130 transzmembran glikoprotein mindkét citokin receptorénak része. Az IL-6 csalad
citokinjeinek hatésaiban felfedezheto hasonlésdgok valdszinuleg a receptoraikban
elofordul 6 kozos szigndltranszdukcids lanc jelenlétébol kdvetkeznek. Az IL-6 egyik fo
biologiai funkcigjaként jellemezheto akut fazis fehérje termelést a mgjban a LIF, az IL-
11 és az OSM s képes kivatani (139, 110), e funkciondlis redundancianak tudhat6 be,
hogy KO egerekben az adott citokinek hidnya nem teszi éetképtelenné az egyedeket
(62).

Az OSM a citokincsalad tagjai kozll leginkabb a LIF hatésdt képes kivatani, mivel
kapcsol6dni tud a LIF receptorhoz. Huméan hepatoma sejtvonalon in vitro kimutattak,
hogy az OSM képes a gp130-hoz direkt médon - OSM-receptor hidnyaban — is kétodni
(127). Mivel az IL-6/sIL-6R komplex is a gpl30- hoz kétodik, az OSM antagonista az
IL-6-nak. Ugyanakkor a sgpl30-hoz kétodo OSM meggatolja a sgpl30/IL-6/sIL-6R
komplex kialakulasét, ami az |L-6 hatasanak kifejtését gatolnd. Ebben a tekintetben az
OSM bar antagonista, mégis elosegiti az 1L-6 hatékony mukddését. A sejiten bellli
jelaviteli utak is kozosek az I1L-6 és OSM esetében, de amig a Stat3 mindkét citokin
hatéséra egyenlo mértékben, addig a Stat5 elsosorban OSM hatésra aktivalodik, az 1L-6
csak kismértékben aktivaja a Stat5-t (67).

Bé&r a koz0s receptor alegyseg révén antagonistgja egymasnak a két citokin, a sIL-6R
kozremukodésével szamos esetben kooperdlnak és egylttesen fetik ki éettani
hatésukat: igy a fertozésekre bekdvetkezo vélaszban, az akutfézis reakcid
Kiterjesztésében.

A fertozésekre bekovetkezo gyulladésos véasz tobbek kozétt az endotél sejtek
kozremukodésével jon létre. Az endotél sejtek a leukocitak aktivalasaval gyulladasos
vélaszt indithatnak. Ennek soran adhézids molekuldkat (E-szelektin, ICAM-1, VCAM-
1) expresszdnak, valamint IL-6-ot, és IL-8-at bocsatanak kornyezetikbe. Az endoté
sgjteken megtaldhatd6 OSM-receptor is tartalmaz gpl30 alegységet. A neutrofil
granulocitdk a bakteridlis FMLP vagy PMA hatasara, a sgjtfelszini forma proteolitikus
levilésa révén sok sIL-6R-t hoznak |étre. Az endoté altal termelt I1L-6 és a neutrofilek
ata termelt sIL-6R egyittesen indukalja a gpl130-at expresszald endotél sejteket, ami a
gyulladédsos vdlasz tovébbi fokozodasdhoz: retrograd  szignalizéciés  hatés
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ervenyesil éséhez vezet. Az IL-6-nak dnmagdban - ha nincs IL6R a sgjtfelszinen - nincs
hatdsa. In vitro a sIL6R exogén hozzdadésa 6nmagaban is elég az endotél stimulushoz:
az erdotél altal termelt 1L-6 elegendo a komplexalkotashoz. A limital6 tényezo nem az
IL-6 citokin, hanem a sIL-6R (85).

Az OSM az endotélsejtek protein S szintézisét is megndveli, ami az aktivalt protein C
kofaktoraként a véralvadasban vesz részt. A gyulladés helyén keletkezo slL-6R az IL-6-
tal Gsszekapcsolddva ugyancsak S-protein szintézisre serkenti az endotélsejteket, igy a
sL-6R- nak fontos szerepe lehet a gyulladas soran a véralvadas szabalyozésaban (47).
Az akutfézis reakcid kiterjesztésében szintén szerepet jatszik az OSM. Azt, hogy a
majsejtek IL-6R expresszigjat emeli az OSM, Geisterfer és munkatarsai mér 1995-ben
kimutattak, mig Cichy munkacsoportja kimutatta (32), hogy az OSM 6nmagaban és
dexametazonnal kombindlva is — additiv médon - megemeli a HepG2 sejtek alternativ
,Splicing” révén eodlitott sIL6R termeését is (12). Ennek fontos szerepet
tulgjdonithatunk az akutfazis reakci6 sordn més, membran IL6Rral nem, de gpl30
lanccal rendelkezo sgjtek szenzitizal asaban.

Az OSM-nek és az IL-6/sIL-6R komplexnek sok esetben szinergista hatdsa van.
Alzheimer-kor esetében kimutattak, hogy az OSM indukaja a specifikusan agyban
expresszal 6do akutfazis fehérje, a betegségre jellemzo ?-amiloiddal egyitt elofordul 6
? l-antikimotripszin (ACT) expresszigjat. Az ACT termeléséért felelos kortikdlis
asztrocitekra az 1L-6 Onmagdban nem hat, viszont sIL-6R jelenlétében ugyanugy
serkenti az ACT expresszi6t, mint az OSM. A két hatésnak a kdzds gpl30-on & zajlik
jelétvitele, ami az IL-6 receptor hianya miatt, csak a szolubilis receptoron & kozvetiti az
IL-6 hatasat (63). Emellett az OSM befolyasolja a kdzponti idegrendszer asztrocitainak
IL-6 termelését (150), ami elengedhetetien a slL-6R mukodéséhez.

33. Az IL-6 és szolubilis IL-6 receptor szerepe  betegségek

pathomechanizmusaban

A legkilonbdzobb daganatos, baktérium- és virusfertozés okozta, immunhianyos és
gyulladasos betegségekben mutatték ki az 1L-6 és/vagy az sIL-6R megemelkedett
szintjét, amely e betegségek pathogenezisében fontos mediédtornak bizonyult.

Miutén az IL-6 egyarant pro-, és anti-inflammatorikus citokin, szerepe donto fontossagu

a gyulladasos betegségek folyaméan. Nagyon sok esetben mint pro-inflammatorikus
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citokin, gyulladasserkento hatasu (4/A. téblazat), ugyanakkor csillapitja is a gyulladast
(4/B téblazat). Az akut fézis reakcidban az IL-1 és TNF hatdsait fuggeszti fel, a
szeptikus sokkban az IL-11-€l egytt fejt ki veédo szerepet. A hipotalamusz hipofizis-
mellékvesekéreg tengely aktivdlasahoz nem szilkkséges az IL-6, viszont IL1? vagy
bakteridlis LPS okozta gyulladaskor a laz indukalasdhoz szilkséges az IL-6 expresszio
novekedése a kozponti idegrendszerben (29). Az emekedett IL-6 szint
glikokortikoidok termelését véltja ki, ami az IL-6 termelés csokkenéséhez vezet,

ugyanakkor emeli az IL-6R expressziét.

A csontveloi oszteoblasztok dltal termelt IL-6-nak fontos szerepe van a
csontfelszivasban szerepet jatszO oszteoklasztok stimuldésdban, ugyanakkor az
Osztrogén és a glukokortikoidok csokkentik az oszteoblasztok IL-6 termelését. Sokéig a
szteroidszint csokkenése miatt a postmenopausas osteoporosis fo medidtoraként
tartotték szdmon az IL-6-ot: ovarektomizat alatok csokkent szteroidszintje mellett
eroteljes IL-6 szint emelkedést, egyuttal fokozott csontleépiilést tapasztaltak. Egér
csontveloi oszteoblaszt sejtvonalakon in vitro kimutattdk, hogy a szexudszteroidok
- 17?-6sztradiol és dihidrotesztoszteron —mind az IL-6R, mind a gpl30 expresszidjat
csokkentik, ezzel gatolva az I1L-6 serkentette oszteoklasztogenezist (70). Ujabb
kisérletek azonban a szteroidok IL-6 termelésére gyakorolt hatasat illetoen egymasnak
ellentmondd eredményeket mutatnak (19). Bar az életkor ndvekedésével egyditt jard IL-
6 szint emelkedést tapasztaltak postmenopausas nokben is, jelenleg nem alapithatd meg
egyértelmu kapcsolat az osteoporosis kialakulasanak esélye és az IL-6 szint emelkedés
kozt (44). Az IL-6 mellett a szolubilis IL-6R emelkedett szintjét is tébb korképben
kimutattak, ami a sIL-6R betegségek pathogenezisében valo részvételét, az IL-6
hatésanak szabdlyozéasaban bettltétt fontos szerepét tdmasztja aléa (4/C. téblézat).

4. téblézat: Az 1L-6 ésslL-6R szerepeklinikai korképekben.

Betegségek, amelyek kialakulasdban az IL-6 részt vesz | 4/C: Klinikai

(2, 29,113) korkeépek, amelyekben
magasabb sIL-6R
szintet mértek (48,
160,117,133)

4/A: pro-inflammatorikus | 4/B: anti-inflammatorikus
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citokinként

citokinként

Akut gyulladasos allapotok

Akut-fézisreakcio

Meningitis

Méhen beliili fertozodés

Akut transzplantéci és kil 6kodés

Akut hasnyamirigy gyulladas

Egések

Sebészeti trauma

Endotoxémia és szeptikus sokk

Posztoperativ traumak

Kronikus gyulladasos
betegségek

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis

Juvenilis chronicus arthritis

Osteoarthritis

Pajzsmirigygyulladas

Crohn betegség

Gyulladasos bél betegségek

Alkohol okozta mgjgyulladas

Acut hepatitis

Bronchidlis asthma

A tldo gyulladasai

Asthma

Mesangidlis glomerulonephritis

Vesegyulladas

Vesegyulladas

Systemas lupus erythematosus

Paget-kor

Polyarteritis nodosa

Castleman-szindréma

Endometriosis

Uveitis

Basedow-kor

Systemas sclerosis

Egyéb szisztémas betegségek

Autoimmun
cukorbetegség

inzulin-flggo

Psoriasis

Scleroderma

Cachexia

Keloidosis

Erel meszesedés

Idegrendszeri korképek

Sclerosis multiplex

Sclerosis multiplex

Alzheimer-kor
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Pszichotikus korképek:
skizofrénia és maniéas
allapotok

Agyi sértilések

Traumdk utani pszichol égiai
stressz allapota

Daganatos betegségek

Myeloma multiplex

Myeloma multiplex

Leukémia

Felnott T-sejtes leukémia

Poszttranszpl antaci6s
limfoproliferativ betegségek

K aposi-szarkdéma

Vese karcindma

Phaeochromocytoma

Pleurdlis mesothelioma

Cardialis mixoma

Parotis adenoma
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A sIL-6R megemelkedett szintjét eloszor virusfertozésekben szenvedok esetén mutattak
ki: HIV fertozottek vérében és vizeletében (46). Megemelkedett szintje bizonyitottan
szerepet jatszik a leggyakoribb AIDS-szel egyltt jard tumoros elvatozas, a Kapos
szarkdma kialakulasaban. Bar a Kapos szarkéma sgjtek gpl30 expresszigja és |L-6-
termelése magas, az IL-6R? aegységenek csokkent expresszioja miatt nem érzékenyek
az I1L6-ra, az IL-6 dnmagaban nem befolyasolja a Kaposi szarkdma segjitek mitétikus
aktivitasat. A szérumban azonban kimutathaté a slL-6R majd 30x-0s nbvekedése. A két
faktor: az IL-6/sIL-6R egylttes hatédsa a sejteken megemelkedett mennyiségu gpl30
felszini receptor alegységen & méar mitogén hatast fejt ki (87).

Az ugyancsak retrovirus okozta HTLV-1 fertozéssel egyltt jaré myelopathidban is
magas keringo sIL-6R szintet taldltak, érdekes modon ében az esetben az aternativ
»Splicing” révén kialakult szolubilis receptort mutattak ki, mig az AIDS-betegek
esetében nem volt eltérés az egészségesek aternativ ,, splicing” Utjan |étrejott mRNS
mennyisegéhez viszonyitva (48, 46).

Bakteridlis fertozésekben (urogenitalis fertozések, Meningococcus fertozés) is megno a
keringo sIL-6R mennyisége, mivel a bakteridlis metalloproteinazok elosegitik a
sgtfelszini forma ,,sheddingjét”, ezzel az IL-6 hatasanak elhlizddasét és kiteljesedését
okozva (152), de malaridban is kimutattédk a slL-6R emelkedett szintjét (155).

A daganatos betegsegekben a sIL-6R, osztédasserkento hatésa kapcsan, része a betegség
kialakulasanak. Myeloma multiplex (MM) esetében régebben bizonyitotték, hogy az IL-
6 egyike a B-sgjtek fo ndvekedés faktorainak. Késobb bizonyitottdk a sIL-6R agonista
szerepét a betegség pathogenezisében, a betegek széruméban tobb mint kétszeres
mennyiségu keringo sIL-6R szintet mutattak ki (193ng/ml), mint egészségesekben (90
ng/ml) (30). Greipp és munkatérsai plazmaoblasztos, rossz tllélési eséllye jellemezheto,
a nem plazmoblasztos tipusnal jova proliferativabb MM esetén még magasabb sIL-6R
szinteket mértek (227 ng/ml a 187 ng/ml-rel szemben) (35). Thabard és munkatérsai
kimutattédk, hogy myeloma multiplexes betegek vérébol izoldt nativ myeloma sgtek
dtal, és humadn myeoma sgjtvona dta termelt sIL-6R szint korreld a betegség
kialakulasaval. Feltételezheto, hogy a sIL-6R &tal koOzvetitett IL-6 hatds hasonl6
mértéku, mint a membrankotott IL-6R hatasa. Miutan az 1L-6/sIL-6R erosebb hatassal
van a csontveloi tumorsejtek szaporodaséra és kidramlaséra, mint az IL-6 6nmagéban,
az sIL-6R megemelkedett szintje maga utédn vonja a betegség progresszigjat és a
rosszabb tulélési progndzist (142). A humén myeloma sejteket izolalva igazolték, hogy
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aTIMP-3-nak gatl6 hatésavan a ,,shedding” soran keletkezo slL-6R keletkezésére, azaz
anem-méatrix tipusi metalloproteinazok szerepet jatszanak a slL-6R kel etkezésében, igy
a betegség kialakitasaban (39).

