Meccanis

trasduzi
HousTIC @RHEAH

RNA

i e,
Crioking Balgﬂwdt

"'-._____/
) Nigieotide SupPY
. a

—

Copyright © 2001-2016 by Giorgio Sartor.
All rights reserved.

o lecolari di

| segnale

III
Citochine

MO04-03 - Versione 1.5.1 - May-16

Chemokines,
Hormones,

Survival Factors Transmitters

Growth Factors

(e.q.. IGF1) (e.g. interleukins,  (e.g. TGF«, EGF) E"ﬁ;ﬁ:&“'”
l serotonin, etc.) l l
e Inte:gnns
RTK RTK _ cqcan wWnt
J [ o Gma/sos  Fyn/she l ) 7
PIfK \ | G-Protein Rrs FAK Dish: | lled -— g
o Src
/ At PKC/—W ! Raf GSK-3p
* ‘ Adenylate * Hedgehog]
5 Akk cyclase MEK
2 “  NFxB | APC J
8 PKA o
Cytokines N JAKs kB MEKK  MAPK MKK p-catenin )
(09 EPC) 2 T~ sTAT3s / | g
< : TCF o
£ 7\ [ 2
O Myc: = Mad: o
Bel-xL Max +— Max E?K J"iKs p-catenin: TCF I
1 Fos  Jun 2
Cytochrome C CREB \ / 3
Caspase 9 \
Caspase 8 —
FADD
\ Bel-2 _‘k Smads
——Bad—__ \ Mt<— Bax
Abnormalit
FasR " Semsor Y+ i

Death factors

v. 1.5.1 © gsartor 2016 (e.g. FasL, Tnf) Trasduzione del segnale

111




Recettori
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Il segnale

e Citochine, o immunocitochine, € il nome
generico per indicare diversi gruppi di
proteine solubili o peptidi che agiscono
come regolatori dell’attivita cellulare a
concentrazioni 10-°-10-12 molare;

e Le citochine modulano la funzione di cellule
o tessuti sia in condizioni normali che
patologiche.
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Cosa sono

e Le citochine sono importanti regolatori (positivi o
negativi) della mitosi (proliferazione), del
differenziamento, della migrazione, della sopravvivenza
e della morte cellulare e della trasformazione;

e La maggior parte delle citochine non sono
immagazzinate nelle cellule che le producono (con
I'eccezione di TGF-B e PDGF che sono contenuti nelle
piastrine);

e L'espressione delle citochine & strettamente regolata;

e L’espressione €, normalmente, transiente e puo essere
regolata a tutti i livelli dall’espressione genica;

E stato osservato un timing delle citochine.
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Come sono fatte

e Fra le diverse citochine quelle di tipo I
hanno una comune struttura a quattro
a-eliche alle quali corrisponde la
superfamiglia dei recettori di classe I.

e Nonostante la scarsa similitudine di
sequenza le citochine di tipo I hanno
tutte al simile struttura.
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Come agiscono

Stimolo

e Proteine a basso peso
molecolare (30 KDa)

e Silegano a recettori
¢ Alterano l'espressione genica;
e Possono legarsi a recettori su:

A cellula
| produttrice
| di citochina

- la stessa cellula che le . Citochina
. L] Y
secerne: autocrine see ,/
. . L ]
— una cellula vicina: paracrine o
- in cellule distanti (pochi casi): J,/Recettore
endocrine ®)
e Altissima affinita per i
recettori: Kd ~10-10-10-12 M Attivazione

Bersaglio

genica

Effetto biologico
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Classificazione (?)

¢ La definizione di citochine riferendosi alla cellula
che le produce o al bersaglio dell’azione e
inaccurato

¢ Il concetto (storico) di citochina legato al
concetto di “un produttore / un bersaglio” & falso
per quasi tutte le citochine:
- Quasi tutte le citochine hanno un effetto PLEIOTROPICO
(attivita biologica multipla)
- Diverse citochine hanno attivita biologica sovrapponibile;

- Una singola cellula interagisce con diverse citochine con,
apparentemente, la stessa risposta - cross-talk
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Classificazione per categorie

e Interleuchine
- prodotte esclusivamente dai leucociti;

e Linfochine

- prodotte dai linfociti
e Monochine

- prodotte esclusivamente dai monociti
e Interferoni

- coinvolti nella risposta antivirale

Colony Stimulating Factors (CSF)

