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STAT3 — ukryty czynnik transkrypcyjny
celem terapii przeciwnowotworowych

STATS3 — Latent transciption factor for anti-cancer
therapy

Marta Poczeta, llona Bednarek

STRESZCZENIE

Biatka STAT (signal transducer and activator of transcription — przekaznik
sygnatu iaktywator transkrypcji) to rodzina czynnikéw transkrypcyjnych,
z ktorych kazdy petni unikalng funkcje w przekazywaniu sygnatow zewnatrzko-
moérkowych oraz bezposrednim regulowaniu transkrypcji. Ich funkcja polega na
kontroli ekspresji genow, ktore zaangazowane sg w przezycie komorek, prolife-
racj¢, chemioopornos¢ oraz angiogeneze.

Ufosforylowany STAT3 obserwuje si¢ w blisko 70% ludzkich nowotworow.
Peligc role biatka onkogennego ulega on konstytutywnej aktywacji w wielu
pierwotnych nowotworach u ludzi, bedac aktywowanym przez wiele réoznych
cytokin, takich jak IL-6 IL-7, IL-10, IL-20, leptyna, czynnik stymulujacy wzrost
kolonii granulocytow (granulocyte colony stimulating factor — G-CSF), epider-
malny czynnik wzrostu (epidermal growth factor — EGF), plytkowy czynnik
wzrostu (platelet-derived growth factor — PDGF), a takze biatka onkogenne,
m.in. Src i Ras.

Ponadto STAT3 moze by¢ aktywowany poprzez receptorowe i niereceptorowe
kinazy tyrozynowe, takie jak: kinaza receptora epidermalnego czynnika wzrostu
(kinase of epidermal growth factor receptor — EGFR), aktywowana kinaza Janus
(activated Janus kinase — JAK), kinazy regulujace sygnaty zewnatrzkomorkowe
(kinases regulating extracellular signals — ERK). Jego istotng funkcja jest regu-
lacja autonomicznych wtasciwosci komoérek nowotworowych.

Blokowanie ekspresji STAT3 w ludzkich komérkach nowotworowych hamuje
proliferacj¢ invitro oraz progresj¢ nowotwordéw in vivo. W celu wyciszenia
ekspresji gendow STAT3 mozna wykorzysta¢ oligonukleotydy antysensowe,
rybozymy i DNAzymy.

Samo biatko STAT3 mozna zablokowa¢ wykorzystujac inhibitory kinazy tyro-
zynowej, dominanty negatywne wobec biatka STAT3, komplementarne wobec
lekow mate niepeptydowe czasteczki. Wsrod najnowszych metod regulacji ekspresji
gendéw znajduje si¢ metoda wykorzystujaca proces interferencji RNA — RNAI.
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ABSTRACT

STAT proteins belong to the transcriptional factors family, and each of them performs a unique function in
extracellular signal transduction and in direct regulation of transcription. Their function is based on controlling
genes expression, which is involved in cell survival, proliferation, chemoresistance and angiogenesis.
Phosphorylated STAT3 is observed in 70% of human cancers. STAT3 as an oncogenic protein is constitutively
activated in many primary human cancers by different cytokines as: IL-6 IL-7, IL-10, IL-20, leptin, granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF), epidermal growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), and
oncogenic proteins such as Src and Ras.

Moreover, STAT3 can be activated by receptor and nonreceptor tyrosine kinases such as: epidermal growth
factor receptor kinase (EGFR), activated Janus kinase (JAK) or kinase regulating extracellular signals (ERK).
An important role of STAT3 is the regulation of cancer cells autonomous properties.

The blocking of STAT3 expression in human cancer cells inhibits proliferation in vitro and cancer progression in
vivo. To inhibit gene expression of STAT3, antisense oligonucleotides, rybozimes and DNAzymes can be used.
The STAT3 protein can be blocked by tyrosine kinase inhibitors, negative dominants for the STAT3 protein,
complementary to small nonpeptide particle drugs. Among the newest methods of gene expression regulation
is the RNA — RNAI method of interference.
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komoérkowego. W jadrze dimery wigzane sg do specy-

WSTEP
g ficznych sekwencji (czgsto okreslanych jako sekwen-

cje aktywowane) w regionach promotorow genow
w celu pobudzenia ich transkrypcji [4].

Geny kodujace biatka STAT zlokalizowano w trzech
obszarach chromosomoéw (tab. I).