Ugyanakkor Barillé és munkatarsai kimutattak, hogy a slL-6R-t expresszal6 myeloma
sgjtek szomszédsagdban taldhatd csontveloi sztrémasejtek az sIL-6R jelenlétében
reagdlnak IL-6 hatésra. A komplex hatasara az I1L-6 (sgét ligandjuk) termelésével
felerositik a hatast, ugyanakkor intenziv MMPL/ MMP-2 szekréciot folytatnak. Ez a két
matrix metalloproteindz a csontritkulasban és a tumorsejtek szétszérédasaban jétszik
szerepet, azaz a myeloma multiplexszel egytitt j&ro csontdestrukcio kialakulésaért a slL-
6R-nak tulgdonithatunk alapveto szerepet (7).

3.3.1. AzIL-6ésslL-6R szerepe gyulladasos bélbetegségek

pathomechanizmusaban

A gyulladasos bélbetegségeket két nagy csoportra oszthatjuk: a Crohn betegségre (CD)
és a colitis ulcerosara (UC). Mindketto a gastrointestindlis rendszer krénikus
gyulladadsos megbetegedése, koroktanuk maig nem ismert. Mindkét nemet azonos
aranyban érintik, kialakulasuk a korai felnott korra esik. Osztdlyozésuk aapja a
gyulladés kialakulasanak helye. CD-nél az epithelsgjtek pusztulasa méasodlagosan jon
|ére a lamina propridban bekovetkezo gyulladéasos folyamatok eredményeként. UC-ban
a gyulladas az epitheliumban kezdodik, a mélyebb rétegekben a gyulladasos sejtek
infiltrécidja miatt kovetkezik be a szovetpusztulas. E betegségek kialakitasaban felmerdl
a szenhidrat gazdag tépladkozas, a megvatozo bélfléra baktériumai atal termelt FMLP,
és genetikai tényezok szerepe is. A genetikal hatteret vizsgalva szamos immunol égiai
tényezonek a betegséghez vald kapcsoltsagat lehet megdlapitani. A gyulladasos
bélszbvetben igen magas az MHC |l kifejezodés, ezért jelentos a betegséggel
asszociaciot mutatdé kulonbdzo HLA haplotipusok gyakori eloforduldsa (99). A
lokdlisan érintett szbvetekben emelkedett limfo-plazmocitas infiltrécidt taldltak. Ezzel
kapcsolatosan emlitendo meg, hogy a fehérvérsejitek migréacidjdban szerepet kapo
adhézios fehérjék kozil a CD44 bizonyos exonjai gyakrabban fordulnak elo colitis
ulcerosas betegek bélbiopszias mintdiban (59). Az akutfazis reakcid és gyulladas sorén
az IL-6 mellett nagyon jelentos szabdyozo funkcidt télt be a pro-inflammatorikus IL-1
citokin is. Természetesen elofordulé antagonistgjanak az IL-1lra-nak egy Uj, sokkal
kevésbé hatékony genetikal varidnsét taldtak meg colitis ulcerosdban (76). A kronikus
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gyulladasos dlapot kialakulasaért, Ggy tunik, hogy az immunregulécio zavarai is
felelosek: 1L-10 KO egérkisérletek alapjan dontonek latszik a Thl tipust limfocita
popul&cio tulsilya (68).

Régota koztudott, hogy kulonbdzo gyulladésos bélbetegségben (IBD) szenvedo
betegek, colitis ulcerosasok (UC), Crohn-betegek (CD) vérplazméjdban dtaldban magas
IL-6 szint mérheto, illetve kimutattak a keringo limfociték, és a gyulladt béterllet
limfocitdinak IL-6-ra valé érzékenységének novekedését (82). Mindezek alapjan
elmondhatd, hogy az emelkedett IL-6 szint j6 aktivitas marker az IBD-ben, az IL-6
fokozott szekrécigja meghatarozé tényezo a betegség kialakuldsdban (74). Az IL-6 gén
promoterében taldt, a juvenilis arthritis és az Alzheimer kor kialakulasara hatassal biro
SNP polimorfizmust vizsgdva nem taldltak Osszefiggést az IBD kialakuldséval,
valészinu tehat, hogy az IL-6 magas szintje nem genetikailag meghatarozo tényezo (60,
25). Ugyanigy nem taddltak Osszefliggést IL-6 génben méshol eloforduld
polimorfizmusok és a betegség kozott (65).

SCID egér-modellt haszndlva, a colitises alapot esetében kimutattdk, hogy az
anti-1IL-6R monoklondlis antitesttel kezelve az dlatot, a betegség visszafejlodott (157).
Az anti-IL-6R antitest kezelés hatasdra az allatok vastagbelében csokkent az ICAM-1,
VCAM-1, IFN?, TNF? és |L-1? expresszi6ja, ami az IL-6-nak a betegség
kialakitasaban jatszott alapveto szerepét tdmasztja aa.

Mind Crohn betegek, mind colitis ulcerosasok esetén a Stat3 fehérjék erosen foszforilalt
formga mutattak ki, ugyanezt taldtak colitises egerekben is. Az IL-6 JAK-Stat-ot
hasznd6 jelatviteli atjdn a JAK feldlos a Stat3 foszforildasaért. Egereken veégzett
kisérletekben a JAK mukodését gétld fehérjéket vizsgalva kiderllt, hogy a CIS3-nak
Stat3 aktivitéséra gyakorolt negativ hatésa a bélgyulladést csokkenti (134).

Az IL-6/sIL-6R egylttes hatasa a mucosa T-sgjtjeit ,megveédi” az apoptozistol: colitises
allatmodellekben és Crohn betegek esetében in vivo kimutattak, hogy a lamina propria
T-sgtjeit az IL-6/sIL-6R komplex a Stat3-at ,haszna0” jelatviteli Gton aktivdja,
egyuttal bcl-2-n, bcl-xl-en at a T-sgjtek apoptézisit gatolja (6). Ezek a megfigyel ések
arra utalnak, hogy az IL-6/sIL-6R komplex hozzgarul a kronikus bélgyulladas
fenntartasahoz, és a Crohn betegek kezelésében a sIL-6R kivaltotta jelatviteli utak
»blokkolasa’ fontos része lehet a terdpidnak.

IBD betegek szérumaban kimutattak a slL-6R megemelkedett szintjét is, az egészséges
dlapot szérum sIL-6R mennyiségéhez képest a szolubilis receptor foloslegben volt
megtaldhatd. A betegség aktiv szakaszéban szignifikdnsan magasabb szérum sIL-6R
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koncentraciot mértek, mint az inaktiv szakaszban. Ugyanakkor a megemelkedett sIL-6R
szint egyltt jart a betegekben mért magasabb 1L-6 szinttel és Greaktiv protein (CRP)
szinttel is. A magas IL-6 szint kdvetkeztében kialakult magas CRP szint a gyulladas
szisztémassa valését bizonyitja. A mért IL-6 citokinmennyiség egy részét énmagaban,
mas részét a slL-6R-ral egyiitt, komplexben mutattak ki. Ezeknek az eredményeknek
alapjan feltételezhetjik, hogy a természetesen eloforduld sIL-6R-nak jelentos felerosito
hatésa lehet az IL-6 fliggo immunfolyamatokra az |BD-ben (82).

3.3.2. AzIL-6éssIL-6R szereperheumatoid arthritisben

A rheumatoid arthritis (RA) ismeretlen eredetu, autoimmun pathomechanizmusi
szisztémas betegség. Eloforduldsa nokben gyakoribb, barmely életkorban kialakulhat,
16 éves kor elott kezdodo formajat juvenilis chronicus arthritis- nek nevezik. A betegség
kifejlodéséért genetikai tényezok és kornyezeti tényezok egyarant felelossé tehetok. Az
RA-s betegek kozott gyakori a HLA DR4 hordozé, ennek bizonyos alléljel a betegség
stlyosabb kifejezodésu formdjaval kapcsoltak. A betegség autoantigénje a mai napig
nem ismert. Az ismeretlen antigén altal aktivalt T-sgjtek infiltraljak a synovialis hartyat,
amely méasodlagosan immunszervvé vatozik. A synovialis sejtek fokozzak a Tsejtek
aktivitasat, a Thl/Th2 arany a Thl iranyba mozdul el. A Thl citokinek stimuldljak az
aktivat synovidis sgjteket, amelyek egyéb (TNF?, GM-CSF) citokinek mellett |L-6-t
termelnek. Az IL-6 dtal aktivat B-sgtek rheumatoid faktort termelnek, mely
immunkomplex képzése révén a komplement rendszert aktivaja, ami a folyamat
felerosbdésehez vezet. Az izlletben lerakodd immunkomplexek fibrinkivaast, fibrinoid
nekrézist, az izuleten kivali immunkomplex-lerakddés rheumatoid vasculitist okoz. A
felszaporodott, aktivalt synovidlis sejtek a porcboritassal nem rendelkezo csontrészeket
bontjak, valamint fokozottan termelik a proteolitikus enzimeket tartalmazd synovialis
folyadékot, mely tovabb fokozza az izlleti destrukciot.

Rheumatoid arthritisben szenvedo betegek magas szérum és synovialis folyadék IL-6
koncentréciojat, és az IL-6 kozponti szerepét a betegség kial akitasaban szamos esetben
kimutattak (97). Az IL-6 gén promoterében taldt SNP polimorfizmus elemzések
kimutattak, hogy a —174-es pozicidban levo C bézis, a G-hez viszonyitva gyengébb
transAripciot eredmeényezett, ugyanakkor a -174G a juvenilis chronicus arthritis

szisztémés kialakuldsaval kapcsolt megjelenést mutatott (25).
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RA-s autoimmun betegségben szenvedo betegek kilénbdzo testfolyadékaiban a slL-6R
jelenlétét is kimutattak, (korabban mi isigazoltuk jelenlétét). Arthritisben szenvedo
betegeknél az IL-6 és sIL-6R szint és az RA aktivitasa kozott korrel &cio észlelheto
(111), szisztémas juvenilis chronicus arthritisben az emelkedett szérum sIL-6R
koncentréci6 alédzzal korreldt (56). Rheumatoid arthritisben val észinuleg nem az
izUleti sgitek, hanem a gyulladéaskor az izlletet elarasztd aktivalt fehérvérsejtek
felelosek a szolubilis IL-6R termeléseéért, ugyanakkor meég mindig tisztézasra vér, hogy
aslL-6R lokdlis forrasokbdl ered-e, vagy szisztémas eredetu (18).

Mindenesetre a sIL6R megnott mennyisége korreld az izlletekbe &raml6 neutrofil
granulocitdk szamaval, sily modon a sIL6R parakrin mediétorként, keletkezése helyén
jérul hozza a gyulladés kialakuldsahoz (85). Mivel az IL-6/sIL-6R komplex hatésara az
adhézi6s molekulak expresszioja endotélen és ér simaizomsejteken megno, ez Ujabb
fehérvérsgtek izlletekbe valé bearamlésaval jar, amik sIL-6R termel ésiikkel
Ongerjeszto modon fokozzak a gyulladést (85, 61). Ugyanakkor in vitro human primer
porcsegjteken és synovialis fibroblasztokon kimutattak, hogy a slL-6R hatésarano a
sgitek TIMP-1 expresszigja. Az igy nyert TIMP-1 tartalmu feltliszéva hatékonyan
tudtak gétolni az IL-1-gyel kezelt synovialis fibroblasztok hatéséra kialakul 6
kollagénbont6 hatéast (125). Ez azt jelentheti, hogy bér az IL-6 magas szintje az
oszteoklasztok aktivalasaval jelentos szerepet tolt be az iziletben zajl6 destruktiv
folyamatok kialakitédsdban, az IL-6-tal egyidejuleg jelenlévo sIL-6R védelmet nyUijt
ezekkel az izlleti 1ebonto folyamatokkal szemben.

Indirekt ELISA moédszerrel munkacsoportunk is igazolta rheumatoid arthritisben (RA)
s szisztémas lupus erythematosusban (SLE) szenvedo betegek plazmajaban az sIL-6R
jelenlétét, és RA betegek synovialis folyadékdban szignifikansan magasabb szintjét. In
vitro korllmények kozott tenyésztett SLE-s és RA-s betegek limfocitainak fellliszojét
vizsgalva mind a kontroll, mind az SLE-s betegek sIL-6R termel ése jelentosen megnott
dexametazon, — azaz |L-6 expressziot gétlo, de IL-6R expressziot novel o szintetikus
glukokortikoid — jelenlétében. Az RA péciensek tenyésztett limfocitainak
fellluszgj@ban azonban nagyon eros dexametazon induk&lta slL-6R csokkenést |ehetett
tapasztalni.

Jelenleg nem tudjuk megmagyarazni, hogy miért hat ilyen eltéro médon a dexametazon
az SLE-s és RA-s betegek sIL-6R termelésére. Elképzelheto, hogy az SLE-s és RA-s

limfocitakban a receptor sgjtfelszini proteolizise és az aternativ ,, splicing” molekuléris
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mechanizmusainak szabalyozasa kilonbozik, de az RA-ban kialakulé Thl talsdly is

befolyéasolhatja a szérum slL-6R szintek fenti kil onbdzoségét.
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4.

HIPOTEZISEK, CELKITUZESEK

1. A 9lL-6R mRNS szintu kimutatasa

Kisérleteink tervezésekor a szolubilis IL-6 receptor alternativ ,splicing” révén
keletkezo formganak mRNS szintu kimutatasara nagyon kevés informaciéval
rendelkeztink. Elso  kisérletsorozatunkban a sIL-6R  mRNS  szintu
kimutathatésagdt  kivantuk  igazolni  reverz  transzkriptaz  polimeraz
l&ncreakcidval (RT-PCR).