- supportano la crescita cellulare in mezzi semisolidi
Chemochine

- promuovono la chemotassi.
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Classificazione strutturale

e Quattro famiglie

Famiglia quattro a-eliche

Famiglia IL-1

Famiglia IL-17

Famiglia delle citochine cysteine-knot

A WNR
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1. Famiglia quattro a-eliche

e Tre sottofamiglie e La famiglia delle citochine
1. La sottofamiglia IL-2: La quattro a-eliche puo essere
pill popolata. Contiene anche suddivisa in citochine
diverse citochine non a.
immunologiche: ) corta.TL(izt??-a_?: IL-4, IL-5, IL-7, IL-9,
Eritropietina (EPO) e n-13 -5
trom bopoietina (TPO) e Granulocyte-macrophage colony-
2. la sottofamiglia stimulating factor (GM-CSF)
. e Monocyte-CSF (M-CSF),
dell'interferone (IFN) « Stem cell factor (SCF)
3. La sottofamiglia IL-10 - lunga catena
o IL-6, IL-11

Erithropoietina (EPO)
Trombopoietina (TPO)

Leptina

Leukemia inhibitory factor (LIF)
Oncostatin M (OSM)

Ciliary neurotrophic factor (CNTF)
Cardiotrofina-1 (CT-1)
Granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF)
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Classificazione strutturale

2. Famiglia IL-1:
- comprende IL-1 e IL-18
3. Famiglia IL-17:

- non completamente caratterizzata, le
citochine di questa famiglia hanno uno
specifico effetto nella proliferazione dei TH
che causano effetti citotossici

4. Famiglia delle citochine cysteine-knot:

- fanno parte i TGF-B (Transforming Growth
factor: TGF-B1, TGF-p2 e TGF-33)
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Le citochine

Interleuchine TNF Interferoni Fattor-u di
crescita
IFNa
TNF o IFNB
IL-1 TNF IFNy
LT o IFN® MOOOOLTI
IL-27 LT B IFNk
IFNw
IFNT
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Classificazione funzionale

e Mediatori dell'immunita innata:
—TNF, IL1, IL6 e IL12, IL15, IFN

e Mediatori dell'immunita specifica:
-IL2, IL4, IL5, IL6 e TNF

e Fattori di crescita del sistema
ematopoietico:
~1IL3, IL7
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Plasmacellula
AILILRPME  Functional groups of selected cytoki
Cytokinet Secreted by Targets and efects
SOME CYTOKINES OF INNATE IMMUNITY
Interleukin 1 (1L-1) Y phag ¥F {fever);
\endotheiial cells, epithelial cells  liver {induction of acute phase proteins)
Tumor necrosis Macrophages I i d of acute phase
factor-a (TNF-a) proteins); loss of muscle, body fat (cachexia); induction of
death in many cell types; neutrophil activation
Interleukin 12 (IL-12) dendritic cell NK adapive P 7,1 subset)
Interleukin 6 (IL-6) Macrophages, endothelial eells  Liver (induces acute phase proteins);influences adaptive
bods £B cell
Interferon o (IFN-a) Macrophages i MMC
{this is a family of molecules) class | expression; activates NK celis
Interferon B (IFN-8) Fibroblasts Induces an antiviral state in most nucleated cells; increases MHC
class | expression; activates NK cells
SOME CYTOKINES OF ADAPTIVE IMMUNITY
Interleukin 2 (IL-2)} Tceils AICD.NK and
meHnﬁon.B—cﬂleﬁmhn
Interleukin 4 (IL-4) Ty2 cells, mast cells Ty2 di itch to IgE
Interleukin 5 {IL-5) T2 cells Eosinophil activation and generation
growth T cells, hi Inhibits T-cell ps and effector inhibi
factor B (TGF-B) other cell types B-cell proliferation; promates isotype switch ta IgA;inhibits
macrophages
Interferon y (IFN-y) Ty cells, CD8* cells, NK celis xp MHC class |
and class iy
Many les in more than
*Only the major cel types providing cytokines for the indicated activity I
to synthesize the given cytokine.
*Also note a # cytokine than cells,
Table 12-1
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W. H.Freeman and Company
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Citochine e ematopoiesi
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Struttura

¢ Piccola proteina non-
enzimatica

e Peptide monomerico glicosilato
(150 aa)

e Omodimeri
- IL-5, M-CSF

e Omotrimeri
- TNF-a, LT-a

e Eterodimeri
- IL-12, IL-27

e Eterotrimeri
- LT-a/B)
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Interleuchina 4
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Interleuchina 4
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Interferone
B
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D. B. B. Trivella et al.
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Come agiscono le citochine

e Possono attivare diversi tipi di cellule

e Possono avere un effetto pleiotropico
(differenti effetti in differenti cellule)

e Possono dare:
- Ridondanza:
e pil citochine con la stessa azione;
- Sinergia:

e |"azione combinata di due citochine é maggiore della
somma degli effetti delle singole;