Bialka STAT

Biatka STAT (signal transducer and activator of
transcription — przekaznik sygnatu i aktywator tran-
skrypcji) to rodzina czynnikow transkrypcyjnych,
ktore regulujg ekspresje genow zaangazowanych
w prawidtowe i patologiczne procesy komorkowe [1].
Biatka STAT s3a powiazane z zapaleniem, przezyciem,

Tabela I. Lokalizacja biatek STAT w chromosomach [5]
Table I. STAT chromosomal location [5]

Lokalizacja w chromosomie

Biatka stat

proliferacja, metastaza, angiogeneza oraz chemio- myszy cziowiek
opornoécig komoérek nowotworowych [2]. STAT1 1 29323
Rodzina biatek STAT sktada si¢ z siedmiu przynalez- STAT2 10 129133
nych do niej cztonkéow (STATI, STAT2, STAT3, STAT3 11 179212
STAT4, STAT5a, STATSb i STAT6), ktérych wiel- STAT4 1 2q32.2
ko$¢ zawiera sie w zakresie 750-850 aminokwasow, STAT 5a 1 179212
w rezultacie tworzac bialka o masie czasteczkowej STAT 5b " 17q21.2

STAT 6 10 12913.3

90-115 kDa [3].

Kazde z bialek STAT pelni unikalng funkcje
w transdukcji sygnatow zewnatrzkomorkowych i bez-
posrednim modulowaniu transkrypcji. Poczatkowo sa

W prawidtowych komorkach, po modulacji ekspresji
genu, biatka STAT moga ulec defosforylacji przez
fosfatazy tyrozyny i w tej formie pozostaja wolne do

one obecne w nieaktywnej formie w cytoplazmie
i zostaja aktywowane po zwigzaniu si¢ z peptydami
sygnalizacyjnymi, do ktorych naleza cytokiny, czyn-
niki wzrostu i hormony. W przypadku aktywacji przez
cytokiny receptor dla cytokin ulega dimeryzacji oraz
indukcji, a nastgpnie wiaze si¢ z blong komorkowa,
prowadzac do aktywacji kinazy JAK (Janus-activated
kinase — kinaza tyrozynowa typu Janus) przez szybka
fosforylacje domen cytoplazmatycznych. Fosforylacja
generuje miejsce rozpoznawane przez biatka STAT
z homologiczna domeng wigzaca Src (SH2 — Src ho-
mology2), umozliwiajac im formowanie homo- lub
heterodimeroéw i szybkie przemieszczanie si¢ do jadra

kolejnych rund stymulacji [6].

Bialka STAT mozna podzieli¢ na dwie grupy w zalez-
nosci od ich specyficznych funkcji:

1) STAT2, STAT4 i STAT6, aktywowane przez
niewielka liczbg cytokin, odgrywajace roznorodne
role w rozwoju komorek T i sygnalizacji IFNy;
STATI1, STAT3 i STATS, aktywowane w réznych
tkankach przez szereg ligandow i odpowiednio
uczestniczace W sygnalizacji IFN, rozwoju gruczo-
tu sutkowego i odpowiedzi na GH (growth hormo-
ne — hormon wzrostu) i embriogeneze [7].
Czynniki transkrypcyjne STAT3 oraz STATS sa po-
wigzane z licznymi nowotworami zto§liwymi [2].

2)
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W poréwnaniu z normalnymi komorkami i tkankami,
konstytutywnie aktywowane bialka STAT =zostaly
wykryte w szerokim zakresie ludzkich linii komorko-
wych zwiagzanych z nowotworami obejmujacymi
biataczke, chtoniaki, czerniaki, raka prostaty, raka
jajnika, ptuca, i sutka [8].

Nowe zainteresowanie blokowaniem kaskady sygnali-
zacyjnej biatek STAT w nowotworach zto§liwych jest
wynikiem roznorodnych funkcji czasteczek biatek
STAT w odniesieniu do proliferacji komoérek i ich
przezycia, jak rowniez transkrypcji DNA, wszystkich
procesow, ktore majg Kluczowe znaczenie dla progre-
sji nowotwordéw [9].