2. sIL-6R alternativ ,splicing” soréan létrejévo valtozatanak kimutatasa
gyulladasos betegségek ben

3. gp130 mRNS kimutatasa gyulladasos betegségekben

Miutan az IL-6 az akut fazis reakcidban betdltott szerepe majdnem hormonszeru
hatast mutat, feltételeztik, hogy hatasa kiteljesitéséhez a jelatvitelben szerepet
jdtszé6 gpl30 aegység expresszijanak erosddése és a keringo sIL-6R
hozzgjarul. Miutan az akut fazis reakcioban az IL-6 mennyiség ugrasszeruen
megno, és gyulladasos betegségekben a testfolyadékok megemelkedett sIL-6R
szintjét tobb betegségben is igazoltdk, hipotéziseink a kovetkezok voltak:
Feltételeztik, hogy gyulladasos betegségekben a sIL-6R aternativ |, splicing”
réevén lérgovo mMRNS-ének mennyisége s a gpl30 mRNS mennyisége is
megno. Feltevéseink igazolasara IBD-s, RA-s és SLE-s betegek periférids vér
mononukledris sejtjeit és human sejtvonalakat vizsgatunk IL-6R és gpl30
specifikus RT-PCR-rdl.

4. Befolyasolja-e az IL-6 sajat szolubilis receptoranak alternativ ,, splicing”
atjan valo létr g ottét?

Irodami adatok alapjan tudjuk, és a fenti betegségekben is kimutattdk -
kimutattuk, hogy a gyulladasos alapot miatt az IL-6 megemelkedett mennyisége
és a keringo sIL-6R mennyiségének megnovekedése egymést kovetoen
kimutathatd. Sejtvonalakon végzett kisérletekkel arra kerestilk a vélaszt, hogy az
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IL-6 illetve a SIL-6R sgjtkdrnyéki jelenléte befolyasolja-e a sejtek I1L-6R MRNS-
ének aternativ , splicing” folyamatét.

5. Befolyasolja-e az OSM az IL-6R alternativ ,, splicing” folyamatat?

Mivel munkank megkezdésekor Rose-John munkacsoportjatdl kdzlemények
jelentek meg arra vonatkozolag, hogy az IL-6R aternativ ,, splicing” folyamatét
befolyésolja az azonos receptorcsaladba tartozd OSM jelenléte, azt vizsgaltuk,
hogy ami kisérleti rendszertinkben is reprodukal hatok az eredmenyek.

6. Befolyasolja-e aslL-6R jelenléte az |L-6 altal kivaltott génexpressziét?
Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan feltételeztiik, hogy aslL-6R  IL-
6-tal egyltt tobb gén expresszigja tudja kivatani, mint az IL-6 énmagaban.

Kisérleti rendszeriinkben feltételezéseink igazolasara Differential  Display

modszert hasznaltunk.
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5. ANYAGOK ESMODSZEREK

5.1. Sejtkultarak

5.1.1. Perifériasvér mononuklearis sgjtjei

Az IBD, RA és SLE betegek kivalasztasa klinikai (és radiolégiai) diagndzis szerint
tortént meg. Az IBD vizsgdlatban 49 beteg vett részt: 9 UC-s, 39 CD-s, 1 késobb
glutensensitiv  enteropathidsnak diagnosztizalt személy. Az autoimmun betegek
vizsgdatdban 13 aktiv, 11 inaktiv stadiumban |évo SLE-s, 8 aktiv illetve 5 inaktiv
stadiumu RA-s személyt vizsgaltunk.

A betegek és oOnkéntes egészségesek alvadasgatolt periférias veérébol izoldtunk
mononukledris sejiteket. Az IBD betegek periférias mononuklearis sgjtjeit (PBMC)
izold s utén rogton felhaszndltuk, az RA és SLE betegek mononuklearis seitjeit 48 éran
a 100 pM dexametazon jelenlétében, illetve andlkil RPMI 1640 taptalgjban in vitro
tenyésztettik tovabb.

5.1.2. Sejtvonalak

Az in vitro kisérletekhez human sgjtvonalakat hasznaltunk.

HepG2 human hepatoma segjtvonaat RPMI 1640, 10 % FCSt (Gibco) tartalmazo
antibiotikumos (160 ?g/ml gentamycin) taptal ajban tartottunk fenn.

MDA-MB435 emlokarcindbma sejtvonalat  (107) ugyancsek 10% FCSt és
antibiotikumot (gentamycin) tartalmazé D-MEM (Sigma) médiumban tartottunk.
Valamennyi kezelés elott a sejteket 12 6ran & szérummentes tdptalgjon, 37 2C-on, 5%

CO, mellett tartottuk, és a kezeléseket is sz&rummentes médiumban végeztik.

5.2 Mononuklearis sgjt szepar élas

20 ml, heparinnal avadasgétolt vért hasznaltunk. Azonos térfogati RPMI-vel higitva
Ficoll-on (Pharmacia) gradiens centrifugdlés végeztiink (2000g, 20°C, 20 perc), mad a
limfocita-gyuru leszivasa utén a sgjteket kétszer mostuk 1%-0s PBS oldatban. A sejtek
viabilitésdt 0,05%-0s tripankék oldattal vizsgdltuk. A Tirk-oldattal festett sejteket

Birker kamrdban szamoltuk meg.



5.3. Alkalmazott kezel ések

5.3.1. PBMC kezelése

Az IBD betegek periféridss mononuklearis sejtjeit (PBMC) izoldés utdn rogton
felhaszndltuk, az RA és SLE betegek mononukledris sejtjeit 48 éran a 100 pM
dexametazon jelenlétében, illetve anédkil RPMI 1640 tdptalgjban in vitro tenyésztettik
tovabb.

5.3.2. Sejtvonalak kezelése
53.21._ AzIL-6ll. SIL-6R hatasa az IL-6R transzkripciora kisérleteinkhez:
A HepG2 sejteket in vitro 0,5-24 6réig kezeltik:

- 135 és 270 ng/ml human rekombinans sIL6R-ral (Dr. Rose-John,
Mainz ajandéka)
- 2, illetve 20 ng/ml human rekombinéns IL-6-tal (SIGMA)

A kezeléseket 6 lyuk szovettenyészto edényben, 3x10° sejt/ml konfluens kult(rékon

végeztik.

5.3.2.2. Az oncostatin M hatasanak vizsgalatakor Kisérleteinkhez:
HepG2, és MDA-MB435 emlokarcindma sejteket haszndltunk. Az
emlokarcindma sejtvonalak kozt parentalis eredetu és agyi metasztazist ado sejtekbol

szarmazd tenyészet is rendelkezésiinkre allt. Azért esett vaasztasunk ezekre a
sgjtvonalakra, mert az IL-6 befolyasolja az emlokarcinbma sejitek morfolégigjat és
viselkedését (124), valamint elokisérleteink soran a sejtekben eros sIL-6R MRNS
expressziot detektaltunk.

A sgjteket 2 — 48 oraig kezeltik:
- 250 ng/ml és 50 ng/ml human rekombinédns OSM-mel (Sigma)
- 05, 5 10 ?g/ml monoklondlis ant-human OSM egér 1gG2a
antitesttel (Sigma)
A kezeléseket 6 lyuk szovettenyészto edényben, 2x10° sejt/ml konfluens kultdrékon
végeztik.
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5.3.23. A génexpresszios kisérletekhez:

HepG2 sejteket (5x10°%) 24 6raig szérum mentes RPM | taptalgjon tartottuk, majd szérum
mentes RPMI médiumban kezelttk 2 ordn & 100 ng/ml IL-6-tal (Promega,
Madison,WI), 5 ?1 68 pg/ml sIL-6R-rd, illetve sIL-6R-ral és IL-6-al egylttesen, a fent

emlitettekkel azonos koncentréaciokban.

5.4. RNS-izoladas

A PBMC sgtek és a sgitkultira sejtek teljes RNS tartalmét savas guanidin tiociandt —
fenol modszerrel izoldltuk (3), a vegyszereket a Sigma-tdl szereztik be. Az RNS
csapadékot felhasznalasig 70%-0os DEPC-ezett desztilldlt vizes etanolban kicsapva —
80 °C-on tartottuk, majd steril DEPC-ezett desztilldt vizben oldottuk vissza. (A
felhaszndlt desztilldlt viz DEPC-cel valo kezelése az RN-az mentességet biztositotta.)
Az RNS koncentraciot Beckman DU-6 fotométerrel, 260 nm-es hullamhossznal mért
abszorbancidbol szamoltuk. Periférias vér limfocitaibol 5-12 ?g, sejtvonaakbdl 8-16 ?g
0sszRNS-t vontunk Ki.

5,5. Reverztranszkripcio (RT) és polimeraz lancreakciot (PCR)

A reverz transzkripcidt és a polimeréz lancreakciot Pharmacia Atag Gene Controller
vagy Hybaid Touch Down Temperature Cycling System készilékkel végeztik.

A haszndlt reagensek a Promega és a Perkin-Elmer cég termeékei.

A reverz transzkripciéhoz 20 ?1 reakciéelegyhez 4 ?1 25 mM MgCh -t, 2 ?| 10x
puffert, 2?1 4x10 mM dNTP-t, 1?1 RN-az inhibitort (30 unit/?l), 1?1 oligo-dT primert
(50?M), 0,5?1 MuLV reverz transzkriptézt (50 unit/?1), DEPC-ezett vizet és 1 ?g teljes
RNS-t tartalmazd RNS-oldatot vettiink. A mintékat 30 percig 42 °C-on, majd 5 percig
99 °C-on inkubaltuk, majd —80 °C-on lefagyasztottuk a kapott cDNS-t.

A PCR-reakci6 elegy desztilldlt vizet, 10x puffert (25mM), ImM-os MgCh —t, dNTP-
ket (4x10mM), 0,2 ?1 Tag polimerdzt (5 unit/?l) és szenz-antiszenz primereket
tartalmazott 50 ?| végtérfogatban reakciokkent. A primereket a Pharmacia szintetizalta.

Az IL-6R cDNS-ének 811. bézispar-1195 bézispar kozotti részének (83)
fel sokszorozasahoz haszndlt primerek (20 pM koncentraci 6ban):
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szensz: 5'- aag gac ctc cag cat cac tgt gtc a—3’

antiszensz: 5’ - cct tcagag ccc gcaget tccacgt — 3.

A PCR reakciohoz 10 ?1 cDNS-t hasznéltunk. A reakcio menete a kdvetkezo volt: 94
°C-on 4 perces denaturécio utan kovetkezett a 35-sz0r ismételt felsokszorozés:  95°C-
on 30 mp denaturécio, 63°C-on 1 perc ,primer-anneding” és 72°C-on 1 perc
polimerizacié; végul 72°C-on tovabbi 5 percig tartd elongacios 1épés fejezte be a
reakciot. A vart PCR temék hossza 385 bp.

A gp130 cDNS felsokszorozashoz haszndlt primerek (50 pM koncentraci éban):

Szenz: 5 — ctc gtg tgg aag acattg cct cctt — 3

Antiszenz: 5 —ttg gtc ccactc taagac agcttcg — 3'.

A PCR reakciohoz 2 ?1 cDNS-t hasznaltunk. A reakcio menete a kvetkezo volt: 94 °C-
0s 4 perces denaturéciot kovette a 32-szer ismételt megsokszorozas. 95°C-on 30 mp
denaturédcio, 63°C-on 1 perc ,primer-annealing” és 72°C-on 1 perc 30 mp
polimerizacié; végul 72°C-on tovébbi 5 percig tartdé elongacios |épés fejezte be a
reakciot.

A kapott PCR termék 579 bp hosszu.

Belso kontrollnak glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) cDNS-é
hasznaltuk. A hasznalt GAPDH primerek (15 pmol koncentréacioban):

szensz: 5 —ggt atc gtg gaaggactc at — 3’

antiszensz: 5’ — acc acc tgg tgc tcagtg ta— 3’ (4).

A PCR reakciéhoz 2 ?1 cDNS-t haszndltunk. A reakcié menete a kdvetkezo volt: 94°C
4 perc; 32-szer: 95°C 30 mp, 55°C 1 perc, 72°C 1 perc; vegul 72°C 4 perc.

A kapott GAPDH PCR termék 321 bazispar hosszl.

(Az IBD betegekbol izoldt RNS egy részénd belso kontrollként 28S rRNS-t
hasznéltunk.)

A PCR termékeket 0,01% etidium bromidot tartalmazo 2%-0s agaréz gélen, mintankeént
2-2 ?| futtat6festékkel futattuk meg 1x TBE pufferben, szétvalasukhoz 45 percig 100V
feszilltséget alkalmaztunk. A kapott csikok denzitometrdldsat és egymashoz viszonyitott
mennyiségi meghatarozasét Scion Image program és MD ImageQuant Software Version
3.3 segitségével végeztik.
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5.6. Endonukledzos emésztés

Az RT-PCR termékeket 0,01% ethidium bromidot tartalmazd 2%-o0s agar6z gélen
(Sigma) szétvaasztottuk. A géelektoroforézis futtatast kdvetoen a PCR termékeket
izolaltuk az agar6z gélbol, és Pvu Il (Sigma) emésztésnek vetettik al& 1?1 enzimet 2 ?|
Pvull pufferredl és 17 ?1 DNSsd (PCR-termék) Osszerazva 37 ?C-on 2 Orén é
inkubaltuk. Az eredeti PCR terméket és a Pvull emésztett PCR terméket agar6z gélen,

molekulastly markerrel (Boehringer Mannheim VI. molekulasily marker) Gjrafuttattuk.
5.7. Szekvenalas

A PCR terméket a pUC18 plazmid Smal restrikciés enzim hasitéhelyére "blunt end"
modszerrel  ligdltuk. A plazmidot E. coli DH5? baktérium torzs segitségével
felszaporitottuk. A plazmid tisztitésa és denaturddsa utan, a szekvendlds Sanger
maddszere alapjan tortént, USB T7 Sequenase 2.0 kit-tel (Amersham) S3°-ATP-vel

(Izotopintézet) és antiszensz, 3'? 5 komplementer primerrel.