- Antagonismao:

e azione inibente di una citochina nei confronti di un’altra.
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Cellula Bersaglio Effetto INDUZIONE DELLA
CASCATA
If C @
g ¢/  Attivazione 'ﬁ °
Proliferazione @
Differenziazione &
Ty Attivato
PLEIOTROPIA Linfocita B
STay
.» —SIL-4 H Proliferazione
@ IFN-7
2
Ty Attivato Timocita J’
Proliferazione
&
(K
Mast cell o,
RIDONDANZA Macrofago
' 3 %t ﬁ é Proliferazione
»9 IL-5 —>
IL-12
Ty Attivato Linfocita B
SINERGIA
IL 4 Induce la conversione a IgE
,},9, 23
@
@
Ty Attivato Linfocita B Z
ANTAGONISMO Ty Attivato
SIL-4 ) Blocca la conversione a IgE
\_/ indotta da IL-4
_ IFN-7, TNF, IL-2
TH Att'vato IFN- Linfocita B altre citochine
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Famiglia quattro a-eliche

e Circa 50 membri (ematopoietine)
e Ruolo fondamentale nell‘attivazione e lo sviluppo dei linfociti e
mielociti.
e Tutte traducono il segnale attraverso la via JAK/STAT
. ISi posso dividere in due famiglie i funzione dei recettori che
egano
e Citochine che legano recettori di tipo I
- Famiglia yC
e IL-2 (IL-2, IL-7, TSLP, IL-9, IL-15, IL-21) (STATS5)
o IL-4 (IL-4 e IL-13) (STAT6)
- Famiglia IL-3 (IL-3, IL-5 e GM-CSF) (STAT5)
- Famiglia estesa gp130 (STAT3)
e IL6-gp130 (IL-6, IL-11, CNTF, LIF, OSM, CT-1, NP, NNT1/BSF3) (STAT3)
e gp130-like (OSM, IL-31, G-CSF, Leptin)
o IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27, IL-30) (STAT4)
- Singola catena: Epo, GH, PRL, Tpo (STATS5)
e Citochine che legano recettori di tipo II
- Tipo I IFN (a-IFNs, IFN-B, IFN-w, limitin) (STAT1-3)
- Tipo II IFN (solo IFN-y) (STAT1)
- IFN-A (IL-28a, IL-28b, IL-29) (STAT3)
- IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26) (STAT3)

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III
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Come funzionano

recettori per le citochine citochine

¢ CITosoL

TIVN

\
)

tirosin
chinasi
JAK

proteiné regolatore
di geni STAT

Q
LE STAT ATTIVATE
{ DIMERIZZANO E MIGRANO
% . NEL NUCLEO

NUCLEO

altri regolatori
proteici di geni

gene bersaglio attivato
DNA

l TRASCRIZIONE
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Recettori

RECEPTOR FAMILY LIGANDS RECEPTOR FAMILY LIGANDS
IL-2 IL-21 IFN-o
Class | cytokine receptors IL-3 IL-23 Class Il cytokine receptors IFN-B
(hematopoietin) -4 IL-27 (interferon) IFN-y
IL-5 GM-CSF IL-10
IL-6 G-CSF IL-19
IL-7 OosMm C IL-20
L9  UF e 1L-22
IL-11 CNTF 4 IL-24
IL-12  Growth hormone IL-26
IL-13 Prolactin IL-28
IL-15 IL-29
et e
RECEPTOR FAMILY LIGANDS RECEPTOR FAMILY LIGANDS RECEPTOR FAMILY LIGANDS
TNF receptors Immunoglobulin superfamily Chemokine receptors
receptors
-1
TNF-a M-CSF -8
TNF-B Ciie RANTES
cp27L ;i IL-18 MIP-1
Cb3oL G protein ;F:AF
CD4oL H
Nerve growth factor (NGF| E NAP-2
FAS
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Recettori
RECEPTOR FAMILY LIGANDS RECEPTOR FAMILY LIGANDS
IL-2 IL-21 IFN-o
Class | cytokine receptors IL-3 IL-23 Class Il cytokine receptors IFN-B
(hematopoietin) -4 IL-27 (interferon) IFN-y
IL-5 GM-CSF IL-10
IL-6 G-CSF IL-19
Conserved IL-7 osMm 4 IL-20
cysteines L9  UF e 1L-22
wsxws IL-11  CNTF 4 IL-24
IL-12  Growth hormone IL-26
IL-13 Prolactin IL-28
IL-15 IL-29
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Recettori di tipo I

e [ recettori di tipo I sono
recettori transmembrana sulla
superficie di cellule che
rispondono alle citochine
formate da quattro a-eliche

e Questi recettori sono anche
conosciuti come recettori

RECEPTOR FAMILY

Class | cytokine receptors
(hematopoietin)

ematopoietinici

e Hanno in comune il motivo
WSXWS localizzato nella
porzione adiacente alla
membrana

e Alcuni dei membri di questa

Conserved
cysteines

WSXWS

classe di recettori sono
coinvolti nel legame con il
ligando/citochina altri sono
coinvolti nella modulazione
della trasduzione del segnale.

