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Gp130/IL-6 rodina

- Rodina cytokinu sdilejicich transmembranovy receptor,
glykoprotein - gp130.

- gp130/IL-6 cytokiny nalézi do cytokinoveé tfidy |, do skupiny
s dlouhymi fetézci tvofené 4 tésné semknutymi a-helixy (A).

- Na rozdil od ostatnich cytokinu tfidy 1, jejichz hlavni funkce je regulace
hematopoetického a lymfatického systému, gp130 cytokiny maji
vyznamne uplatnéeni i v ostatnich bunecnych systémech v ramci
regulace ontogeneze a homeostaze.




- Obecné reguluiji proliferaci, diferenciaci a apoptésu u imunitniho,
hematopoetickeho, nervoveho, kardiovaskularnino a endokrinnino
systému. Dale se uplatnuji v metabolismu kostni a tukove tkane, v
zanétu a v indukci akutni odpovedi na zanét.

- V soucCasné dobe je nejlépe zmapovan jejich vyznam v hematopoéze,
imunitni odpovedi, neurogenezi, adipogenezi a reprodukci.

- Predpoklada se, ze gp130 indukovana kaskada transdukce signalu
hraje jednu z klicovych roli v regulaci kmenovych bunek obecne.




Gp 130/ IL-6 cytokiny (ligandy)

IL-6 — interleukin-6

IL-11 — interleukin-11

LIF  —leukemia inhibitory factor
CT-1 - cardiotrophin-1

CNTF - ciliary neurotrophic factor OSMR | o

OSM - oncostatin M oy signalizujic

CLC - cardiotrophin-like cytokine CEEIRER - (b

Po navazani ligandu na specificky receptor se tento komplex vaze s na
receptor gp130 za vzniku stabilniho komplexu a spousti se transdukce signalu
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*gp130 samotny ma k ligandum velice nizkou afinitu, tim je zabranéno aktivaci gp130 samotnym ligandem!




Komplexy tvorené cytokiny IL-6 rodiny s jejich receptory

gp130/ gp130 LIFR / gp130 : OSMR / gp130

IL-6 IL-11 LIF CT-1 CNTF OsSM
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Nesignalizujici receptory vazi dva signalizujici receptory, gp130 pripadné LIFR

 |L-6 a IL-11 —> jejich receptor vaze dvé molekuly gp130

« LIF, CT-1, CNTF, CLC —> sdileji receptor LIF-R, ktery se po navazani ligandu vaze k
jedné molekule gp130. CNTF a CLC sdileji dale CNTF-R tvorici tak receptorovy

hetero-trimer.
e OSM —> se kromé LIF-R vaze i na OSM-R




Priklady struktury receptoru gp130 cytokinu
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IL-6 cytokiny — regulace a funkce

- Jednotlivé IL-6 cytokiny jsou ve svych ucincich z velké Casti vzajemné
zastupitelni

- Specificnost ucinku je dana pfitomnosti specifického receptoru na povrchu
nebo v okoli bunék, ale také koncentraci jednotlivych cytokinu

- gp130 je pfitomen prakticky na vSech burnikach

- Membranové vazany, receptor muze byt nahrazen
solubilnim (IL-6-R, IL-11-R, LIF-R, CNTF-R, gp130 - patrné plsobi jako competitor k
membranové vazanym variantam, nebo jako a-receptor. In vivo byl v plasmeé prokazan IL-6-R

Pro experimentalni ucely byl pripraven
komplex IL-6 / IL-6-R = tzv. hyper-IL-6,
ktery aktivuje gp130 vzdy.

- Rose-John2002
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IL-6 a IL-11 (hematopoetické a imunitni bunky, fibroblasty)

se uplatnuji zejména v regulaci hematopoésy a imunitni odpovedi.
Obecné podporuji proliferaci a diferenciaci hematopoetickych progenitoru.
IL-6 indukuje produkci protilatek B-lymfocyty. IL-11 podporuje vznik NK

bunék, a podili se na zdravém vyvoji placenty. IL-6 patfi také mezi myokiny.