5.8. Szérum/plazma | L-6 koncentracio meérése

IBD betegek és egészséges emberek szérum és - két esetet kivéve - az avadasgéatolt vér
plazmgjanak IL-6 koncentracidjat B9 hibriddma sejtvonalon végzett bioassay-vel
mértik (1). A B9 eg& myeloma sgtek az IL-6-tot mint ndvekedés faktort igenylik
fennmaradésukhoz. A sz&rummintakat higitva B9 hibridoma segjitek 5% FCS tartalmu
RPMI médiumaba juttattuk. 72 6érés inkubécié utén az élo sejtszamot MTT—vel (Sigma)
hatdroztuk meg.

5.9. Elo sgjtek szamanak meghatérozasa MTT modszerrel
A 96 lyukl tenyésztoedényben lyukanként 200 ?1 médiumban 10* sejthez 15 21 MTT-t
adtunk. 4 déra inkubéacio utan az élo sejtekben lila csapadék jelent meg. A lecentrifugdlt

sgjtekrol a médiumot ledntottilk, a csapadék feloldésara lyukanként 100 ?1 DMSO-t

hasznaltunk, majd fotométerben mértiik az extinkciot.
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5.10. SIL6R ELISA

A kezdlt sejtvonalak felliliszoit —20 °C-on tartottuk felhasznalasig.
A slL-6R fehérje mennyiseget Quantikine human IL-6 sR ELISA kit-tel (R&D systems,

Minneapolis, MN) hatéroztuk meg a gyartd utasitasai szerint.

5.11. SIL-6R dot blot

A kezelt sejtvoralak fellluszéit —70 °C-on tartottuk felhaszndlasig. A higitatlan
mintakbdl 10 ?I-t nitrocelluléz membranra (Schleicher and Schuell) cseppentve 10
percig szaradni hagytuk. A megszaradt membrant ezutdn 0,1%-0s Tween20-at
tartalmazé PBS-ben mostuk, a nem specifikus kotohelyeket 1 éran & 37?2C-on
blokkoltuk 1% BSA-t tartalmazé PBS-ben. Ujabb 0,1%-0s Tween-20-at tartalmazd
PBS-es mosast kovetoen a membrénokat 1 déran & nydl poliklondlis anti-1L-6R
ellenanyaggal (Sigma) inkubdtuk (10 ug/ml PBS-Tween 20-ban oldva)
szobahomérsékleten. 3-szoros PBS-Tween 20 mosést kovetoen mésodik ellenanyagként
tormaperoxidazzal konjugalt anti-nydl kecske antitestet (DAKO) (1: 1000 oldva PBS-
Tween 20-ban) haszndltunk 1 6ran &. PBS mosést kovetoen a peroxidaz szubsztratjaul
szolgalo 0.4 mg/ml 3-amino-9-ethyl-carbasole-t (Sigma) és 0.01% HyO»-t tartalmazo
acetédt pufferes (pH=4.5) oldatot alkalmaztunk. A szinreakciot csapvizes mosassal
alitottuk le. A megszaradt blottok optikai denzitasat MD ImageQuant Software Version
3.3 segitségével mértik. Az sIL-6R fehérje mennyiségét NIH 3T3, IL-6R-ra
transzfektalt un. SIRI sgjtvonal fellllszdjanak higitési sorahoz viszonyitva hataroztuk

meg.
5.12. Differential Display

5.12.1. A Differential Display elméleti hattere

A DNS chipek megjelenésével |ehetoseg nyilt arra, hogy egymaéssal parhuzamosan nagy
szamu hibridizaciés kisérletet végezziink €. A legkordbban kifejlesztett
technologidkban - amelyet mi is alkalmaztunk -, az oligonukleotid probak nylon
membrénra régzitett macroarray-t alkotnak. igy - az azéta kifejlesztett fotolitogréfias
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eljarassal elodlitott ,valddi” chipekkel dsszehasonlitva (1 millié oligonukleotid / cnt)
jova kevesebb -, maximum 6400 oligonukleotid felvitelére és hibridizalasdra van
lehetoség. Az eljaras lényege roviden a kovetkezo: a prébékat tartalmazd membrant
hibridizaltatjuk az atalunk elodlitott radioaktivan jelolt DNS-sel, vagy cDNS-sd.
Ezutan a membrén felszinén a jeldlt minta kijeldli a hibridiz&cios helyeket. A
.differential display” elnevezés arra utal, hogy a hibridizalt mintank a kilénbdzo gének
mennyisegi expresszidjanak flggvenyében kil bnbdzo erosséggel valik 1athatova

5.12.2. A Differential display Kivitelezése

A macroarray hibridizéciés analizist az Atlas™ cDNA expression array kit (Cat. No.
7740-1) (Clontech, Palo Alto, CA) segitsegevel végeztik el. A gyartd utasitasai szerint
jartunk € az 1 ?g Poly-A* mRNS izoldéasa, a 3*P-dATP jelenléében zgjl6 reverz
transkripcio, a hibridizacié, a mosasok és a human cDNS expresszids array
kivitelezése sordn. A kapott foltmintézat intenzitésdt Atlasimage™ 1.5 szoftver

segitségével normalizaltuk pozitiv és negativ haztartasi génekhez.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az alternativ , splicing” révén keletkezett mRNS kimutatasa

In vivo IBD-s betegek periférids mononuklearis sgjtjein és in vitro HepG2 sejtvonal
sgjteken az IL-6R génexpresszigja RT-PCR reakcidval vizsgava, minden esetben
felszaporitottunk egy kisebb, masodik PCR terméket is a vart, 385 bp hosszu IL-6R
cDNS specifikus fragmentum mellett. A futtatdskor megjeleno masodik csikot a PCR
reakcio korllményeinek vatoztatasaval probdtuk eltiintetni: megvatoztattuk a MgCh
koncentréacidt, a PCR ciklusszamot, de a masodik csik konzekvensen megmaradt.
Felmertlt benniink, hogy a kisebb termék esetleg az IL-6R mRNS hasitési vétozata,
amit késobb bizonyitottunk is.
Indirekt bizonyitasra restrikcios endonukledzos emésztést végeztiink. Emberi periférids
mononukledris sgtekbol szarmazd IL-6R RT-PCR termékeket Pvull restrikcids
endonukledzzal emeésztettiink. Azért esett valasztédsunk erre az endonukleézra, mert:

- az dtalafelismert cagctg szekvencia elég hossz ahhoz, hogy specifikus legyen,

- areceptor cONS-nek transzmembran régionak megfelelo helyén kivil taldhato,

- éscsak egyszer fordul €lo a 385 bp-nyi felsokszorozott PCR termékben, két 155

€s 230 bp hosszl szakaszra bontva azt (9. dbra).

Az emésztés utén mind a 385 bp-nyi szakaszt jel6lo csik, mind a révidebb terméket
jeldlo csik eltunt eredeti helyérol. A membrankotétt receptor helyett két rovidebb, a vart
155 és 230 bp hosszt fragmenseket jeldlo csikok jelentek meg futtataskor a gélen, a
feltételezett szolubilis receptor emésztett valtozata feltehetoen a gélbol kifutd kis
fragmenseket eredmeényezett (10. abra). Ezzel indirekt modon bizonyitottuk, hogy a két
termék tartalmazza ugyanazt a szekvenciat, tehat feltételezhetoen ugyanannak a génnek

expresszios vatozatai.
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9. dbra Az IL-6R specifikus primerek &ltal hatarolt 385 bp-nyi cDNS

szekvencia

( 811)_AAG GAC CTC CAG CAT CAC TGT GTC AT'C CAC GAC GCC TGG AGC GGC
CTG AGG CAC GTG GTG CAG CTC CGT GCC CAG GAG GAG TTC GGG CAA GGC
GAG TGG AGC GAG TGG AGC CCG GAG GCC ATG GGC ACG CCT TGG ACA GAA
TCC AGG AGT CCT Cx CA GCT G« AG AAC GAG GTG TCC ACC CCC ATG CAG
GCA CTT ACT ACT AAT AAA GAC GAT GAT AAT ATT CTC TTC AGA GAT TCT GCA
AAT GCG ACA AGC CTC CCA GTG CAA GAT TCT TCT TCA GTA CCA CTG CCC ACA
TTC CTG GTT GCT GGA GGG AGC CTG GCC TTC GGA ACG CTC CTC TGC ATT GCC
ATT GTT CTG AGG TTC AAG AAG ACG TGG AAG CTG CGG GCT CTG AAG G?(1195)

& CA GCT G & : Pvull. hasitohely

! szenz primer illeszkedés hely
2 antiszenz primer illeszkedés hely

10. dbra: Pvull emésztéseredményelL -6R RT-PCR terméken

M Pvull 1 K1l Pvull 2 K2

2 385 bp

2 230 bp

? 115bp

M: molekulastly marker
K1; K2: emésztetlen PCR termék
Pvu Il 1; Pvu Il 2: emésztett PCR termék
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Feltevésiink direkt bizonyitasara megszekvenatuk a hosszabb és a révidebb terméket is.
A haszndlt primer a transzmembran domeén kozvetlen kozelében eredetileg
intracellularis részt kddolo cDNS szakasszal komplementer. Tobbszéri szekvendlas utan
kapott eredmények is a két csik atfedo nukleotidsorrendjét igazoltak (9. abra). A
rovidebb fragmens bézissorendje megegyezik a cDNS-sdl.

Bizonyitast nyert tehét, hogy a rovidebb termék az IL-6 receptor alternativ ,,splicing”
révén keletkezett szolubilis formajdnak mRNS-é reprezentdlja (10. &ora).

10. dbra: IL-6 receptor MRNS RT-PCR termeke.

|

o W Sag

2. 34 56/ 9

«— IL -8R
= —sILER

A nyilak ateljes hosszlisagl membrankotétt | L-6R, és az alternativ ,, splicing”
Utjan kel etkezett révidebb szolubilis forma cDNS-ét jeldlik.

1-3 zseh: Gyulladasos bélbetegek periférias vérének mononuklearis sejtjeibol
4-7 zseb: human hepatoma, HepG2 sejtvonal sejtjeibol

9 zseb: molekulastly marker

6.2. Periférias vér mononukledris sgtjeinek IL-6R komplex vizsgalata

gyulladasos betegségekben

6.2.1. 1BD betegek szérum IL-6 szint ndvekedése

A Crohn betegek esetében az egészségeseknél szignifikdnsan magasabb szérum IL-6
szintet mértink (11. dora).

5 betegnél mértiink plazma IL-6 koncentréciot (11,13 U/ml, 1,3 U/ ml, 0,78 U/ml,

1,2 U/ml, 1,58 U/ ml) Atlagosan: 1,19Hiba! A hivatkozas forréas nem
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talalhat6.0,4 U/ml-t, szemben a kontrollcsoport IL-6 szintjével, ami 0,2 U/ml alatt
maradt.

Az IBD-s betegek szérum IL-6 szintjei ( 0,2 U/ml, 0,6 U/ml, 0,7 U/ml, 0,18 U/ml,

0,39 U/ml, 0,24 U/ml és négy esetben 0,2 U/ml alatt maradtak) nagyobb szérast
mutattak, mig a kontrollcsoportnal az érték 0,2 U/ml alatt maradt.

A plazma IL-6 szintjében mért értékek tendencigjukban megegyeztek a szérumban
meértekkel, de jéval nagyobb kiltnbségeket mutattak. A szérum-plazma kil 6nbségek
valészinuleg az akamazott modszer miatt adodtak: B9 segjteken a nem fehérjementes
vérplazma mésképp hathat a sejtszaporodésra.

11. abra: Az interleukin-6 szintje egészséges emberek (n=7)
és Crohn betegek (n=10) szérumaban
u/ml IL6
1.4
1.2
1.0 p? 0,01
0,8 7]
s O
0.6 - 0
0,4 e
i O
02 - = 8
L felelele
0 -
egeszseges beteg

6.2.2. Gyulladasos betegsegben szenvedo betegek IL-6R és gpl30 mRNS
expresszigja

Radiol6giai vizsgalatokkal bizonyitottan gyulladasos bélbetegségben (IBD) szenvedo
betegek periférias vérébol izolalt mononuklearis sejteket vizsgltunk. A sejtek Ossz
RNS-ébol elvégzett RT-PCR eredmeényeként a betegek periférias mononuklearis
sgjtjeiben mérsékelten emelkedett membrankotott IL-6R és szignifikansan erosebb slL-
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6R expressziot kaptunk (12/A. abra). A gpl30 MRNS expresszio novekedés szintén
igen kifejezett (12/B. ébra).

12. abra: Az IBD betegek periférias véer mononuklearis
sgjtjeinek IL-6R ésgpl30 expresszidja

A: IL-6 receptor specifikus RT-PCR eredmeénye:

uccb ¢cb ? CbO C C M

« slL-6R
CD: Crohn-beteg; UC: Colitis ulcerosas beteg;
?: glutensensitiv enteropathia ; C: egészséges kontrall;
M: pozitiv cDNS marker.

A felso nyilak ateljes hosszisagl membrankotott IL-6R-t jel6lo PCR
terméket (385 bp), az als6 nyilak ardvidebb sIL-6R PCR terméket mutatj k.