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III

LIGANDS

IL-2 IL-21

IL-3 IL-23
IL-4 IL-27
IL-5 GM-CSF
IL-6 G-CSF
IL-7 osm

IL-9 LIF

IL-11 CNTF
IL-12 Growth hormone
IL-13 Prolactin
IL-15

29

Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF

(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

GM-CSF

IL-3

IL-5

GM-CSFRa

IL-3R

IL-5R

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III
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Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF

(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

GM-CSF IL-3 IL-5 e La sottofamiglia dei recettori per le
citochine GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating
factor), Interleuchina-3(IL-3), e
Interleuchina-5 (IL-5) partecipa alla
regolazione della produzione,
proliferazione e attivazione
funzionale delle cellule

i ' ematopoietiche

GM-CSFRa IL-3R e [ recettori per queste tre citochine

sono formati da due subunita (a e B)
e E noto che attraverso l'interazione
con la citochina si forma un
eterodimero attivo ap
B B e Il meccanismo della dimerizzazione
€ sconosciuto ed € probabile una
organizzazione di maggiore
complessita.
v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III 31

Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF
GM-CSF

J._

GM-CSFRa

L

B 3CXE
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Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF
GM-CSF

J_

GM-CSFRa

B 3CXE
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Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF
GM-CSF

J_

GM-CSFRa

B 3CXE
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Sottofamiglia dei recettori per GM-CSF

e La struttura del
complesso GM-
CSF/GM-CSF rivela
la formazione di un
esamero 2:2:2
assemblato con

— Due molecole di
GM-CSF

— Due catene di
GMRa e

- Due catene f3c.

GM-CSF_b

3CXE
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GM-CSFIGMRa Hexamer x2 Dod
— »
Complex * Pe-chain Complex Complex
.\ pc_b fc_a
Y
GM-CSF GMRa
Co (=)
% Bound Bound
.r' JAK2 JAK2

Figure 7. Model of Signal Transduction

The low-affinity complex consists of GM-CSF bound to GMRa. Interaction with free 3c forms the high-affinity hexamer complex. Dodecamer (or higher-order)
complexes fonm by lateral aggregalion of hexamer complexes Lo furm a fully competent signaling complex. JAK2 associated with o (shown as red spheres) is
able to dimerize and horylate in the dod: complex but not in the hexamer complex.

The structure of the GM-CSF receptor complex reveals a distinct mode of cytokine receptor activation.
Hansen, G., Hercus, T.R., McClure, B.J., Stomski, F.C., Dottore, M., Powell, J., Ramshaw, H., Woodcock,
J.M., Xu, Y., Guthridge, M., McKinstry, W.J., Lopez, A.F., Parker, M.W.

Cell (2008) 134: 496-507
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IL-3 IL-5 GM-CSF

Low-affinity ./ ‘/ 7 ‘/ Exterior
receptors
Membrane
o Interior
a o

a

1B subunit
High-affinity |(@ ) () )
receptors ' '

igure 12-8a
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company
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Same signal from all three

Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Company

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III




Figure 12-8¢
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company
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IL-6 Receptor subfamily (common gp130 subunit)
CNTF  LIF/OSM

IL-6 IL-11

gp130 gp130 gp130 gp130

Figure 12-7b
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
©.2007 W. H. Freeman and Comipany
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Sottoclasse IL-2

e I recettori delle citochine IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, e
IL-15 importati dal punto di vista immunologico,
condividono la subunita y (ychain: y.) nel recettore.

e Tutte queste citochine sono del tipo I a corta
catena.

e Cio permette una notevole modulazione della
risposta in funzione sia della citochina che
dell’espressione/esposizione del recettore.

o IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, e IL-15 hanno ruoli
sovrapponibile in relazione alla sviluppo e funzione
dei linfociti T, B, NK e mastocitici.

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III
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IL-2 receptor subfamily (common <y subunit)
IL-2 IL-15 IL-7  IL-9 IL-4

% % :

IL-2Ra|| ||{IL-15Ra T
Y Y Y Y Y

IL-2RB IL-2RB IL-7ZR IL-9R

IL-4R

Figure 12-7¢
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
2007 W, H. Freeman and Company
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v. 1.5.1 © gsartor 2016

Intermediate
affinity, IL-2R

High affinity, Low affinity,
IL-2R IL-2R

B
Subunit
composition:  IL-2RB
IL-2Ry
Dissociation

constant (Kg): 1079M

Cells
expressed by: NKcells

Resting T cells
(low numbers)
Figure 12-9a
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition

© 2007 W.H.Freeman and Company
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IL-2Ra IL-2Ra
IL-2RB

IL-2Ry

10 "m 10°8m
\ J

Y
Activated CD4+ and CD8+ T cells
Activated B cells
(low numbers)

2B5I
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Recettori di tipo II

e I recettori di tipo II
non contengono la
sequenza WSXWS che
€ caratteristica dei
recettori di classe I.

e Sono in genere
eterodimeri o
multimeri con
componenti a bassa e
alta affinita.