LIF (Siroké spektrum bunék, zejména mezenchymalniho plvodu)

ma zasadni vyznam v reproducki, je nezbytny pro usazeni blastocysty v
délozni sliznici a pro prezivani a rust spermatocytu. V prabéhu
neurogeneze indukuje vznik astrocytl z neuralnich progenitort, indukuje
diverzifikaci nékterych typd neuront (napf adrenergni na cholinergni).
Celkové s podili na regulaci diferenciace motoneuronu. V hematopoése
indukuje zejména diferenciaci bunék myeloidni fady. Blokuje transport lipidu
do adipocytu. V jatrech indukuje produkci proteint akutni faze zanétu.
Podili se na rUstu kosti, zvySuje resorpci vapniku i pocet osteoklast,
zaroven zvysuje i pocCet osteoblastl. Plsobi hypertrofné na svalové buriky

(i srdecni). Je hlavni regulator produkce ACTH.




CNTF, CLC a CT-1 (hlavné neuralni buriky — glie, astrocyty)

pusobi zejména v pribéhu neurogeneze, podobné jako LIF. Svaly
produkovany CT-1 reguluje jejich spojeni s motoneurony, podporuje
prezivani a rust kardiomyocytl. CNTF brani demyelinizaci neuronu.
Uplatriuji se ovSem i v hematopoése. (2.3 % japoncu jsou CLC -/-, mySi

maji podobny fenotyp jako CNTF -/-)

OSM (monocyty, lymfocyty)
v hematopoése regulace trombopoesy a erytropoésy, v neurogenezi

podpora motoneurond.




LIF a IL-11 a zahnizdéni (implantaci / nidaci) blastocysty ve sliznici délohy (endometriu)

Eztrogen and
progestarone
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Pozkozeni zpusobené nadbytkem LIF

Mysim byly transplantovany bunky produkujici
zvySeneé mnozstvi LIF. Tyto buriky se pfednostné
usazuji v kostni dreni a ve slezine.

Po 2-3 mésicich dochazi ke ztraté hmotnosti,
kachexii, nervozité a hypermobilité mysi (A).
Detekujeme také zvySenou proliferaci v dreni
dlouhych kosti (B), kalcifikaci v jatrech, srdci
a svalech. Dale pozorujeme ztratu tukove tkaneé,
atrofii thymu, absenci zlutého téliska v ovariu,
absenci spermatogonii v semenotvornych
kanalcich (C).

Nadbytek hyper-IL6

zesileni tloustky sten srdeCnich komor,
hematopoéza mimo kostni dren, thrombocytozy,
plasmacytomy, hyperplasie hepatocytu




Mysi deficientni k nékterému z IL-6 cytokinUm jsou zivotaschopné a s
vyjimkou LIF -/- i plodné. Jsou vSak mensi, s poruchami hematopoésy,
adipopoésy, a s nedostateCnou imunitni odpovedi. LIF, CNTF, CT-1, CLC
-/- maji také nedostatecné vyvinuté motoneurony a jejich propojeni se
svaly, jsou hypermotoricke, ale na pokraji smrti. Mnohem zasadngjsi
vyznam ma absence / nefunkéni mutace jejich receptord.

Gp130 -/ -
Mysi hynou béhem embryonalniho vyvoje v (8-12 den ~ organogeneze, 20-22 ds celkovy),
v dusledku poruch v hematopoéze, neurogenezi, kardiogeneze, hepatogenezi,...

IL-6R -/- ?2??

LIF-R -/ -

MySi hynou pfed a tésné po narozeni, zejména v dusledku chyb v neurogenezi,
hematopoéze, celkovém metabolismu (hypoxie v dusledku Spatné vyvinuté placenty)
a nedostatecné vyvinuté kostry.