B: 579 bp hosszu gp130 PCR termék

1 2 3 456 7 C CM

SEEs & - R0

MRNS
1,2, 3,4,5,6, 7: Colitis ulcerosas beteg

C: egészséges kontroll, M: pozitiv marker

Miutdn munkacsoportunk korabbi eredményei szerint RA és SLE aktiv szakaszdban
lévo betegek in vitro dexametazon jelenlétében 48 draig tenyésztett limfocitainak
fellluszoiban jelentos kilonbség volt tapasztalhaté a termelt slL-6R mennyiségében, a
molekularis héttér tisztdzasa vegett RT-PCR-rel megvizsgdtuk az IL-6R mRNS
mennyisegét is. RA betegekné inaktiv stadiumban kevésbé, aktiv stadiumban eros
membrank6tott és slL-6R mMRNS expressziot taldtunk (13. dbra). Kimutattuk, hogy a
dL-6R &irodik, csakdgy, mint a membrankotott valtozat, viszont nem taldtunk
kilonbséget a dexametazonnal vagy anélkil tenyésztett sejtek IL-6R mRNS szintjében,
sem a membrank6tétt, sem a szolubilis vatozatot illetoen (14. abra).
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13. &ora: RA-s betegek periférias vér mononuklearis segjtjeinek

IL-6R expresszigja

Reumatoid arthritis betegek inaktiv stadium

1.BETEG 2.BETEG 3.BETEG

IL-6R =

sIL-6R

Reumatoid arthritis betegek aktiv stadium

1.BETEG 2.BETEG 3.BETEG 4.BETEG

IL-6R =
UpAtY 2 1 B 8 e o o o

(Reprezentativ mintak)

14. abra: RA-s és SLE-s betegek in vitro 48 oraig tenyésztett
perifériasvér mononuklearis sgjtjeinek |L-6R expresszioja

1 2 3 4
bp
o 385
=310

Cao De Co De Co De Co De

felso teli nyil: membrankétott IL-6R

also ures nyil: szolubilis IL-6R

1: aktiv SLE, 2: inaktiv SLE , 3: aktiv RA , 4: inaktiv RA
Co: kezeletlen, De: 100pM dexametazonnal kezelt
(Reprezentativ mintak)
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6.3. Az OSM hatdsaaslL-6R keletkezésére HepG2 és M DA-M B435 sgjtvonalon

MDA-MBA435 parentdlis, MDA-MB435 agyi metasztézist add human emlokarcinbma és
HepG2 huméan hepatoma sgjteket 12 Orés széruméheztetés utan 50ng/ ml és 250 ng/ ml
OSM-mel kezeltiik 0,5, 2, 18, 24 és 48 dran keresztll.

HepG2 sgjteknél 30 perces OSM inkubécio utdn a membrankotétt 1L-6R expresszidja
megemelkedett, a sIL-6R mMRNS mennyiségben nem taldltunk valtozast (nincs abra). A
sejteket 18 oréig kezelve, 50 ng/ml OSM hataséra mind a sgjtfelszini és szolubilis IL-6R
MRNS-ének mennyisége megnovekedett (15/A dbra). A magasabb 250 ng/ml-es OSM
kezelés érdekes modon inkabb gétolta a HepG2 sejtek 1L-6R mRNS-ének expresszidjét.
Hasonl6 eredmeények sziilettek 24 és 48 oOras inkubacid utan és fehérje szinten is (nincs
abra).

A dot blot eredmények szerint a HepG2 sejtek 2 6rés inkubécidja utan sIL-6R fehérje az
OSM kezeletlen kontrollban a sejtek fellluszéjabdl egydltalan nem mutathatd ki, 50
ng/m OSM hatédséra miniméis mennyiség, 250 ng/ml OSM hatéséra az 50 ng-o0s
kezeléshez viszonyitva 2-3x-0s mennyiség detektalhatd (16/A. abra). A HepG2 sgjtek,
OSM hatésra, dozisfliggoen tobb sIL-6R fehérjét szecerndltak a fellliszéba. Az RT-
PCR eredmények szerint az OSM kezelések a 30 perces inkubaciohoz hasonl6an 2 6ra
aatt is csak az IL-6R membrankotott formga emelték, a sIL-6R RNS mennyiség
valtozasa nem volt mérheto (16/B abra). A fehérjeszinten kimutathatdé vatozasnak
hatterében igy feltehetoen nem az aternativ , splicing” befolyasolasa, hanem esetleg a
,shedding” noévelése, vagy az dternativ ,splicing” révén Ilérgott forma
poszttranszkripci s tal akitédsanak, szecernalasanak el osegitése al.

Az MDA-MBA435 sejteket 48 oran & OSM-mel kezelve, az OSM  mindkét
koncentracioban erosen stimuldja a sIL-6R mMRNS képzodést MDA-MB 435
emlokarcinbma sejitvonalon (17. &ora), de a hatés 24 6ras és rovidebb ideig tartd

kezel ésnél nem mutathato ki (nincs abra).
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15. abra: 18 6ras OSM kezelés hatdsa HepG2 I L-6R expresszigjara

4mm L6R

sIL-6R

1 2 3 4 5
A:RT-PCR andlizis: az IL-6R membrankotott forméajat kédold mRNS (iires nyil,

385 bézispér) ésardvidebb slL-6R-t reprezentd 6 mésodik csik (fekete nyil) HepG2
human hepatoma sejtvonalon. 1. sav: 50 ng/ml; 2. sav: 250 ng/ml human rekombinans

OSM; 3., 4. sav: kezeletlen kontroll, 5. sav IL-6R cDNS marker.

- |
E 20 | mIL-6R
(@)]
c % |
= I
2 |
O o |
I I I
0 50 100 150 200
%
=
5% JL-6R
- 50
=
2 |
O o |
0 50 100 150 200
%

B: OSM hatasa a membrank6tott (miL-6R, felso panel) €s szolubilis (slIL-6R,

als6 panel) IL-6R génre HepG2 sejteken
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16. dbra HepG2 sIL-6R termelése 2 6rds OSM kezelés

hatasara

OSM hatasa HepG2 sejtek sIL-6R fehérje
expresszidjara

kontrol 50 ng/mli 250 ng/ml

higitas

O P N W b~ O O N

A: Dot blot eredmények NIH 3T3 SIRI sejtvonal fellliszdjanak
higitési sordhoz viszonyitva

50 rag il S0 K K K K

B: az RT-PCR eredmények az mRNS expresszi6t mutatjak

17. dbra: OSM hatésa a szolubilisIL-6R fehérje
expressziora M DA-M B435 human emlokarcinoma
sejteken

250

50
o [ 1

OSM ng/ml

0 100 200 300 400 500
%

sIL-6R ELISA eredmények (reprezentativ mintdkon bemutatott
eredmények.)
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Irodalmi adatok szerint kilénbdzo emlotumor segjtvonalak OSM-t expresszal hatnak
(14), ezért femerilt annak a lehetosége, hogy az endogén mdédon termelodo OSM
befolyasolja az eredmeényeket. (Mg sgjtek irodalmi adatok szerint nem termelnek OSM-
t, csak OSM receptort expresszalnak (55).)

Ennek vizsgalata érdekében az MDA-MBA435 sgjteket 12 6rés széruméheztetés utan 0.5,
5 10 ?g/ml ant-rOSM antitesttel kezeltik, hogy az endogén OSM hatasat
kikUisz6bdljuk.

Elokisérletkent U266 sejteket kezeltink 24, 48 érén & 0,5, 5 és 10 ?g/ml anti-OSM-
mel, mivel ez a myeloma sgjtvonal eros IL-6R és sIL-6R expressziot mutat €s irodalmi
adatok szerint bizonyos myeloma sejitvonalak OSM-t termelnek (28). A kezelés
eredmeénye: az antitest dozisfiggoen emeli a membrankotott 1L-6R expressziot és
dozisfiiggoen gatolja a szolubilis IL-6R mMRNS expressziét (nincs bra).

A kétféle, parentdlis eredetu és agyi metasztézist add MDA-MB435 segjtvonalon
ugyanazt az eredményt kaptuk, miszerint az antitestkezelés kdvetkeztében a szolubilis
IL-6R mennyiség megnott. Az RT-PCR termékeken az IL-6R mind membrankotott,
mind szolubilis formgara specifikus expresszidés értéket a GAPDH expresszios
értékekhez normalizaltuk. 0,5 ?g/ml koncentréacidban 18 és 24 érés kezelések alatt a
feltételezett endogén OSM-t , hatastalanitva’ eredményeink szerint a sIL-6R MRNS
szint 2-3-szoroséra nott, majd 48 o6raval a kezelés utan, a kontrollhoz képest nem
mutattunk ki expresszids vétozast (18/A. dbra). igy feltételezheto, hogy az antitest
adasa utan 48 dravad mé& termelodott sga OSM. Ugyanezek a kezelések a
membrankotott forma mMRNS—ének  kifgezodését hasonloképp befolyasoltak. A
transzmembran domént tartalmazd IL-6R RNS mennyisége 18 drés inkubécid alatt
jobban nott amint az endogén OSM hatését legatoltuk, mint a szolubilis IL-6R-é (18/B
abra). A 24 6rés inkubacio viszont a sIL-6R RNS-nek a membrankétéott 1L-6R-hoz
viszonyitott nagyobb aranyl ndvekedésével jart egyitt.
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18. dbra: Anti-OSM kezelés hatdsa | L-6R génexpressziora.

450

0,5 ug/ml anti-OSM kezelés hatasa

IL-6R mMRNS expresszidra

400
350

300

250

%

200
150

100

50 A

O kontroll

MDA-MB435P

0 MDA-MB435B

I

18h

24 h

48 h

300

0,5 ug/ml anti-OSM kezelés hatasa slL-

6R mMRNS expresszidéra

250
200

X 150
100

50 1

O kontroll
MDA-MB435P|
0O MDA-MB435B

18 h

24h

48 h

A: RT-PCR eredmények MDA -MB435P parentalis emlotumor sejtvonalon és
MDA -MB435B agyi attétet adé emlotumor sejtvonalon. Az OSM gatlasa 18
oOras kezelés soran mindkét vonalon négy-, illetve kétszeresére emelte mind a
membrankétott, mind a szolubilis receptor expresszidjat. 24 6rés anti-OSM

kezelésnél csak a szolubilis receptor expresszié emelkedett, a membrankotétté

nem.
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Anti-OSM

5ug  5ug 0,5ug 0,5ug K K marker
? IL-6R
? slL-6R

B: 18 6ras anti-OSM kezelés hatdsa MDA MB435B sejtek 1L-6R mRNS
expresszidjara
(K: kezeletlen kontroll)

MDA-MB435 sejitvonalon tehat az exogén OSM 24 &an belil nem, hanem hosszabb
ido mulva, 48 ora elteltével fejtette ki sIL-6R expresszid névelo hatését, mig az endogén
OSM gatléséva 24 déran belll hasonl6 sIL-6R expresszio ndvekedést |ehetett kimutatni.
Az exogén OSM 50 ng/ml-es koncentracioban a HepG2 majsejteken az MDA-MB435
sejtekénél hamarabb, mar 24 éran belll kifgjtette sIL-6R expresszié ndvelo hatasat.

6.4. AzlL-6illetveazslL-6R hatasa az slL-6 receptor keletkezésére

HepG2 sgjteken RT-PCR-rel mértik a génexpresszios, illetve dot blottal hataroztuk meg
a fehérjeszintu vétozasokat. IL-6, illetve IL-6 és sIL-6R egyideju hozzaadasaval
vizsgaltuk a vatozasokat révid inkubacios ido (30 perc) aatt. 10 ng/ml IL-6 nem, mig
20 ng/ml IL-6 adésa a kontrollhoz képest 6nmagaban és sIL-6R-ral egyltt adva is
megemelte a fellliszéban a sIL-6R fehérje mennyisegét (19/A. abra).

Ugyanezeknek a segjteknek IL-6R RNS-ében is megvaltozott expressziot taldtunk: 30
perces 10 illetve 20 ng/ml IL-6 kezelés is emelte a membrankdtott receptor RNS
mennyiségét, a hozzgjuk adott 135 ng/ml sIL-6R azonban csak kisebb expresszios
véaltozast idézett elo (19/B. &bra).
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19. &ra IL-6 és sIL-6R kezelés hatdsa HepG2 sejtek IL-6R

expresszigjara

IL-6 és sIL6R hatadsa HepG2 sejtek sIL-6R fehérje
termelésére

kontrol 10 ng/ml IL-6 20 ng/ml IL-6

higitas

O B N W b~ 0O O N

A Dot blot eredmények astandard higitasi sor értékeiben megadva.
Az alkalmazott sIL-6R koncentracié minden esetben 135 ng/ml

volt.

B> Interleukin-6 receptor specifikus RT-PCR
IL-6-tal és sIL-6R-ral kezelt HepG2 sejteken

1. 1. 2 2 3 3 4 4 5 5

1. kontroll

2.10 ng IL-6/106 sejt

3.10ng IL-6 + 130 ng sIL-6R/10° sejt
4,20 ng IL-6 /106 sejt

5.20ng IL-6 + 130 ng sIL-6R /106 sejt
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6.5. IL-6,sIL-6R éslIL-6+ sIL-6R egyittes hatasara bekdvetkezo génexpresszios
mintézat valtozas HepG2 hepatoma sejtvonalon

Kisérleteinkben humén HepG2 segjteket haszndltunk, amelyek maguk is expresszalnak
IL-6 receptort. A sgiteken alandéan expresszalddé IL-6R-on & bekbvetkezo
citokinhatast néveltik tovabbi sIL-6R hozzaadasaval. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a dL-6R jelenlétében a sgjt génexpresszios mintazatdban bekovetkezett jellegzetes
valtozasok zgjlottak le.

Az dtaunk haszndlt macroarray kit-en 578 humén gén expresszidjdnak vatozasa
kovethettiik nyomon.

A paneleket IL-6-tal, sIL-6R-ral és a ketto kombinéciojaval kezelt HepG2 cDNS-ekkel
egyarant hibridizaltuk.

23 gén esetében, ahol a kezeletlen kontrollban konstitutiv expresszié nem volt
kimutathatd, az IL-6 és sIL-6R egylttes adasa aktivaciét vatott ki. (5. tablazat). Ezek a
gének a sgtciklushan szerepet jatszd fehérjék, onkogének (pl. fosrelated antigen),
citokinek (pl. hepatoma derived growth factor), receptor prekurzorok (pl. IL-2R beta,
inzulin és Osztrogén receptor) kodolaséért felelosek. Kuldndsen magas expressziot
indukdlt az IL-6/sIL-6R egyuttes alkalmazasa egy transzkripcios represszor, az NF-X1
esetében.