RECEPTOR FAMILY

Class Il cytokine receptors
(interferon)

nn NN
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LIGANDS

IFN-o
IFN-B
IFN-y
IL-10
IL-19
IL-20
IL-22
IL-24
IL-26
IL-28
IL-29
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Iniziazione del segnale

IL-24 IFN-A3
iL-20 1IL-24 IFN-A2
iL-19 IL-20 IL-22  IL-22 IL-26 IFN-A1

IL-22BP
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A valle del recettore

JAK-STAT

v. 1.5.1 © gsartor 2016

STAT
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Via di segnalazione delle JAK/STAT

e JAK (Just Another Kinase): kinasi Janus, almeno quattro.
- Il nome & dovuto alla presenza di due domini molto simili
(bifronte).
e STAT (Signal Transducers and Activators of Trascription);
- almeno sette.

- Si ancorano al recettore fosforilato mediante il loro dominio
SH2.

- Fosforilati su Tyr da JAK si staccano dal recettore, formano
dimeri (omo- o etero-) che migrano nel nucleo e regolano la
trascrizione

— Utilizzata da GH, prolattina, citochine (eritropoietina) e
linfochine, interleuchine, interferone, e alcuni fattori di crescita
(CNTF: fattore neurotrofico ciliare), leptina (prodotta dal
tessuto adiposo)

- Come la maggior parte delle tirosina kinasi regola la
proliferazione cellulare.

- Regola anche la maturazione degli eritrociti
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JAK/STAT

Citokina
. , B @ | B
* Il recettore e attivato dal '/ pimerizzazione
segnale della citochina
(interferone, interleuchina,
fattore di crescita o altri \ \\ J/10
=\ . JAK Attivazione di
messaggeri); Q ®¢) Jak
¢ Viene attivata la funzione 5“2\ o
kinasica di JAK che si STAT—Q—_% fosforilazione da
. parte di
autofosforila; Y
e STAT si lega al recettore a o
. Di
fosforilato e transloca nel O distar

nucleo dove si lega al DNA
e promuove la trascrizione
dei geni che rispondono a
STAT

Trascrizione
v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III 52




v. 1.5.1 © gsartor 2016

JAK/STAT

STAT si lega alla sequenza
promotore che controlla
I’espressione di un‘altra
sequenza di DNA con
conseguente controllo delle
funzioni cellulari come:

- Crescita

- Differenziamento

- Morte cellulare (Apoptosi)

La via JAK/STAT €& conservata
dalle muffe ai vermi ai
mammiferi (ma non nei funghi
e nelle piante).

L'alterazione o la mancata
regolazione della via JAK/STAT
puo portare a sindromi
immunodeficienti o al cancro.

Citokina

B * B
g . .
f," Dimerizzazione

del recettore

Attivazione di
TAK

N Tyr
STAT — fosforilazione da

Y parte di JAK
Qj_o' Dimerizzazione
Ep'ig di STAT

Trascrizione
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Famiglie

JAK

e JAK1
o JAK2
e JAK3
o Tyk2

STAT
STAT1
STAT3
STATS A/B
STAT6
STAT2
STAT4

Trasduzione del segnale III
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JAK

e Quattro membri della famiglia nei
mammiferi:
- JAK1, JAK2, JAK3 e Tyk2.

e Peso molecolare da 120 a 130 kDa, circa
1000 AA

e JAK1, JAK2 e Tyk2 sono espressi
ubiquitariamente mentre |I'espressione di
JAK3 e ristretta alle cellule della linee
mieloide e linfoide.
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Struttura di JAKs

e Ci sono sette regioni ad alta omologia
nelle proteine JAK (JH):
- Dominio kinasico attivo (JH1);
- Dominio pseudokinasico inattivo (JH2);
— Dominio SH2 (JH3, JH4);

— Dominio FERM (JH6, JH7) che media il legame
al recettore transmembrana e regola |'attivita
kinasica

Ghoreschi et al. Immunol Rev., 2009

JH7 JH6

FERM SH2 Pseudokinasi Kinasi
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JAK1

e Tirosin-kinasi umana essenziale per
le citochine di tipo I e II

e Interagisce con la catena ydel
recettore

e E coinvolta nella trasduzione del
segnale dalle famiglie recettoriali IL-
2 (IL-2R, IL-7R, IL-9R e IL-15R), IL-
4 (IL-4R e IL-13R), gp130 (IL-6R,
IL-11R, LIF-R, OSM-R,
cardiotrophin-1 receptor (CT-1R),
ciliary neurotrophic factor receptor
(CNTF-R), neurotrophin-1 receptor
(NNT-1R) e Leptina.

e E anche importate nella trasduzione
del segnale interferone di tipo I
(IFN-a/B) e tipo (IFN-y)

e IL-10 via recettore delle citochine di
tipo II.