Bialko STAT3

Biatko STAT3 jest ukrytym cytoplazmatycznym
czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym przez
réznorodne sygnaly, w tym wiele cytokin i czynnikow
wzrostu. Po aktywacji poprzez fosforylacje tyrozyny,
STAT3 tworzy dimery, ktdre przemieszczajg si¢ do
jadra komorkowego, gdzie reguluja transkrypcje doce-
lowych genéw [10]. Ufosforylowany STAT3 obser-
wuje si¢ w blisko 70% ludzkich nowotworéw. Biatko
STAT3 jest wlaczone w wiele prawidtowych i patolo-
gicznych proceséw obejmujacych proliferacje komor-
kowa, rdznicowanie, przezycie, angiogeneze, metasta-
zg, zapalenie 1 odpowiedz immunologiczng. Dziata
jako onkogen w procesie nowotworzenia, przyczynia-
jac si¢ do mechanizméw ucieczki guza spod kontroli
uktadu odpornos$ciowego [11]. W normalnych warun-
kach fizjologicznych aktywnos¢ STAT3 jest $cisle
kontrolowana, jednak wewnagtrzkomorkowe $ciezki
sygnalizowania obejmujace STAT3 s3 czesto konsty-
tutywnie aktywowane w wielu ré6znych nowotworach
u ludzi, zatem biatko to jest zaangazowane w wiele
proceséw biologicznych, w tym kancerogeneze. Kon-
stytutywng aktywacje STAT3 stwierdzono w wielu
typach nowotworow, m.in. w czerniaku, raku prostaty,
glowy i szyi, raku plaskonabtonkowym. Wykazano, ze
inhibicja STAT3 moze powodowa¢ hamowanie 16z-
nych nowotwordéw [10,12]. W uzupetnieniu do komo-
rek nowotworowych STAT3 jest konstytutywnie ak-
tywowany rowniez w wielu typach komoérek immuno-
logicznych w mikrosrodowisku guza, w tym komor-
kach dendrytycznych (dendritic cells — DC) i ma-
krofagach [13].

1 130 320

Gen STAT3

Gen STAT3 zbudowany jest z 24 ekzonow i1 wystgpuje
na dlugim ramieniu chromosomu 17 (17¢g21.1- q21.2).
Chociaz istnieje tylko jeden gen STAT3, tak u myszy,
jak iuludzi, zostaty zidentyfikowane dwie izoformy
biatka: STAT3a (p92) i STAT3p (p83), rézniace si¢
strukturg C-koncowej domeny transaktywacji. Infor-
macyjny RNA (mRNA) kodujacy STAT3 ma
50-nukleotydowa delecje na koncu 3’, ktéra prawdo-
podobnie spowodowana jest przez alternatywne skla-
danie mRNA, co w konsekwencji powoduje brak
55 reszt aminokwasowych na C-koncu STAT3a [14].
W STAT3p 55 reszt aminokwasowych wystepujacych
w STAT3a jest zastgpionych przez 7 unikalnych reszt
aminokwasowych na C-koncu. Pozostatosci te sa
kodowane przez 21 nukleotydow taczonych w 2 ramki
odczytu ponizej miejsca delecji; 55 reszt aminokwa-
sowych na C-konicu obejmuje domene transaktywacji
STAT3a i zawiera seryn¢ 727, ktorej fosforylacja
powoduje zwickszong aktywnos¢ transkrypcji.
Obnizona aktywno$¢ wigzania DNA ze STAT3a wy-
nika 2z ograniczonej stabilno$ci homodimerow
STAT3a w porownaniu z homodimerami STAT3p.
Stosunek STAT3a do STAT3p rézni si¢ w komorkach
i tkankach odpowiednio od 3 : 1 do 10 : 1 na poziomie
mRNA oraz 1 : 3 do 10 : 1 na poziomie biatka. Rozni-
ca ta moze wywola¢ powazne skutki biologiczne,
poniewaz funkcje tych dwoch izoform sie nie pokry-
wajg. W badaniach analizujacych rézne funkcje biolo-
giczne izoform STAT3, STAT3a wzmacnia, nato-
miast STAT3B hamuje wirusowy protoonkogen mi¢-
saka (viral-sarcoma — v-Src), posrednia transformacje
fibroblastow. Czynniki regulujace sktadanie STAT3
do STAT3a lub STAT3, w tym elementy regulacyjne
cis w genach STATS3, nie sg znane [14].

Struktura bialka STAT3

Biatko STAT3 ma mase¢ czasteczkowa 89 kDa (770
aminokwasow), charakteryzuje si¢ obecnos$cig naste-
pujacych domen biatek strukturalnych:

— domena N-koncowa,

— domena zwinietego zwoju (coiled-coil domain),

— element wiazacy DNA, tacznik (linker),

— domena SH2,

— domena transaktywacji (ryc. 1) [3].