Emlitésre méltd expresszios novekedést valtott ki az IL-6/sIL-6R kezelés hatésa a
kezeletlen kontrolhoz képest masik 18, konstitutivan is expresszd édé génben is. Ezek
onkogének (c-myc: 6.4-szeres emelkedéssel), citokinek (VEGF: 7.5-szeres, hepatocyte
growth factor like protein: 3.6-szoros emelkedés), receptorok (tiroid hormon receptor:
15.7-szeres, EGF-receptor: 4-szeres, SAS [transmembrane 4 superfamily protein]:11.7-
szeres emelkedés), a CAMP jelatviteli Ut tobb eleme (CREB: 5.9-szeres, ATF-4 cAMP
dependens transzkripcios faktor: 8.3-szoros emelkedés) ( 6. tablazat). Joval kevesebb,
mindossze 5 gén esetében tapasztaltunk génexpressszio csokkenést a kezeletlen
kontrolhoz képest az IL-6/sIL-6R egyittes hatasara (pl. 81%-0s gétlas egy DNS repair
fehérje, illetve a ribonukleaz/angiogenin inhibitor [RAI] gyakorlatilag teljes gétlasa).
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5. tablézat: 1 L-6 és sl L-6R egylttes adasakor aktivaldédo gének

A valtozast a negativ kontroll génexpresszi6s atlagédhoz (100%) viszonyitva adtuk meg.

gén

MRNS szint valtozas

Prohibitin (PHB)

263

Transforming protein (RHO12) 212
Fosrelated antigen 2 (FRA2) 272
EB1 protein 311
Cell division cycle protein 25A (cdc25A) 190
G2 mitotic specific cyclin A 278
G1/S specific cyclin D1 282
Cyclin dependent kinase 4 inhibitor 199
Gl/S specificcyclinE 196
C1 207
Cell division cycle protein 25B (cdc25B) 234
Helix-loop-helix protein 1 R21 179
DNA-binding protein SMBP-2, glial factor (GF-1) 208
CACCC box DNA binding protein 216
DNA bindig protein 116 (HIP116) 194
Estrogen receptor (hSNF2b) 190
Transcriptional repressor NF-X 1 490
RNA polymerase |1 elongation factor Sl11 p15 subunit 285
Homeobox protein B7 (HOXB7) 213
Inulin receptor precursor 279
Interleukin-2 receptor beta subunit precursor 252
Hepatoma derived growth factor 234
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6. tébldzat: sIL-6R és IL-6 egylttes adasanak hatasara megvaltozott

expresszioju gének. A valtozast anem kezelt kontrollhoz (100 %) viszonyitva adtuk meg.

gén MRNS szint valtozas
C-myc oncogene 640
Thyroid hormon receptor 1057
Tumor suppressor LUCA 1, hyaluronoglucosaminidase 457
DNA-binding protein inhibitor (ID-1) 621
Prothymosin alpha 610
Bullous pemphigoid antigen 1 306
Transmembrane 4 superfamily protein 1177
Gl/S-specific cyclin D3 1572
CyclinH 395
G2/mitotic specific cyclin B1 777
Erythrocyte ureatransporter 705
CAMP response element binding protein 1 (CRE-BP1) 625
CAM P-response element binding protein (CREB) 588
CAM P-dependent transcription factor ATF-4 827
Nuclear factor 45 (NF-45) 492
Epidermal growth factor receptor 400
Vascular endothelial growth factor precursor 753
Hepatocyte growth factor like protein 358
CAMP dependent protein kinase type beta 1 22
Growth arrest/DNA damage inducible protein (GADD 153) 28
DNA damage repair/recombination protein 52 19
Inhibitor of apoptosis protein (IAP3) 0
Ribonuclease/angiogenin inhibitor (RAI) 0

Azokna a géneknél, ahol a kezeletlen kontroll génexpresszigjdhoz képest az IL-6-nak
O6nmagaban jelentos serkento hatasa volt tapasztalhatd, a slL-6R hozzéadésa dtalaban
nem befolyasolta szamottevoen a citokin egyedili hatasat. Két gén expresszidja esetén
azonban a slL-6R jelenléte jelentos génmukddés serkentést valtott ki (egy DNS-kéto
protein inhibitor és a D3 ciklin esetén), mig négy mask génné a kontroll expresszés
szintjéig hatéstalanitotta a citokin hatasét (az apoptézisban szerepet kapd CD40L, és
mikroszomalis glutétion transzferdz, valamint két citokin prekurzor: a PDGF?-€é és a
CTGF-é) (20. &bra).
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20. dbra: IL-6 és sIL-6R kezelés hatdsa a génexpressziora Az értékeket az dlag

expresszidhoz (100%) viszonyitva adtuk meg. A pirossal kiemelt gének esetén az IL-6-tal egyiitt

adva a génmukddést jelentosen additivan serkenti, vagy csokkenti aslL-6R.

600 1

500

400 A

300 1

200 A

100 A

O kontroll
IL-6
IL-6+sIL-6R}

-
1 2 3 456 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 2021 22 23 24

1. cAMP-dependent transcription factor ATF-4

2. tumor suppressor LUCA 1, hyal uronoglucosaminidase
3. DNA -binding protein inhibitor (ID-1)
4. prothymosin alpha

5. bullous pemphigoid antigen 1

6. transmerrbrane 4 superfamily protein
7. G1/Sspecific cyclin D3
8. cyclinH

9. G2/mitotic specific cyclin B1

10. erythrocyte ureatransporter

11. cAMP response element binding protein 1 (CRE-BP1)
12. transducin beta 2 subunit 2

13. STAT-6

14. CD40L

15. microsomal glutathion S-transferase
16. nuclear factor 45 (NF-45)

17. epidermal growth factor receptor
18.ICAM-1

19. platelet derived growth factor B subunit precursor

20. insulin-like growth factor binding protein 1

21. vascular endothelial growth factor precursor

22. fibroblast growth factor receptor 1 precursor

23. hepatocyte growth factor like protein

24. connective tissue growth factor precursor
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Azoknak a géneknek az esetében, ahol a kezeletlen kontrolhoz képest jelentos az IL-6 és
slL-6R egyttes hatasa, atalaban azt tapasztaltuk, hogy a slL-6R jelenléte tovabb noveli
az IL-6 6nmagaban kifejtett hatasat is (22. abra). Néhany gen esetében az IL-6-nak
O6nmagaban alig van, vagy egyataldn nem mutathat6 ki hatésa, mig a sIL-6R-ral egytt
adva a génaktivaas nagyon jelentos (CREB, ¢-myc, tiroid hormon receptor).

Eredményeink szerint a sIL-6R-ral (6nmagéban) tortént kezelés hatasara a gének
zOmének expresszija nem vdatozott. Csak egy gén van (CAMP-response el ement
binding protein, CREB-P1), amelynek az expresszigja jelentosen megemelkedett, tiz
masik géné viszont erosen lecsokkent a slL-6R—ral tortéent kezel és hatasara (7. téblazat).
A gétlas meglehetosen eros (70-100%), kildndsen az apoptozis inhibitor IAP3 gén, a
hEGR1 early growth response protein és egy ets transzkripcios faktor, az NERF2
esetében.

7. tébldzat: HepG2 sejtek génexpresszios valtozasa slL -6R-ral valo kezelés
utan Atlas macroarray differential display analizis. A véltozast a nem kezelt kontrollhoz (100
%) viszonyitva adtuk meg.

gén MRNS  szint
véltozas

CAMP response element binding protein ( CRE-BP1) 454

CAMP dependent protein kinase type | betaregulatory subunit (PRKAR1B) | 16

RecA-like protein (HsRad51) 21

DNA damage/repair recombination protein 52 3
Ataxiateleangiectasiaprotein (ATM) 31

Deltalike protein precursor (DLK) 29

Endothelin 2 (ET2) 23

Ribonuclease/angiogenin inhibitor (RAI)

Early growth response protein 1 (hEGR1)

30
Inhibitor of apoptosis protein 3 (IAP3) 0

0

0

Ets transcription factor (NEFR2)
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22. dora. Az IL-6 ésslL-6R egylittes hatasara bekdvetkezo génexpresszio.
Az értékeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100%) adtuk meg.

A pirossal kiemelt géneknél az IL-6 csak a slL-6R-tal egyditt fejti ki génexpresszié ndvelo
hatését.

1800 1
1600
1400
1200
1000
800
600 -
400
200 A
0 A

%

IL-6

IL-6+sIL-6R

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1. c-myc oncogene

2. thyroid hormon receptor

3. tumor suppressor LUCA 1, hyal uronoglucosaminidase
4. DNA-binding protein inhibitor (ID-1)

5. prothymosin alpha

6. bullous pemphigoid antigen 1

7. transmembrane 4 superfamily protein

8. G1/Sspecific cyclin D3

9. cyclinH

10. G2/mitotic specific cyclin B1

11. erythrocyte ureatransporter

12. cAMP response element binding protein 1 (CRE-BP1)
13. cAMP-response element binding protein (CREB)

14. cAMP-dependent transcription factor ATF-4

15. nuclear factor 45 (NF-45)

16. epidermal growth factor receptor

17. vascular endothelial growth factor precursor

18. hepatocyte growth factor like protein

Azoknd a géneknédl, ahol a kontrollhoz képest a sIL-6R ©nmagaban negativan
befolyéasolta a génexpressziot, mind az IL-6 egyeduili, mind sIL-6R jelenlétében kifejtett
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hatasa dtalaban nem hatott a génexpressziora, igy a slL-6R-nak maganak tulgjdonithato
gétl6 szerep. Ez a6l képez kivételt egy, a cAMP jeléatviteli Utban szerepet jatszo protein
kindz, és egy DNS repair proteinnel homolog fehérje, amelyeknek az expresszigjéat a
citokin, a receptor, és a ketto egyttes hatésa egyarant gatolja. Tovébbi négy gén esetén
aslL-6R gétlo hatdsa a citokin jelenlétében is megmarad (21. &ora).

21. &bora: sIL-6R kezelés hatasar a lecsokkeno génexpresszio

Az értékeket az &tlag expressziohoz (100%) viszonyitva adtuk meg.

A z6ld oszlopokban a csak slL-6R-ral tértént kezel és eredménye | athato.

A pirossal kiemelt géneknél a slL-6R gétl6 hatasaaz IL-6-tal egyitt advais megmarad.

1200 1

1100 T

1000 17
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O kontroll
IL-6

600 T HsIL-6R
500 1 IL-6+sIL6R
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400 H h

300 T B

200 T

kK

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1. cAMP dependent protein kinase type beta 1

2. MAPKAP kinase

3. DNA -repair protein RAD51 homolog

4. DNA damage repair/recombination protein 52
5. ataxiateleangiectasia protein (ATM)

6. delta-like protein precursor

7. endothelin 2

8. ribonuclease/angiogenin inhibitor (RAI)

9. inhibitor of apoptosis protein 3

10. early growth response protein 1 (hEGR1)

11. etstranscription factor
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A sIL-6R csak hdrom gén expresszigja (a C/EBP inhibitor GADD 153, egy DNS repair
enzim és egy ribonukledz inhibitor) esetén gatolta jelentosen az IL-6 Gnmagaban
génaktivalo hatasét (23. dbra).

23. &ora: sIL-6R hatésara bekovetkezo, az | L-6 hatdsat csokkento
génexpresszio
Az értékeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100%) adtuk meg.

200 '|
150 IL-6
S 100 O sIL-6R
IL-6+sIL-6R
50

0

1. growth arrest/DNA damage inducible protein (GADD 153)
2. DNA damage repair/recombination protein 52
3. ribonuclease/angiogenin inhibitor (RAI)
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7. MEGBESZELES

A tobbkomponensu IL-6 receptor specifikus citokinkéto része, a gp80 alegység a
szervezet seitjeinek csak egy részén expresszalodik a membranon. A gpl30 jelétviteli
alegység azonban ismereteink szerint, bar kilonbdzo mennyiségben, de vaamennyi
magvas sgt felszinén expresszalodik. Az IL-6R szolubilis formgja egyarant képes a
citokin megkdtésére és a gpl30-hoz valo kapcsolddasra, ezért a szolubilis IL-6R az
agonistaként hatd szolubilis receptorok kozé tartozik. Az 6sszes tobbi szolubilis
forméban elofordul 6 citokinreceptor kézul csak a szolubilis CNTF receptor, a szolubilis
IL-11 receptor és a zolubilis GDNF receptor fet ki a liganddal 6sszekapcsolodva
ugyanilyen agonista hatést a célsgjten. Legujabban a szolubilis IL-1RI-rol irték még le,
hogy human dermdlis fibroblasztokon agonista hatasa van, az ,ataldnos’ sejtekre
kifgjtett antagonista hatas mellett (129). Figyelemre mélt6, hogy a CNTF és az 1L-11
ugyanazt a jelaviteli rendszert haszndlja, mint az IL-6, mig a GDNF és IL-1 més
jelétvivo rendszereket aktivalnak (16, 8, 147). Minden més citokin esetében a szolubilis
receptor antagonista hatésu, mivel a ligand megkotéséért kompeticioban al a sejtfelszini
formava (41).