3EYG
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JAK2

e Recettori delle citochine di tipo II (interferone),

e il segnale JAK2 ¢ attivato anche dal recettore della
prolattina.

2B7A
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JAK3

e L’espressione di JAK3 &
ristretta alle cellule
ematopoietiche
€ comunemente espresso in
cellule T e NK ma € stata
indotta I'espressione in
leucociti e monociti

e Mutazioni di JAK3 portano a
severa immunodeficienza
(SCID).

e Topi che non esprimono JAK3
hanno i linfociti T e B che non
rispondono a molte citochine.

1YVl
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Tyk2

e Tyk2 é stato il primo membro della famiglia JAK
descritto

e E coinvolto nei segnhali mediati da IFN-a, IL-6, IL-
10 e IL-12.

3LXN
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Famiglie

JAK

e JAK1
o JAK2
e JAK3
o Tyk2
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STAT

e STAT1
STAT3
STAT5 A/B
STAT6
STAT2
STAT4
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STAT

e Le proteine STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription, o Signal
Transduction And Transcription)

e Regolano la crescita, la sopravvivenza e il

differenziamento.

e Sono attivate da JAK.

e Sono coinvolte nello sviluppo del sistema immune
e giocano un ruolo essenziale nel mantenere |l
sistema immunitario e la sorveglianza dei tumori.
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STAT1

e STAT1 ¢ coinvolta nella up-regolazione di geni dovuti a segnali da
interferone di tipo I, II e III

e A seguito della stimolazione con IFN-y, STAT1 forma omodimeri o
eterodimeri con STAT3 e lega I'elemento promotore GAS (Interferon-
Gamma Activated Sequence)

e In risposta a stimolazione con IFN-a or IFN-B, STAT1 forma eterodimeri
con STAT2 per legarsi a al promotore ISRE (Interferon Stimulated
Response Element)

e In entrambi i casi si ha un aumento dell’espressione di ISG (Interferon
Stimulated Genes).

e L’espressione di STAT1 puo essere indotta da diallil-solfuro (aglio).
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Interferon Stimulated Response Elements
(ISRES)

| SGo4 TAGITTCACTTTCCC
| SGL5 CAGITTCGGITTCCC
GBP TACTTTCAGITTCAT
| P10 AGGTTTCACTTTCCA
QAS TGGITTCGITTCCTC
HLA- A CAGITTCTTTTCTCC
VX GAGITTCGITTCTGA
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STAT2

¢ In risposta all’interferone forma un
complesso con STAT1 e il fattore
regolatorio p48 (ISGF3G), con il
quale agisce da transattivatore senza
avere la capacita di legare il DNA

¢ Gli adattori di trascrizione P300/CBP
(EP300/CREBBP) interagiscono
specificatamente con questa
proteina.
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STAT3

e Questa proteina e fosforilata in Tyr705 e Ser 727 in risposta
a diverse citochine (interferone, EGF, interleuchina 5, 6,
hepatocyte growth factor, leukemia inhibitory factor (LIF),
bone morphogenetic protein 2 e leptina)

e Media I'espressione dei svariati geni responsabile della
crescita cellulare e dell’apoptosi

e La GTPasi Racl si lega e regola STAT3.
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STATS

Media la risposta a IL2,
IL3, IL7 GM-CSF,
eritropoietina,
trombopoietina e diversi GF
L'attivazione di questa
proteina nei linfomi e
mielomi € associata con la
fusione genica con
TEL/JAK2 che &
indipendente da stimoli
cellulari

Questo gene induce
I’espressione si
BCL2L1/BCL-X(L), che ne
suggerisce una funzione
anti-apoptotica.
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Inhibition of signaling
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o

Stem CrLLS

SOCS Proteins: Negative Regulators of Cytokine Signaling

DANIELLE L. KREBS, DOUGLAS J. HILTON
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ACTIVATION OF SIGNALING NEGATIVE REGULATION Figure 2. Overview of Cylokine Signaling:
OF SIGNALING Positive and Megative Regulation
cytokine Cytokines bind to homodimeric or heterodi-
meric receptors, which bind Janus kinases
(Jaks). Jaks are activated by transpherylation
and they in turn phosphorylate cytokine re-
ceptors, allowing Stats to bind via SH2-phos-
photyrosine interactions. Stats themselves
are phosphorylated, permitting Statdimeriza-
tion and translocation to the nucleus where
Stats bind DNA and regulate gene expres-
sion. This process is regulated at multiple
steps, some of which are summarized here:
tyrosine phosphatases such as SHP-1, CD45,
and PTP1b may regulate phosphorylation of
receptors and Jaks. Dimerized Stats can be
bound by PIAS members, which have been
found to be SUMO E3 ligases; the depicted
sumoylation of Stats, however, is a specula-
tive, albeit reasonable, possibility. Addition-
ally, cytokine stimulation induces the tran-
scription of a family of SH2 containing
proteins known as SOCS proteins. SOCS pro-
Response teins inhibit signaling by multiple means: (1)
binding and inhibiting Jaks, (2) binding cyto-
kine receptors and blocking Stats recruit-
ment, and (3) and of the Jakfreceptor complex. Stats are dephosphorylated in the nucleus, but the
identity of the predoeminant nuclear Stat phosphatase {N-PTP) remains to be determined.