465 585 688 770

domena
zwinigtego zwoju

domena
N-koncowa

domena
wiazaca DNA

domena
transaktywacji

domena
SH2

domena
laczaca

Ryc. 1. Struktura biatka STAT3. Podobnie jak inni cztonkowie rodziny STAT, STAT3 sktada si¢ z szesciu domen: domeny N-koncowej, domeny
zwinietego zwoju, domeny wigzacej DNA, domeny taczacej, domeny SH2 i domeny transaktywacii [3].

Fig. 1. Structure of STAT3 protein. Similar to other members of STAT family, STAT3 is comprised of six domains: N-terminal domain, coiled coil domain,
DNA binding domain,linker domain, SH2 domain and Transactivation domain [3].
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Funkcja STAT3

Biatko STAT3 zostalo uznane za wspotczynnik reak-
cji ostrej fazy, aktywowany przez IL-6. Obecnie uzna-
je sie, ze moze by¢ rowniez aktywowane przez wiele
innych cytokin, takich jak IL-7, IL-10, IL-20, leptyna,
czynniki stymulujace wzrost kolonii granulocytow
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), epi-
dermalny czynnik wzrostu EGF (epidermal growth
factor) [4].

Sciezki aktywacji oraz analiza funkcjonalna wykazuja,
ze STAT3 odgrywa wazng role w regulowaniu, za-
réwno konstruktywnie, jak i negatywnie, szerokiego
spektrum procesOw komorkowych zachodzacych
W uzupetnieniu do transkrypcji. STAT3 koordynuje
ekspresje genow wystepujacych w wielu szlakach
metabolicznych i biosyntezy, integrujac sygnaly pro-
wadzace do globalnych zmian transkrypcji i onkoge-
nezy. Obejmuja one geny zaangazowane w adhezje
komorkows, przebudowe cytoszkieletu, metabolizm
lipidow i biatek, a takze przewodnictwo sygnalow
[10].

Biatko STAT3 ulega ekspresji w wigkszosci tkanek,
moze tez wykazywac przeciwstawne efekty w stosun-
ku do proliferacji w réznych typach komorek, np.
komorki T i hepatocyty z niedoborem STAT3 wyka-
zuja staba odpowiedz na IL-6, podczas gdy niedobor
STAT3 w makrofagach i1 neutrofilach wigze si¢
znadmierng produkcjg cytokin prawdopodobnie
z powodu zaburzenia reakcji IL-10. Gruczoty sutko-
we z zerowym poziomem STAT3 wykazujg znaczne
opoOznienie w programowanej $mierci komorki, ktora
wystepuje podczas cyklicznych inwolucji gruczotu
sutkowego [4].

Wysoki poziom aktywowanego STAT3 w guzach
piersi jest w sposéb odwrotnie proporcjonalny skore-
lowany z kompletng patologiczna odpowiedzia na
chemioterapi¢ neoadiuwantami. Zahamowanie akty-
wacji STAT3 w komorkach raka sutka hamuje wzrost
i proces neoangiogenezy i potencjalng odpowiedz na
chemioterapeutyk — doksorubicyne. Produkcja auto-
krynnej IL-6, pierwszego mediatora aktywacji STAT3
w guzie piersi, zostata zaobserwowana na podwyzszo-
nym poziomie w ludzkich gruczotach sutkowych.
Blokada tego szlaku sygnalizacyjnego zmienita agre-
sywne cechy charakterystyczne dla podstawowego
raka sutka [15].

Ponadto STAT3 odgrywa zasadnicza rol¢ w transduk-
cji sygnalu wymaganego do migracji, ale nie do proli-
feracji keratynocytow, a takze jest niezbedny do prze-
budowy skory oraz wloséw i gojenia si¢ ran. W zwiaz-
ku z tym moze promowaé proliferacje w hepatocy-
tach, komoérkach nerwowych, komorkach plazmatycz-
nych i limfocytach T, ale hamuje te reakcje w gruczo-
le mlekowym i komorkach szpiku [4].