Az exogén sIL-6R/IL-6-bdl és endogén gpl30-bdl &l komplexek ugyanigy a
hagyomanyos JAK/Stat jelatviteli utat hasznaljak, mint az IL-6R-t expresszalo sgjtek
endogén komplexel (139, 51). A ligand megkotése utdn kialakuld sIL-6R/IL-6
komplexek azokra a segtekre is hatnak, amelyek nem expresszdnak mérheto
mennyiségu endogén gp80-t. Igy a kordbban IL-6-ra nem fogékony sejtek — ,1L-6R-
negativ’ sejtek —a szolubilis IL-6R jelenlétében IL-6-tal aktivadhatok, vagyis az slL-6R
kiszélesiti az IL-6-ra érzékeny sejtek valasztékédt. Ennél fogva a keringésben jelenlévo
IL-6/sIL-6R komplexet egy Ujabb, az IL-6 mellett elofordul 6 heterodimer citokinként is
lehet jellemezni (53). Az SIL-6R keletkezés korllményeinek felderitése kil ondsképpen
azért indokolt, mert Ugy tunik, a sSIL-6R jelenléte egy sor élettani folyamat
megvaltozasaban jatszik szerepet. A szolubilis receptor jelenlétében az IL-6 hatdsa
kiterjesztodik, hiszen a csak gpl30-t expresszal6 sejteken is képes vélaszt kivatani. Az
IL-6 szolubilis és membrank6tott  receptoron  keresztll  |étrgdvo  hatdsaiban
megfigyelheto kilonbségek egyes betegségek patogenezisében szerepet kaphatnak,
tekintve, hogy szamos kulonféle betegsegben megvatozott szérum sIL-6R szintet
mértek. A vérplazma megemekedett sIL-6R szintje néhany daganatos és autoimmun

betegség, illetve fertozés patogenezisében (pl. rheumatoid arthritis, szisztémés lupus
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erythematosus és HIV-vel egylitt jaro betegségek) (58, 2, 114, 46) azt mutatjék, hogy a
slL-6R- nak jelentos patofiziol6giai szerepet tulgjdonithatunk. Fontos, hogy ekl dnitsiik
a lokalisan megemelkedett sIL-6R szintet a szisztémasan megjeleno sIL-6R szint
emelkedéstol. Egyes kérképekben, mint példaul a myeloma multiplex, a szisztémasan
megemelkedett sIL-6R szint hozhaté Gsszefliggésbe a betegség kialakulasaval (69).
Ugyanakkor rheumatoid arthritisben a szinovidlis folyadék megemelkedett slL-6R
szintje korreld az iziletbe dramld fehérvérsgtek tOmeges megjelenésével és a
csontfelszivodas mértékével, ami a sIL-6R lokdlis hatasara utal (140, 18). Annak
kideritése, hogy mi szabalyozza a sIL-6R koncentréciot, a betegsegek kialakuldsa sorén
mikor termelodik, mely faktorok modositésaval jatszik szerepet a betegségek
kialakitédsdban, nagyon fontos kérdések.

A szolubilis IL-6 receptor képzodésének kétféle modja ismert: altalaban a sgjtfelszini
proteazok (tobbnyire metalloproteindzok) aktivalodasaval fehérje szinten; masrészt az
IL-6R MmRNS aternativ hasitasdval RNS szinten alakulhatnak ki. Az elobbi esetben a
sgtfelszini receptor extracelluléris része valik le a ,,hagyomanyosan” kihorgonyzott
fehérjérol, utdbbi esetben pedig egy ma hidnyos, a transzmembrdn domént nem
tartalmazé fehérje keletkezik. Mindkét modon |étrgj6tt szolubilis IL-6 receptor fontos
szerepet jaiszik az IL-6 éettani hatékonysagaban, mivel megnévelik biologiai fé-
életidgét (103). Ez atény két fontos kérdést vet fel: hogyan keletkezik a szolubilis IL-6
receptor, illetve mi a kdvetkezmeénye a szolubilis IL-6 receptor jelenlétének.

Arrdl, hogy (pato)fizioldgiasan mi szabalyozza a proteolizissel keletkezo sIL-6R, illetve
az alternativ ,splicing” révén kialakulé slIL-6R mMRNS megemelkedett szintjét nagyon
keveset tudunk. A membrank6tott IL-6R expresszidjanak szabalyozasaban ragyon sok
faktor vesz részt: citokinek, mint az IL-1, az OSM, a LIF, valamint maga az IL-6 is (32,
144). Egy szintetikus glukokortikoid szarmazék, a dexametazon dozisfliggoen erositi az
IL-6R génexpresszidt (79). A biogén aminok kozul a hisztamin szintén befolyésolja az
IL-6R kifejezodését, attdl flggoen, hogy H1 vagy H2 receptoron fejti ki hatasét, a
hisztamin hatasara megemelkedik vagy csokken a sgtfelszini IL-6R mennyiség (79). A
szolubilis IL-6R képzodése és a sgjtfelszini forma kel etkezése nem parhuzamosan zgjl6
folyamatok, az IL-1 példaul emeli a sIL-6R-t kodol6 mMRNS mennyiséget, mikézben

csokkenti a membrank6tott forma expresszidjat (32, 144).

Kisérleteink tervezésekor a szolubilis IL-6 receptor aternativ ,, splicing” révén keletkezo

formganak MRNS szintu kimutatdséra nagyon kevés informacidval rendelkeztiink.
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Kisérleteinkben a sIL-6R mRNS szintu kimutathatosagét kivantuk igazolni, illetve
kulonbozo rendszerekben az alternativ ,splicing” révén keletkezo forma expresszios
valtozésainak nyomonkovetését céloztuk meg. Ezenfelil a sIL-6R génexpressziora
gyakorolt hatését kivantuk vizsgalni.

Az dtalunk haszndt RT-PCR reakcidban eloszér mutattuk ki egyttt az IL-6 receptor
membrankotott formgjdnak RNS-e mellett a transzmembran régié nékdli, aternativ
»Splicing” révén létrejtt szolubilis IL-6 receptor RNS-ét is. A sIL-6R alternativ
»Splicing” révén keletkezett form§énak kimutatasa az eddig haszndlt ELISA modszer
mellett, a keletkezés mechanizmusara ad felvilagositast.

Vizsgdatainkat human eredetu sejtvoralakon és autoimmun betegségben szenvedo
emberek periférias limfocitain végeztik. Minden atalunk vaasztott sejtben kildnbozo
mértékben expresszalddik a membrank6tott ligandspecifikus alegység és a jelatvitel ért
felelos gp130 is.

A kisérleti eredmények alapjan minden dtalunk valasztott rendszerben a sIL-6R mMRNS-
ének expresszidja aacsonyabb, mint a membrankotott forméé.

A roéviden IBD-nek nevezett gyulladésos vastagbélbetegségek évtizedek odta a
gasztroenterologus kutatok és Klinikusok érdeklodésének homlokterében dlnak, a
betegség pathogenezisének jobb megismerése végett. Az IBD két kronikus megjelenési
formgja a colitis ulcerosa és a Crohn-betegseg. Az allatmodelles kisérletek eredményei
6s a genetikai informaciok bovilése szerint a nydkahartya szerkezete és az
immunologiai  status — HLA antigének, adhéziés molekulak - genetikai
meghatérozottsdga nagymértékben befolyasolja a betegség kialakuldsét. A lokais IL-6
génexpresszio emelkedése a gyulladt szovetekben, a megemelkedett IL-6 szint
kovetkezmenyeként amgj altal termelt akutfazis fehérjék (pl. CRP) jellegzetes valtozasa
avérben az IBD jellegzetes markereinek tekintheto.

Radiol6giai vizsgalatokkal bizonyitottan gyulladasos bélbetegségben (IBD) szenvedo
betegek periférids vérének vizsgdlatakor igazoltuk, hogy a betegek széruméban magas
IL-6 szint mérheto. Bizonyitottuk, hogy a periférias vér izoldlt mononukledris sejtjein
megemelkedett  sgjtfelszini  gpl30, és sgtfeszini IL-6R  mennyiség taldhato.
Kimutattuk, hogy a specifikus ligandkéto IL-6R nemcsak membrankotott, hanem
aternativ , splicing” kialakulo formganak RNS szintje is kifejezetten magasabb 1BD-
ben. Az emelkedett IL-6 szint és a receptorkomplex minden tagja génexpresszi6janak
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novekedése egybeeso és Osszekapcsolddd események. Kisérleteink  alapjan
feltételezhetjik, hogy a periférias vér limfocitdinak IL-6-ra valo érzékenysége az slL-
6R aternativ ,splicing” létrg6tt formga megjelenésével, és a gpl30 expresszio
erosodésével, megnovekszik a gyulladés hatasara. Mindez az IL-6 hatas elhizddd
érvényeslilését szolgdlja. Mivel a gpl30 nemcsak az IL-6, hanem tovabbi hat citokin
receptorkomplexében jatszik szerepet a jelavitelben, megemelkedett expresszidja az
Osszes ilyen citokin reaktivitésat befolyéasolhatja az |BD-ben.

A rheumatoid arthritis (RA) szisztémés autoimmun betegség, az | BD- hez hasonl6an
ismeretlen eredetu. A betegség kifejlodéséért genetikai tényezok és kornyezeti tényezok
egyarant felel ossé tehetok, de az bizonyitott, hogy az IL-6 kdzponti szerepet jatszik a
betegség kialakitasaban. Az ismeretlen antigén dtal aktivalt Thl-segjtek az iziletekben
infiltralj&k a synovialis hértyat, az aktivalt synovialis sejitek egyéb (TNF?, GM-CSF)
citokinek mellett IL-6-t termelnek. Az IL-6 altal aktivalt B-sejtek rheumatoid faktort
termelnek, mely immunkomplex képzése révén a komplement rendszert aktivalja, ami a
folyamat felerosddésehez vezet. Szamos esetben a betegek kil 6nbozo testfolyadékaiban
aslL-6R jelenlétét is kimutattak (kordbban mi is igazoltuk jelenlétét), a betegeknél az
IL-6 éssIL-6R szint és az RA aktivitésa kozott korrelacio észlelheto (111), ugyanakkor
még mindig tisztédzasra vér, hogy a siL-6R lokalis forrasokbdl ered-e, vagy szisztémas
eredetu (18).

Indirekt ELISA modszerrel munkacsoportunk is igazolta RA és szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) szenvedo betegek plazmajdban az sIL-6R jelenl étét, és RA
betegek synovialis folyadékaban szignifikansan magasabb szintjét.

Inaktiv st&diumban [évo RA betegek periférids vérébol szdrmazd tenyésztett limfociték
gyengébb, az aktiv stadiumbdl szarmaz6 limfocitdk eros membrankétott és siL-6R
MRNS expressziét mutattak, ami jelentos limfocita aktivaciora utal. Meglepo modon a
dexametazon hatasa az 1L-6R membrank6tdtt formganak mRNS szintu hasitasara nem
mutatott ilyen egyértelmu vatozasokat. In vitro dexametazon kezelés az
egészségesekbol szarmazd limfocitékban fokozta az sIL-6R fehérje termelodést,
ugyanakkor rheumatoid arthritisben szenvedo betegek limfocitéin gatolta. Ugyanakkor
MRNS szinten az RA betegek sIL-6R mennyisége nem volt alacsonyabb a kontrollénal,
dacara a fehérje szinten bekovetkezett latvanyos csokkenésnek. sIL-6R kifeezodést
(79). Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az sIL-6R kifejezodés nagyon
Osszetett szabdlyozas alatt alé folyamat, mvel mind az mRNS szinten bekovetkezo
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aternativ hasités, mind a fehérjeszintu keletkezéshen szerepet jatszd metalloproteinazok
helyi aktivacidja vagy gétlésa befolyasolja.

Human mintakon veégzett kisérleteinkben IBD és RA betegsegekben szenvedo emberek
periféridss mononuklearis sgjtjein kimutattuk az alternativ ,,splicing” révén keletkezo
dL-6R expressziot. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a ,splicing”
megnovekedett mértéke kimutathatéan hozzgjarul e betegségek patogenezisében
szerepet j&tsz0 sIL-6R készlethez.

Irodalmi adatok alapjdn tudjuk, hogy az IL-6 megemelheti sgjé receptoranak
expressziojaa myeloma segtvonalon (144). Miutan az IBD és RA betegek
vérplazmgaban megemelkedik az IL-6 és sIL-6R koncentrécio, valamint a betegek
periférias verének mononuklearis sejtjeinek vizsgalatakor eros sIL-6R expressziot
tapasztaltunk, felmerllt benniink a kérdés, hogy az IL-6-nak és a slL-6R-nak vane
hatésa az IL-6R mRNS alternativ , splicing” folyamatara.

Kovetkezo kisérleteinkben ezért arra a kérdésre keresttk a valaszt, hogy a slL-6R
aternativ ,splicing” révén kiaakul6 formganak keletkezésében szerepet jatszik-e
ligandja, illetve autokrin modon befolyasolja—e a ,splicing” erossegét a szolubilis
forma. Irodami adatok alapjan al4 kivantuk tamasztani azt a megfigyelést is, hogy az
IL-6 citokincsaléd egyik tagja, az OSM befolyasolja az aternativ ,, splicing” mértékét az
IL-6R esetében (12). Mivel az OSM receptor komplexében szintén megtaldhatd a
gpl130 lanc, ajelenség egy Uj szabalyozas Ut lehetosegét veti fel.

In vitro kisérleteinkben az egészséges emberekben mért szérum IL-6, sIL-6R és OSM
koncentracioknal nagyobb, bizonyos betegsegekben elofordulé koncentraciokban
alkalmaztuk az anyagokat. (Az IL-6 norma szérumkoncentrécidja kevesebb, mint 3
pg/ml, a slL-6R-é 70-90 ng/ml, mig OSM gyakorlatilag nem mérheto, kevesebb mint
0,1 pg/ml (113, 112, 30, 35).

Kisérleteinkben human hepatoma és emlokarcindma sejtvonalakat hasznalva azt
tapasztaltuk, hogy az OSM d&tadban megemeli, vagy épp ellenkezoleg némileg
csokkenti a membrankdétott és szolubilis IL-6R mMRNS- és fehérjeszintu kifejezodését.
Mind a folyamatok kinetikgja, mind az optimalis dézis erosen sgjtspecifikus.

Az, hogy HepG2 hepatoma sejtek 2 6ras OSM kezel ésre koncentréci 6f iggoen termelik
az dL-6R-t, mig RNS szinten nem mutathato ki valtozas a génexpresszidban, arra utal,
hogy az OSM ilyen rovid tavl hatasa nem az alternativ ,splicing” folyamatét
befolyasolja, hanem az dternativ ,splicing” Utjan létrejott forma poszt-transzkripcios
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atalakitasat, szecerndlasat segiti €lo, esetleg a ,,shedding” mértékének novelését idezi
elo. A segjteket 18, 24 vagy 48 oraig kezelve, a kisebb dozisi OSM megemelte mind a
membrankotott, mind a szolubilis IL-6R mMRNS mennyiséget is.