cywokine
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SH2 Domain

Linker Domain

DNA Binding Domain

Colled-coll
Domain

Fig. 3. Crystal structure of Statl, Ribbon diagram of a Stat] core dimer {amino acids 136-710) bound to DNA. The coiled-coil domain is shown in green, the
DNA-binding domainis shown in sed, the linker domain inormge and the SH2 domain and the tyrosine-phosphorylated tail seg ments are shownin cyan. Two
disorderned loops in the coiled-coil ds i d one ing the SH2 4 i d as dotted lines, Phosphotyrosine residue number T01 is shown
& 4. The DNA backbone is colored in gray. ‘N and "C" indicate the N- and C-termini of the Statl core dimer. Reprinted from Chen et al (1998) with
perntission of Dr. 1. Kuriyan.

Signaling through the JAK/STAT pathway, recent advances and future
challenges

T. Kisseleva, S. Bhattacharya, J. Braunstein, C.W. Schindler*
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Regolazione di JAK/STAT

a
b
Jag N
° Amrino-ternnal  Coiled-eal  DMA-sinding  Linker SHZ  Trarmactivation REGULATION OF JAK-STAT
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I 17 Ke Shuai®* and Bin Liu*
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Regolazione di JAK/STAT
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Figue 5| The Gross- lalk between cylokine-signaling
palhways. a| Gross-1ak beween to.Janus Hrass
(JA)-signal Transducer and acivater of transciption (STAT!
pataaye. Tha interferon 7y (IFN-y)- acthated JAK_STAT pathway
e induge e Lensariplion of STATT, whish Uhen postivaly
reguletes the JAK-STAT pathways figgersd by subsequent
stimulationwih FM-yor IPN-cL Similarly, IFN-cttreatment cen
Indlucs tha oroduction of I8GH B, which can sensize the
sbseguen L IFN-w-aclivaled JARK-STAT palfreay. b | Cross-lak.
Eetwesr IAN and liococlysaccharide (LPE) pattways. Beth IFN
nd | PR can nelica the expressicn of suppiesscr of cytokine
dgnaling 1 (SDCS1) hroughthe JAK_STAT ard ~uslear
Teuslor-KB (NF-KB) peall wetys, resqeively, SOCS | ks a1 kgelive
regulator of oth IRN and LPS pattways. ¢ |Cross-alk batween
1PNy and integrin pattramys. Activation oftha integrin pattsy
loads 1o the progpnenylation of protein dinase Ce (PKC), whicn
car Taclitats te phosphoryisticn of STATI. The exast
mechansm irvelved emans tc be ducidated. IK<, nhiblor of
NF-xR kineses Tl B, Tell-lke receptor 4.

n m
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Regolazione di JAK/STAT

"5

Iranscripticn inhibition

Transcriptionsl

activation

OOV ANY NV NV NV
Transcription inhibition?

Fgure 4 | Proposed mechanisms for inhibiting the JAK-STAT pathway by PIAS proteins.
Different PIAS (protein Inhibitor of activatad STAT) proteins can inhibit the Janus <inase
WAK}-signal transducer and activator of transcription (STAT) pathway :hrough dstinct
mechanisms. a | PIA31 and PIAS3 bleck the DNA-binding activity of STAT dime's. b | PIASX
and PIASY might act as transcriptional co-repressors of STAT by recruiting other co-repressor
proteins such as histons deacetylase (HUAC). € | PIAS proteins can promate the conjugaton
of small ubquitin-related miedifer (SUMO) to STATH. The sighificance of STAT1 sumoyiaticn in
regulating STAT1 actvity is controversial and needs to be clerified.
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A VE17F mutation B Chromosomal translocation

1 1
£ CENEE v |

l Hyperphosphory'ation l Degradation
- — T o
— —~ — —
Constiutive Jakzve17F activation [— || — socss e TEL-Jak2 acti | 30C31 uverexpression
Pharmaceutical Jak-inhibitor * Pharmaceuntical Jak-Inhioitor

: 1

vells
I Cell trar ion and ur proliferetion
Myeloproliferative disorders (PV, ET, PMF) l
T lympheid i A In Tykz KU mice

Fig. 2. Development of hematopoietic malignancies by Janus family kinases (Jaks) and possible control mechanisms. Lymphoproliferatve and
myeloproliferarive diseases may be caused by different Jak activating mutations (A) or fusion proteins resulting from chromosomal ranslocation (B).
Both genetic d]anga resultin constitutive activation of Jak? and downstream xignal transducers and activators of ranscription (STAT) activation, which
in turn cause cell ransformation and uncontrolled proliferation. The regulatory functions of suppressor of cytokine signaling ($OCS) can either not cope
with the constitutive activation or are silenced by Jak2Vé 1 7F hyperphosphorylation (A). The generation anduse of selective Jak? or Jak 2Vé1 7 Finhibitors
may interrupt the signaling cascade and prevent tumor progression. When tumor-protective interferon (IFN)-r-dominated immune responses are
impaired dueto the absence of Tyk2, the development of translocated ET§ lenkemia (TEL)-Jak2 mediated T-lympheid lenkemia is accelerated in mice (B).