Co ciekawe, za pomoca oligonukleotydow antysenso-
wych i ilosciowej reakcji amplifikacji w czasie rze-

czywistym — RT™-PCR (real-time polymerase chain
reaction — reakcja tancuchowa polimerazy), w bada-
niach wykazano zmiany w globalnej ekspresji genow
w wyniku ekspresji STAT3 w komorkach nabtonka
phuc [4,16]. Wykazano, ze STAT3 reguluje geny
wspolne zaréwno dla procesu gojenia si¢ ran, jak
i nowotworu, zapewniajac molekularne podstawy do
zrozumienia, w jaki sposob rak prowadzi do deregula-
¢ji normalnych proceséw gojenia si¢ ran [4].
Dodatkowe badania sugeruja, ze ekspresja aktywowa-
nej postaci STAT3 jest waznym czynnikiem zwigza-
nym z inwazjg nowotworowg i stabym rokowaniem
u ludzi z gruczolakorakiem jelita grubego [4,17,18].
Jak wynika z licznych badan, konstytutywna aktywa-
cja lub deregulacja STAT3 przyczynia si¢ do wielu
nowotworow, w tym nowotwordéw zotadka, szpiczaka
mnogiego, biataczki, chtoniakow, ziarniakow grzybia-
stych, nowotwor6w mozgu, prostaty, piersi, pluca,
glowy 1 szyi. Skumulowanie dowodow z przeprowa-
dzonych badan z wykorzystaniem oligonukleotydow
antysensowych, interferencyjnego RNA (RNAi — RNA
interference), peptydéw i matoczasteczkowch inhibi-
torow wskazuje, ze blokowanie STAT3 prowadzi do
zahamowania wzrostu komorek nowotworowych
i apoptozy [4]. STAT3 moze promowaé transforma-
cje¢ komorek guza poprzez Sciezki sygnalizacji antya-
poptotycznej (przez regulacj¢ genow, ktore przeciw-
dziataja aktywnej $mierci komorki). W nowotwo-
rowych liniach komérkowych moézgu, skory i piersi
nadekspresja gendéw antyapoptotycznych, takich jak
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) i Bel-xL (B-cell lymphoma-
extra large), jest powigzana z manipulacja STATS3,
a w konsekwencji z zahamowaniem STAT3 powodu-
jacego apoptoze.

W przeciwienstwie do aktywacji monocytow, w ko-
moérkach STAT3 prowadzi do zahamowania c-myc
i c-myb oraz indukcji junB i IRF-1 (IFN-gene regula-
tory factor — czynnik regulujacy gen dla interferonu),
regulacji gendéw zwigzanych z rdznicowaniem i za-
hamowaniem wzrostu [2,19]. Scisty zwiazek aktywa-
cji STAT3 z transformacja i progresja nowotworu
spowodowat, ze biatko STAT3 stalo si¢ atrakcyjnym
celem dla powodzenia terapii molekularnej raka [4].

Import STAT3 do jadra komérkowego

Obecno$¢ STAT3 w jadrze i cytoplazmie w warun-
kach podstawowych wskazuje na staly transport
STAT3 migdzy dwoma przedzialami komérkowymi.
W przeciwienstwie do innych STAT, takich jak
STAT! i STAT2, ktére gromadza si¢ w jadrze tylko
po ich fosforylacji, STAT3 moga wejs¢ do jadra ko-
morkowego niezaleznie od fosforylacji. Mechanizm
lezacy u podloza tych réznic dotyczy zaangazowania
réznych importyn przez STAT dla ich jadrowego
importu. STAT3 wiaze si¢ konstytutywnie do impor-
tyn a-3 i a-6 [20].
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Aktywacja STAT3

Mimo ze biatka STAT sg zazwyczaj ukryte w cytopla-
zmie 1 ich aktywacja jest $cisle kontrolowana przez
negatywne regulatory, w tym SOCS (suppressors of
cytokine signaling — inhibitory przekaznictwa sygnatu
od cytokin), biatka PIAS (protein inhibitors
of activated STAT — biatkowe inhibitory aktywnych
STAT) oraz fosfatazy, w komorkach transformowa-
nych i w roéznych komoérkach nowotworowych,
STAT3 jest aktywowany w istotny sposob [21].
Konstytutywna aktywacja STAT3 w komorkach no-
wotworowych spowodowana jest tym, ze receptory
sygnalizacji wielu cytokin i czynnikow wzrostu, np.
interleukiny 6 oraz 10 (IL-6, IL-10), EGF, HGF (he-
patocyte growh factor — czynnik wzrostu hepatocy-
tow), HER2/neu (human epidermal growth factor
receptor 2 — receptor typu 2 ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu), VEGF (vascular endothelial
growth factor — naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik
wzrostu), sg nadmiernie aktywne w nowotworach
[21].