IL-11Ra -/-
Normalni hematopoéza, ale zmeny v tvorbe kostni tkane, neplodné samice

v dusledku chyb ve vyvoji placenty.
Nékteré imbredni kmeny mysSi maji navic IL-11-Ra2

OSM-R -/ -
Vyrazné snizeni krvetvorby, jak na urovni progenitort, tak v poctu perifernich
elementu

CNTF-R -/ -
Poskozené motoneurony => mysi hynou hlady pro neschopnost sat

CLF -/-
PoSkozené motoneurony => mysi hynou hlady pro neschopnost sat




Vyznam transdukce signalu gp130 ve vyvoji kosti
(Sims 2008)

Reported phenotypes of gpi130-signaling cytokine and receptor component knockout mice

Deleted component Lethality Dwarfism Bone formation Bone resorption Trabecular bone vol.

gp130 (Kawasaki et al, 1997; Shin et al, 2004)
(neonate)

gp130-STAT1/3 (Sims et al., 2004) (adult)
gp130-5HP2 (Sims et al., 2004 (adult)

gpl130-5HP2.IL-6 (5ims et al., 2004) (adult)

[L-G (Sims et al., 2005; Poli et al., 1994) (adult)

[L-11R (Sims et al., 2005) (adult)

[L-6 IL-11R ( Sims et al., 2005) { adult)

LIF (Bozec et al., 2008) (necnate)

LIFR (Ware et al., 1995) (neonate) Meonatal

CT-1 (Walker et al., in press)( neonate)

CT-1 (Walker et al., in press) (adult)

CMNTFR (DeChiara et al., 1995) Meonatal

CLF (Alexander et al., 1999) Meonatal

MNeonatal Yies

Yies

Mo
Mo
Mo

Very
mild

Very
mild
Yes
MD
Mo

Mo

MD
MD

Il Osteoblast

L

it Osteoblast
{t Formation

s

—

Il Ostecblast
Il Formation

Il Osteoblast
Il Formation

=

Il Osteoblast?

II Osteoblast

Il Ostecblast?
Il Formation?

MD
MO

{r Osteoclast 1l

|l Resorption
-

{r Osteoclast
{t Resorption

it Osteoclast
{r Resorption

s

Il Osteoclast
Il Resorption

[l Osteoclast
[l Resorption

it Osteoclast
{t Resorption

it Osteoclast
{r Resorption

{r Osteoclast
|l Resorption

it Osteoclast
|| Resorption

MD
MND

3 Denotes an effect that is very mild or sex-specific.




Transdukce signalu gp130 cytokinu
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Ernst 2004




Komplex ligand / vysoce afinitni receptor / gp130 spousti nékolik paralelnich
drah transdukce signalu, hlavni / fyziologicky nejvyznamnejsi se zda draha JAK ->
STAT.
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JAK — Janusova kinaza (tyrosin kinaza)

STAT — transduktor signalu a aktivator transkripce
(signal transducer and activator of transcription)




Rovnovaha mezi JAK/STAT a Ras/Erk signalizaci pri aktivaci gp130 receptoru

Splenomegaly (IL&/sILERTE) Aberrant

Thrombocytosis (IL6/sILERTS) | activation ‘
Physiological |
activation |

Physiological response

Reduced APR (ILGKO)

Blastocyst implantation (LIF%9) ==z I
Thrombocytopenia (gp1300ex) ;21?2:5}?1
Perinatal death (gp13089)

Perinatal death (LIFRB*O)

ap130 Signalling output

Balanced

Unbalanced

SHP2/ERK
SiMM

STAT1/3
SiMM

Ernst 2004

Splenomegaly

Enhanced AFR
Thrombocytosis (gp130Y737F)
Th1 cytokines

Gastric adenomas (gp1307757F)

Auto-immune arthritis (gp130F759)

Reduced APR (gp13045TAT)
Blastocyst implantation (gp130457AT)
Thrombocytopenia (gp13045TAT)
Perinatal death (gp130FxxQ)

Th2 cytokines

Synovial chondromatosis (gp1304STAT)




Biologicka odpovéd pro ruzné aktivni gp130 receptor
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Regulace signalni kaskady gp130 Heinrich 2003
cytokinu je také regulovany
specifickymi protein tyrosin
fosfatazami. V signalizaci gp130
cytokinu hraje kliCovou roli tyrosin
fosfataza SHP2. Zde (gp130 a LIFR)
spousti signalizaci kaskadou
Ras/Erk (MAPK). V pfipadé
zapojeni OSMR, je nahrazena
adaptérovym proteinem Shc.