MDA-MB435 sgjteken csak hosszabb, 48 6ras OSM inkubéciéd stimuldta a sIL-6R
képzodeést, ugyanakkor 48 6rdval OSM elleni antitest adasa utén nem tapasztaltunk a
kontrollhoz képest valtozast. Sem 24 6rés, sem anna révidebb OSM kezelés ezeken a
sgiteken nem okozott szamottevo vétozést az IL-6R mMRNS mennyiségében, mig a
feltételezett endogén OSM ellen adott antitest 24 6Oréas, vagy rovidebb inkubacios ido
alatt mind a transzmembrén domént tartalmazd, mind a sIL-6R mMRNS szintjének 2-3-
szoroséra val6 emelkedését okozta. Megfigyeléseink tehét arra engednek kovetkeztetni,
hogy az emlokarcindma sejtvonalon az OSM befolyasolja az IL-6R génexpressziojat,
hatasanak rovid ideig tartdé felflggesztésere az IL-6R expresszio fokozodik, mig

hosszabb tavu hatésa szintén emeli az IL-6R expressziot.

Az IL-6-td és dL-6R-ral kezelt HepG2 sgtek az IL-6 hatasara (sIL-6R—ra
elhanyagolhaté mértéku) megemelkedett membrankotott IL-6R RNS  expressziot
mutattak, ugyanakkor sIL-6R RNS-eik expresszigjdban nem lattunk szamottevo
véltozast. Fehérjeszinten némi novekedést tapasztaltunk a sejtek altal termelt sIL-6R
mennyiségben. A sSIL-6R hozzaadasaval bekovetkezett lavanyos fehérjeszint
emelkedésnél valdszinuleg a kezelés sordn hozzdadott sIL-6R mennyiséget meértik,
semmint a sgtek dltal valgjaban termelt fehérjét, az IL-6 hatasara bekovetkezett
véltozas mértéke igen csekély. Miutan sem fehérje, sem RNS szinten nem tudtuk
megbizhatéan kimutatni a sIL-6R szint emelkedését, csak azt a kdvetkeztetést vonhatjuk
le, hogy HepG2 sgjitvonalban a sIL-6R nem, csak az IL-6 noveli az IL-6R expressziot,
de csak a membrankotott, eredeti RNS szintézisét illetoen.

Egy Ujabb kisérletrendszeriinkben arra a kérdésre kerestik a véaszt, mi a funkciondis
jelentosége az IL-6R-t expresszal6 sejtekben a receptorszdm sIL-6R-ra valo tovabbi
novelésenek. Irodalmi adatok aapjdn tudjuk, hogy a szolubilis IL-6 receptor
jelenlétében az IL-6 célsgt repertodrja kiszélesedik, hiszen nemcsak az IL-6R-t
expresszald, hanem a csak gpl30 jelétviteli aegységet hordozo sejtekre is képes hatni
(85). Kordbban munkacsoportunk is aldamasztotta azt a megfigyelést, hogy a slL-6R a
sgjtek kozotti |, transzszignalizacioban” szerepet jatszik, vagyis azok a sgjtek, amelyek
nem expresszdjak a ligandspecifikus IL-6R alegységet, sIL-6R/IL-6 komplex hatésara
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képessé valnak az IL-6 specifikus valasz adasara (50). Megfigyeléseik szerint in vitro
Jurcat limfocita sgitvonalban nem mutathatd ki az IL-6R jelenléte, és a sgjitek nem
reagalnak 1L-6 kezelésre. Ugyanezek a sgjtek sIL-6R és IL-6 egyuttes hatasara IFN? -t
kezdtek termelni.

CcDNS expresszios macroarray vizsgdlatainkban 1L-6R-t és gpl30-t is expresszal 6, |L-6-
t nem termelo human hepatoma sejiteket haszndltunk. A gének széles vaasztékat
tanulmanyozva arra a kérdésre kerestiink valaszt, mi a funkciondlis jelentosegeaz  IL-
6R szam tovabbi novelésének. Vizsgalataink alapjan arra a megdlapitasra jutottunk,
hogy a receptorszdm mennyisegi megvdaltozasa aapjaban vatoztathatia meg a
génexpresszi6s mintézatot, azaz a m§sgjitek fenotipusat.

Ezeken a sgjiteken specifikus ligandkéto receptora jelenlétében az exogén IL-6 véaszt
indukdl. Irodalmi adatok szerint magjeredetu sgjiteken, igy az dtalunk haszndlt HepG2-n
is, asgtfelszini gpl30 expresszid nagyobb mértéku, mint az IL-6R alegységé (28, 121).
A szolubilis receptor agonista hataséat is azzal magyarazzak, hogy az IL-6 dtal elfoglalt
sgjtfelszini 1L-6R-gpl130 komplexek mellett az IL-6/sIL-6R komplex tadhat még
szabad gp130 molekulakat. Kisérleteinkben is azt tapasztaltuk, hogy az IL-6 szolubilis
IL-6 receptor jelenlétében tobb gpl30 molekulan & fejtheti ki hatasat, mintha csak a
membrankdtott |L-6R-t hasznand Az IL-6/sIL-6R komplex a jelentos mértékben (min.
200%) megvaltozott expresszidju géneknél az esetek donto tobbségében mas gének
expresszigjét véltoztatta meg, mint az IL-6 énmagaban. Azaz mivel az IL-6/slL-6R tébb
szabad gp130 molekulahoz koétodhet, mint az IL-6 6nmagaban, a sgjteknek lehetosége
adodott a sgjat receptor mennyiség atal megengedettné tobb IL-6 megkotésére,
»Kihasznalasara’. Tobb, mint 20 olyan erosen expresszal 6dé gént taldltunk, amelyek ezt
megel ozoen egydtadn nem irodtak a. Mivel még messze nem tudjuk megmagyarazni,
hogy mi ennek a génexpresszios vatozasnak a kbvetkezménye a mgsejtek életében,
néhany példa mér arra enged kovetkeztetni, hogy alapveto fenotipusvaltozason esnek at
a sgjtek. Igy pédaul a HDGF expresszidja alapveto vétozést idézhet €lo a szomszédos
sgjtek osztddas sebességében, az IL-2R ? adegysége, az inzulin és az
Osztrogénreceptorok kifejezodése megnoveli a majsgtek ,ligand-érzékenységét”. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy az IL-6R mdjsegjteken kifejezodo allandd szintje nem
teszi lehetove, hogy ezeknek az Ujonnan expresszalodott geneknek a jelatviteli dtja
aktivdlodjon. Més széval a sgitek egyfajta mennyiségi kiiszobbel szabjak meg az IL-6
atal aktivalodd gének vélasztékdt. Mindezen felll sok egyéb eleve expresszal6dd gén
MRNS mennyisege emelkedett (18 db), illetve csokkent (5 db) a tdbb IL-6R
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jelenlétében. Ez arra utal, hogy a sgjtek érzékenysége egyrészt emelkedett (pl. a c-myc
onkogén, vagy a trijodtironin receptor esetében) vagy csokkent (pl. a p52 vagy az
apoptozis inhibitor protein-3 esetében). Ez utobbi ketto valtozasanak kdvetkezmeénye a
sgjtek apoptozisanak novelése, ezzel is ddtamasztva az IL-6 bioldgiai jelentoségét.

A megfigyelt hatasbeli kllonbségek szerint az IL-6/SIL-6R az IL-6-tdl eltéroen
viselkedo faktorként, (j citokinként jellemezheto.

A HepG2 sgtek nem termelnek IL-6-t, ezért mikor sIL-6 receptorral dnmagéban
(kllsoleg adott IL-6 nélkll) kezeltik a sejteket, semmiféle hatast nem vartunk.
Ugyanakkor munkacsoportunk korabbi kisérletei alapjan azt a megfigyelést tettik, hogy
a slL-6R 6nmagaban, ligandja nélkil is hatasos a junB, egy korai protoonkogén
expresszigjdban az Atalunk is hasznalt HepG2 sejteken (51). Eredményeink alapjéan
megerosithetjik a sIL-6R 6nmagaban valo hatasat: a megvaltozott expresszidju genek
esetében meglepo modon egy gén (a CRE-BPL) a kontrollhoz képest 4,5-szeresére nott
expressziot mutatott, mig 10 més gén erosen gatlddott. Ezekre a génekre gyakorolt
hatasat tekintve a sIL-6R az IL-6 hatasaval megegyezo irdnyban befolyasolta a
génexpresszidt, de hatésa erosségében feliimiita az |L-6-ét. Osszehasonlitva az IL-
6/sIL-6R komplexnek ezekre a génekre gyakorolt hatasaval a szolubilis receptor
Onmagaban megkozelitette annak hatéserossegét. Jelenleg nincs ésszeru magyarézat a
dL-6R ilyen ,IL-6-fuggetlen” hatasara. Ugy tudjuk, hogy a gpl30 aegységhez
alapvetoen csak a sIL-6R/IL-6 komplex kapcsolddik hozza, és a sIL-6R dnmagaban
nem. Ezért kilonbdzo eredetu segjttipusokon tovabbi biokémia- (receptorkotési és
jelétviteli) és sgitbioldgial vizsgalatok szilkségesek ahhoz, hogy a , maganzd” slL-6R
mukodési médjét fel deritsiik.

A génexpressszios mintazat kiértékelése teljesebb bioinformatikai héldzatot és tobb
adatot igényel. Mindenesetre ezen a szinten is egyértelmuvé valt, hogy a szolubilis IL-6
receptor jelenléte erosen megvatoztatja egy sejt fenotipusos megjelenését. Arra a
megdllapitasra juthatunk, hogy a szolubilis IL-6 receptor keletkezési korilmeényeinek és
biologia jelentoségének felderitése hozzgarul a citokin — sgjt kdlcsonhatasok mint a
sejtmukddés alapveto szabalyozo elemeének (41, 104, 100) tovabbi megértéséhez.
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8. KOVETKEZTETESEK

Kiserleteinkben a sIL-6R mRNS szintu kimutathatosagét kivantuk igazolni, illetve
célunk az dternativ ,splicing” révén keletkezo forma expresszios valtozasainak
nyomonkovetése volt kildnbdzo rendszerekben. Ezenfelll a sIL-6R génexpresszidra
gyakorolt hatasdt kivantuk vizsgani. Megdlapithattuk, hogy a ,splicing”
megnovekedett mértéke hozzgjarul a gyulladasos betegségek patogenezisében szerepet
jétszo sIL-6R készlethez. Megfigyeléseink szerint egyes sejttipusok esetében a keringo
IL-6 és az azonos citokinreceptor csalddba tartoz6 OSM befolyasolja az IL-6R
génexpressziojat, ezen belll a sIL-6R alternativ , splicing” Utjan valo |étreottét. Az
aternativ ,splicing” révén létrejovo sIL-6R detektdldsa - proteolizis inhibitorok
jelenlétében és hidnyaban - mMRNS szinten RT-PCR-rel és fehérje szinten ELISA
modszerrel tovédbbi informécidkat adhat a SIL-6R keletkezésének szabalyozasara
kil 6nb6zo sejttipusokban.

Génexpresszi0s vizsgalatainkbdl kidertilt, hogy a sejtekhez adott IL-6 SIL-6R-ral egyditt
adva, az eros expresszios aktivitést mutatd gének kozil més gének expresszigjat valtotta
ki, mint az IL-6 6nmagaban. A megfigyelt hatasbeli kilonbségek szerint az IL-6/sIL-6R
az IL-6-1t0l eltéroen viselkedo faktorként, (j citokinként jellemezheto.
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0.

AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Pvull restrikcios endonukleazzal emésztve, majd szekvenalva igazoltuk,
hogy az mRNS alter nativ hasitasa (alternativ ,, splicing”) szerepet jatszik
az sIL6R keletkezésében.

RT-PCR reakcidval egyltt tudjuk vizsgélni az IL-6R hasitatlan és

alternativ ,, splicing” soréan létreg 6tt mRNS mennyiségének valtozasait.

Kimutattuk, hogy gyulladasos bélbetegséegekben a sIL-6R alternativ
»Splicing” Gtjan létrejévo mRNS mennyisége megno a betegek periférias

vér ének mononuklearis sgjtjeiben.

Kimutattuk, hogy gyulladasos bélbetegségekben a gpl30 mMRNS
mennyisége megnovekedik a betegek periférias vérének mononuklearis
sgjtjeiben. A megemelkedett sIL-6R és emelkedett 1L -6 szinttel egylitt e
valtozasok az IL-6 hatasanak eredményesebb kifejezodését szolgaljak,
ami a citokin-szolubilis receptor-jelatviteli alegységnek a betegség

patomechanizmusaban betdltott szer epét tamasztjak ala.

Kimutattuk, hogy rheumatoid arthritisben szenvedo betegek periférias
vér limfocitdiban megemekedik mind a membrankdététt, mind a
szolubilis IL-6 receptor mMRNS mennyiség. Dexametazon hatasara nem

valtozik az mRNS mennyiség.

Kimutattuk, hogy az OSM befolyasolja a membrankotott és szolubilis
IL-6R mRNS- és fehérjeszintu kifejezodését, de mind a folyamatok

kinetikdja, mind az optimalis dozis er osen sgjtspecifikus.
Kimutattuk, hogy az IL-6 maga is erositi sajat membrankotott

receptoranak génexpresszigjat, alternativ ,splicing” utjan l|éreévo

formajanak expresszigjat azonban nem befolyasolja.
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Kimutattuk, hogy a sIL -6R IL-6-tal egyitt tobb gén expresszigjat tudja

kivaltani, mint az | L-6 6nmagaban.

Kimutattuk, hogy a sIL-6R ligand nékll is képes génexpresszios

valtozasokat kivaltani.
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