Aktywujaca STAT3 konstytutywng fosforylacj¢ tyro-
zyny zaobserwowano w transformacji v-Src, v-EYK,
v-Ros oraz v-FPS. Ponadto STAT 3 moga by¢ akty-
wowane przez rozne kinazy onkogenne, jak v-Src,
c-src, v-ABL, a v-FPS [22]. Funkcjonalnie najwaz-
niejszymi regulatorami STAT3 sa IL-6 oraz IL-10
z rodziny cytokin [23].

STAT 3 aktywowane jest przez fosforylacje tyrozyny
w jednym miejscu blisko C-konca (Y705), a takze
przez fosforylacje seryny w miejscu w domenie trans-

aktywacji (Ser727). W fosforylacji tyrozyny w odpo-
wiedzi na stymulacj¢ cytokinami posredniczy kinaza
JANUS, najczegsciej JAK1, potrzebna do dimeryzacji
STATS3, transportu jadrowego oraz wigzania
DNA [24].

Sygnalizacja STAT3 (ryc. 2) jest wywotana przez
rozne kinazy (JAK, RTK, cyt TK, STK) w sposob
zalezny od fosforylacji i przeciwdziata wielu biatkom
regulatorowym (PIAS, SOCS3). Aktywacja STAT3
nastepuje w odpowiedzi na homodimeryzacje gp130
(glycoprotein 130 — bialko transblonowe, receptor
cytokin), wigzania IL-6 lub IL-11 do ich specyficz-
nych receptoréw a podjednostek transbtonowych
(a gp130). Fosforylacja tyrozyny czwartej btony dy-
stalnej (YY) przez konstytucyjnie zwigzane JAK rodzi-
ny kinaz tyrozynowych (TK — tyrosine kinase) jest
wystarczajaca, aby homologiczna domena wigzaca
src (SH-2) posredniczyta w wigzaniu STAT3. Po
fosforylacji tyrozyny STATI1/3 tworza homo-
i heterodimery, ktore przemieszczaja si¢ i transakty-
wuja geny, w tym negatywny regulator SOCS3.
STAT3 moze ulec fosforylacji przez niektore TKS
i TK cytoplazmatycznych receptorow. Tymczasem
kinazy seryny treoninowej (STK - serine-threonine
kinase) posredniczg w fosforylacji seryny, ktoéra po-
woduje  maksymalng aktywno$¢  transkrypcyjna
STAT3 iumozliwia jego kierowanie do mitochon-
drium.

Bialko transblonowe gpl130 angazuje roéwniez szlak
Ras/ERK (low molecular weight GTP-binding
protein/extracellular signal-regulated kinases — ni-
skoczasteczkowe biatko wigzace GTP/zewnatrzko-
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moérkowy sygnal regulacji kinaz) poprzez wigzanie
fosfatazy tyrozynowej SHP2 (domain-containing
tyrosine phosphatases — domena zawierajaca fosfatazy
tyrozynowe) do blizszej blony sekwencji fosfo-YXxV
(V — walina, x — dowolny aminokwas). Fosfataza
tyrozynowa SHP2 ma réwniez miejsca wigzania dla
SOCS3 do posredniczenia w degradacji proteasomal-
nej ligandow zajmowanych komplekséw receptora.
Sygnalizacje  gpl30  minimalizuje  aktywno$¢
Y-fosfatazy SHP2, podczas gdy biatka cytoplazma-
tyczne PIAS3 pochlaniaja Y-ufosforylowane STAT3
z homodimeryzacji, transportu jadrowego i aktywacji
gendéw docelowych [23].

Do aktywacji STAT3 dochodzi takze za posrednic-
twem IL-6. Rodzina IL-6 sktada si¢ zkilku biatek
0 podobnej strukturze, takich jak 1L-6, OSM (onco-
statin M), rzeskowy czynnik neurotroficzny (CTNF —
— ciliary neurotrofic factor) i czynnik hamujacy bia-
taczke (LIF — leukaemia inhibitory factor) [23]. IL-6
wywotuje szereg odrebnych odpowiedzi w réznych
komoérkach, w tym indukcje reakcji ostrej fazy
w komorkach watroby, stymulacje proliferacji limfo-
cytow B, aktywacj¢ koncowego rdznicowania i za-
trzymania wzrostu liczby monocytow oraz utrzymanie
pluripotencji zarodkowych komoérek macierzystych
[24]. Rodzina IL-6 jest definiowana na podstawie
wspolnego oddzialtywania z B-podjednostka receptora
gp130 [22].