Komplex OSM / OSMR / gp130 aktivuje Erk (MAPK) drahu pres Shc a ne pres
SHP2 jako LIF-R a gp130. V nekterych pfipadech je preferencné je aktivovana
draha Erk a STATS.

Heinrich 2003




IFN-a/B, IL-10
ILe
IL-12

IFN-c/B, IFN-7,
IL-8, IL-11, OSM, LIF, CNTF

G-CSF
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15
EGF, PDGF, CSF-1

IFM-y
IL-6, OSM, LIF, CNTF, leptin

IL-3, IL-5, GM-CSF
EPO. GH, PRL, G-CG5F
EGF PDGF, C5F-1

IL-2, IL-4, IL-7, IL-18, IL-135

IFN-ce/f3, IFN-y, IL-10 {+/=)

IL-6, IL-11, OSM, LIFE CNTF
G-CSF

12 [+0=), L0 {00, 1L-0 {+0-)
GH (+/-), PRL (+/-), G-CSF
EGF, PDGF, GSF-1

IFM-rz

IFM-ot, IL-10

IL-6, IL-11, OSM, LIF. CNTF, leptin
IL-12

IL-2 {+/=}, IL-7 {+/-), IL-8 (+/-)
GH, G-CSF

EGF, PDGF

IL-12

IFM-x, IL-10

IL-2, IL-7 IL-%, IL-15
IL-3, IL-5, GM-CSF
EPD, GH, PRL, G-C5F
Lephin

IL-4, IL-13
Leptin

Mol reported

Perinatal lethal

Embryonic lethal

Autosomal SCID, analogous to Xinked yo deficiency

Defects in antimicrohial defenses, mainly due to lack of IFM responses

Mot reported

Embﬂnnin lathal

Less of IL-12 responses such as Th1 differentiztion

Slat-5A: loss of mammary gland development and lactogenesis

Stat-5B: loss of GH function including absence of sexual dimorphism in growth
rate and liver gene expression and reduced fertility

Stat-5A/B: as above plus loss of proliferation responses to IL-2 in peripheral T cells

Loss of IL-4 responses such as Th2 diferentiation

Liu, 1998



Boiani & Scholer 2005




aktivace (JAKs) regulace

STAT1 Tyr701 Ser727

STAT2 Tyr690

STAT3 Tyr705 Ser727

STAT4 Ser721

STATSa/b Ser725/S730

STAT6

STATs jsou fosforylovany na serinech kinazami PKCd, Erk, JNK, p38.
Vyznam této fosforylace a ani jeji presny mechanismus neni objasnén. Zda se,
ze tato fofsforylace muze zvySovat transkripéni aktivitu proteind STAT.




Dalsi vyznamné signalni drahy aktivované gp130 cytokiny aktivaci JAK jsou:

a) Tyrosin-kinazy Src rodiny: Hck (IL-6, LIF), cYes (LIF)

b) PI3K (fosfoinositol-3 kinaza, PI3K -> Akt (PKB))

Obé tyto drahy jsou zodpovédné zejména za pro-proliferacni a anti-apoptické
ucinky gp130 aktivace.

Aktivovany receptor gp130 také asociuje s PKCJ, jez fosforyluje jeho Thr8%0
a zvySuje tak afinitu tohoto receptoru k STATS3.

Regulace / zpéetna vazba
v transdukci signalu gp130 cytokinu




Negativni zpétna vazba aktivace gp130 signalni drahy je zprostredkovana indukci

exprese proteinu SOCS, inhibice pak interakci PIAS se STAT a defosforylaci STAT
fosfatasou Tc-PTP.
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kaskady LIF->gp130->STATS3.