Ghoreschiet al - Jaks in immune cell signaling
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The JAK/STAT Signaling Pathway

Jason S. Rawlings, Kristin M. Rosler and Douglas A. Harrison
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receptors

RECEPTOR FAMILY LIGANDS

Immunoglobulin superfamily

\
)

IL-1
M-CSF
C-Kit
IL-18

Figure 12-6a
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
0 2007 W.H. Freeman and Company
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RECEPTOR FAMILY
TNF receptors

Figure 12-6d
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Company

LIGANDS

TNF-a

TNF-B

CD27L

CD30L

CcD4oL

Nerve growth factor (NGF)
FAS
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RECEPTOR FAMILY LIGANDS

Chemokine receptors

IL-8
RANTES
MIP-1
@ PF4
G protein MCAF
NAP-2

Figure 12-6e
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Company

v. 1.5.1 © gsartor 2016 Trasduzione del segnale III

Chemochine

e Citochine chemotattiche

e Basso peso molecolare (8-10kd)

¢ Promuovono il reclutamento, la chemotassi e |'attivazione dei
leucociti

e Possono essere suddivise in sottoclassi in funzione della
struttura

e La maggior parte delle chemochine ha quattro Cys che
formano ponti disolfuro
— Classe CC - le prime due Cys sono adiacenti (MCP-1, RANTES)
— Classe CXC - le prime due Cys non sono adiacenti (IL-8)
- Classe C - solo due Cys (Linfotactina)

- Classe CXXXC - ci sono tre residui tra le prime due Cys e N-
terminale.
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Effetti delle chemochine

e Promuovono la
chemotassi
attraverso:

- la variazione della
forma delle cellule

- |la polimerizzazione e
depolimerizzazione

dell’actina Recettori  Grediente di
per le ;
. - . . chemochine
- azione sui sistemi di chemochine .o
adesione: ® Ce * .:' o
e Lamellipodi € s+ . s’
e Integrine MY 1
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Recettori per le chemochine

e Recettori specifici legano
citochine specifiche:
- CXCR1 lega IL-8
e Ci sono recettori condivisi

- CCR1 lega MIP -1a, I
RANTES, MCP-2 e MCP3

o @
; . . g Ty —+(PLCH(DAS . »PKC
* Esistono recettori i \‘C s,

promiscui che legano tutte SIeTPK> l
le classi v v

» Recettori codificati da g_)“
virus: @ @

- Citomegalovirus- CMV U28
lega chemochine CC
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Virus

e Gli agenti possono utilizzare il sistema delle
citochine per evitare la risposta immune dell’ospite

o [ fattori codificati da virus possono influenzare
I'attivita delle citochine in diversi modi:

— attraverso l'inibizione della sintesi e del rilascio delle
citochine dalle cellule infettate;

- interferendo nell’interazione citochina-recettore;

- inibendo la trasduzione del segnale indotto dalle citochine;

- inducendo la sintesi di citochine antagoniste delle citochine
dell’ospite (virocettori e virochine).
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Referenze sul WEB

¢ Vie metaboliche
- KEGG: http://www.genome.ad.jp/kegg/
e Degradazione degli xenobiotici:
http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01196.html
e Struttura delle proteine:
- Protein data bank (Brookhaven): http://www.rcsb.org/pdb/
- Hexpasy
e Expert Protein Analysis System: http://us.expasy.org/sprot/
¢ Prosite (protein families and domains): http://www.expasy.org/prosite/
¢ Enzyme (Enzyme nomenclature database):
http://www.expasy.org/enzyme/
- Scop (famiglie strutturali): http://scop.berkeley.edu/
e Enzimi:

- Nomenclatura - IUBMB: http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/

- Proprieta - Brenda: http://www.brenda.uni-koeln.de/

- Expasy (Enzyme nomenclature database): http://www.expasy.org/enzyme/
Database di biocatalisi e biodegradazione: http://umbbd.ahc.umn.edu/
Citocromo P450: http://www.icgeb.org/~p450srv/

Metallotioneine: http://www.unizh.ch/~mtpage/MT.html

Tossicita degli xenobiotici: Agency for Toxic Substances and Disease Registry
http://www.atsdr.cdc.gov
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