Plejotropowe cytokiny posredniczg w przekazywaniu
sygnatow poprzez $ciezki MAPK (mitogen-activated
protein kinases — kinazy aktywowane przez mitogeny)
oraz JAK/STAT3, atakze inicjuja te szlaki przez
wigzanie si¢ z ich receptorami, co prowadzi do homo-
dimeryzacji gpl130 Ilub heterodimeryzacji gpl130
z innymi gp 130 zwigzanymi z podjednostkami recep-
tora, takimi jak receptor OSM. Biatka JAK fosforyzu-
ja nastgpnie podjednostki receptora gpl30 na jednej
z czterech konkretnych pozostato$ci tyrozyny, ktdra
rekrutuje i aktywuje biatko STAT3. Ekspresje IL-6
reguluje wiele bodzcow, takich jak niedotlenienie,
mediatory prozapalne i cytokin IL-6, w tym IL-6 oraz
OSM [19].

Sygnalizacja z udzialem receptora G-CSF podczas
granulopoezy prowadzi do aktywacji STAT 3. HGF
aktywuje STAT3 w procesie wzrostu kanalikow
w komorkach nabtonka. IL-10 wymaga aktywacji
STAT3 w celu zapewnienia wlasciwosci przeciwza-
palnych makrofagow [19].

Z uwagi na rolg zmienionej ekspresji (czgsto nadeks-
presja) biatek STAT w transformacji nowotworowej
i metastazie, celowe wydaje sie zastosowanie technik
molekularnych umozliwiajgcych regulacje ekspresji,
w tym jej wyciszenie.

Mechanizmy regulacji aktynoSci bialek STAT3

Liczne badania pokazaty, ze blokowanie ekspresji
STAT3 w ludzkich komérkach nowotworowych ha-

muje proliferacj¢ in vitro oraz progresj¢ nowotworow
in vivo. W celu wyciszenia ekspresji genéow STAT3
mozna wykorzysta¢ oligonukleotydy antysensowe,
rybozymy i DNAzymy. Samo biatko STAT3 mozna
zablokowa¢ wykorzystujac inhibitory kinazy tyrozy-
nowej, dominanty negatywne wobec biatka STAT3,
komplementarne wobec lekow mate niepeptydowe
czasteczki. Do najnowszych sposobdéw regulacji eks-
presji genow nalezy metoda wykorzystujaca proces
interferencji RNA — RNAI [25].

Jedna z mozliwych strategii modulacji ekspresji ge-
noéw jest tzw. wyciszanie potranskrypcyjne, zwigzane
m.in. z wylaczeniem z przebiegu informacji genetycz-
nej czasteczek informacyjnego RNA.

Proces interferencji RNA jest zjawiskiem wyciszenia
genu wynikajacym ze specyficznej degradacji homo-
logicznej czasteczki mRNA, w ktorej posredniczy
siRNA utworzone poprzez proces degradacji podwoj-
nej nici RNA (dsRNA). Wyciszenie genu poprzez
RNAi wymaga przetworzenia dlugiej podwojnej nici
RNA (dsRNA) w czasteczki RNA o dlugosci 19 i 21
nukleotydow, nazywane siRNA. Proces ten odbywa
si¢ pod kontrolag enzymu zwanego Dicer, ktory jest
typem endonukleazy. Nastepnie czasteczki siRNA
zostaja wlaczone do indukowanego obecnoscia RNA
kompleksu wyciszajacego RISC. Aktywny kompleks
rozpoznaje i degraduje mRNA i w ten sposob selek-
tywnie hamuje ekspresj¢ docelowego genu.

Obecnie opracowano szybkie i bardzo efektywne
metody techniki RNAI, wykorzystywane w celu po-
wstrzymania ekspresji docelowych gendéw, sa one
takze szeroko stosowane w badaniach wirusowych
choroéb genetycznych i nowotworow ztosliwych [25].
Huang i wsp. [25], wykorzystujac ludzkie linie ko-
morkowe raka trzustki SW1990 i PANC-1, przepro-
wadzili badania majace oceni¢ zastosowanie RNAI do
wyciszenia ekspresji i aktywacji STAT3, a w konse-
kwencji wptywu na wzrost ludzkich komoérek raka
trzustki in vitro i in vivo. Stwierdzono, ze S$ciezki
sygnalizacji STAT3 odgrywaja wazng role w rozwoju
raka trzustki, a wyciszenie genu STAT3 przy uzyciu
techniki RNAi moze sta¢ si¢ nowa terapeutyczna
opcja leczenia tego typu nowotworu. Podczas ekspe-
rymentu zauwazono wyrazne zmiany fenotypowe
wzrostu komorek, wynikajace z zahamowania ekspre-
sji STAT3, obserwowane zaréwno in vitro, jak
i in vivo.