Wormald 2003




SOCS (supresor signalu cytokint / suppressor of cytokine signaling) — jejich exprese
je indukovana aktivaci gp130 a drahy JAK->STAT. Asociuji s JAK, inhibuiji tak jeji
aktivitu a tim je zastavena fosforylace / aktivace STAT (zpétna vazba). Jednotlivé
SOCS proteiny vykazuji jistou specifitu pro jednotlivé gp130 signalni komplexy.

SOCS proteiny = CIS (cytokine-inducible SH2 protein) a SOCS1-SOCSY.

IL-6 (CIS, SOCS1,2,3), LIF (CIS, SOCS1,2,3), IL-11 (SOCS3), OSM (CIS, SOCS1,3)

SOCS hraji také vyznamnou ulohu v signalizaci ostatnich STATs aktivujicich cytokinu
zejména IFNs. Poruchy regulace exprese SOCS proteinu je Casto spojena s negativni
progndzou u nadorovych onemocnéni nebo s auto-imunitnimi poruchami.




Nucleus

Transcription




PIAS (protein inhibujici aktivovany STAT) — asociuji s fosforylovanymi STAT proteiny
(pravdépodobné az v bunéCném jadre) a brani pfimo jejich vazbé s DNA

nebo jako ko-represory blokuji jimi zprostredkovanou transkripci. Inhibice je Casto
spojena s degradaci pripadné translokaci STAT proteint drahou podobnou ubiquitinaci.
PIAS funguje jako SUMO (small ubiquitin-related
madifier) ligaza.

- PIAS1 (STAT1)
- PIAS3 (STAT3)
- PIASXxa
- PIASXB
- PIASY (STAT1)

¥ Degradation 4  Rakesh, 2005

Transcription Shuai & Liu 2005

Negative L0 NS SEL Positive
regulation - ion-factor- regulation




a) schematicka struktura jednotlivych proteint PIAS
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Shuai & Liu 2005

The SAP domain (scaffold-attachment factor A (SAFA) and SAFB, apoptotic chromatin-condensation
inducer in the nucleus (ACINUS) and PIAS domain), which contains a conserved LXXLL amino-acid motif
(where X denotes any amino acid); the PINIT amino-acid motif, which is present in all PIAS proteins
except PIASYE6—; the RLD (RING-finger-like zinc-binding domain); the AD (highly acidic domain), which
contains a SUMO1 (small ubiquitin-like modifier 1)-interaction motif (red) that is found in all PIAS proteins

except PIASy and PIASYE6G—; and the S/T region (serine- and threonine-rich region), which is also not
present in PIASy and PIASyEG—




b) nékteré ze signalnich drah interagujicich s proteiny PIAS

FlASA

= ]__
PIAS SMAD4

PIAS NF-kB p6o COUP-TFI

Androgen receptor, ps3, C/EBP-
PIASH g e

NF-xB pB5
PIASS

STATS, MITF

FIASS

BIAS3 SMADS MB, IRF1

And roden FECEDtCJF
PIASY

PIASY

PlASX-c
Shuai & Liu 2005

FIAS1 and PIASX-«




Sumarizace regulace transdukce signalti gp130 cytokinu
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Terapie s vyuZzitim znalosti signalni transdukce gp130 cytokinu

a) Modulace reakci imunitniho systému, zejména utlum pribéhu zanétu
- antagonisté receptoru, inhibitory JAK a STAT aktivity

b) PotlaCceni nadorovych onemocnéni
- aplikace cytokinu a agonistu receptoru (leukémie), inhibitory JAK a STAT
aktivity

c) PotlaCeni neurodegenerativnich onemocnéni
- aplikace zejména CNTF a jeho derivatu (ligand-receptor)

d) Podpora hematopoézy
- aplikace cytokinu

e) Potencialné zvySeni uspésnosti IVF
Vysoka promiskuita mezi receptory a cytokiny (zejmeéna pfi vysSich davkach),

ktera ¢asto vede k nezadoucim vedlejSim ucinkum (kachexie, zanét, vyssi
citlivost k infekcim) je feSena vytvarenim solubilnich komplexu ligand-receptor.
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