Aby ustali¢, czy STAT3 i p-STAT3 ulegaja nadeks-
presji w tkankach raka trzustki, poréwnano poziom
ekspresji STAT3 i p-STAT3 w normalnych tkankach
trzustki, tkankach raka trzustki oraz liniach komorko-
wych raka trzustki (SW1990 i PANC-1) poprzez za-
stosowanie metody immunohistochemii oraz Western-
-blot analizujacych przeciwciala anty-STAT3 oraz
anty-p-STAT3. Wykazano, ze zarowno STAT3, jak
i p-STAT3 ulegaja nadekspresji w tkankach raka
trzustki oraz w liniach komorkowych raka trzustki.
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Aby ustali¢, czy zahamowanie STAT3 dotyczy proli-
feracji komorek i aktywnosci metabolicznej komodrek
macierzystych SW1990, komorek SW1990-Con
i komoérek SW1990-RNAI, wykonano test MTT assai
i dokonano obserwacji po 24, 48 i 72 godzinach.
Proliferacja komoérek zostata znaczaco zmniejszona po
obrobce z pRNAT-STAT3-siRNA-II (p < 0,05),
W poréwnaniu z rodzicielskimi komérkami SW1990
lub SW1990-Con. Analiza cytometryczna pozwolita
zbada¢ mechanizmy poprzez ktore Ornat-STAT3-
-SiIRNA-II hamuje proliferacje komorek, cykl komor-
kowy oraz apoptoze komérek SW1990, a takze stabil-
nos¢ komorek transfekowanych SW1990 Con
i SW1990-RNAIi. Jak stwierdzono, wyciszenie
STAT3 prowadzi do zatrzymania komoérek w fazie
GO/G1 i zwigkszenia apoptozy komorek. Okazato sig,
ze STAT3 odgrywa istotng rol¢ w procesie nowotwo-
rzenia, a ekspresja STAT3 zostala znaczaco zmniej-
szona po obrobce RNAT-STAT3-siRNA-II, co suge-
ruje, ze wyciszenie STAT3 ma potencjat terapeutycz-
ny dla raka trzustki.

Zdaniem Huanga i wsp., aktywacja STAT3 przyczy-
nia si¢ do onkogenezy przez rozporzadzenie jego
gendw docelowych. Aby okresli¢ wptyw zahamowa-
nia STAT3 na ekspresj¢ genéw zwigzanych ze wzro-
stem docelowych komorek, dokonano analizy ekspre-
sji CyclinD1 i Bcl-xL poprzez RT-PCR, ktore sa bez-
posrednio zaangazowane w proliferacje komorek
nowotworowych oraz proces apoptozy. Wykazano, ze
ekspresja CyclinD1 i Bcl-xL mRNA w komorkach
SW1990 zostata znacznie obnizona po wyciszeniu
STAT3. Wyniki te potwierdzily, ze wyciszenie genu
STAT3 prowadzi do sttumienia ekspresji CyclinD1
i Bcl-xL oraz odgrywa w konsekwencji istotng role
W rozwoju raka trzustki.

Wedtug Yang i wsp. [26], konstytutywna aktywacja
STATS3 skojarzona jest z wieloma ludzkimi nowotwo-
rami nabtonka. Badania nad STAT3 z wykorzysta-
niem myszy transgenicznych pokazaty, ze biatko to
odgrywa zasadnicza rolg w kancerogenezie w obrebie
skory. Biotesty badajgce wieloetapowy proces kance-
rogenezy skory na myszach transgenicznych wyraznie
wskazuja na to, ze obecno$¢ STAT3 warunkuje
wszczgcie guza 1 jego promocj¢ poprzez wplyw na
geny wystepujace w komorkach, odpowiedzialne za
procesy przetrwania i proliferacji. Rola STAT3
W progresji nowotworowej skory oparta jest rowniez
na oddzialywaniu na regulacje genéw zaangazowa-
nych w angiogenezg iinwazje. Yang i wsp. zastoso-
wali do wyciszenia STAT3 male interferencyjne RNA
(siRNA), nastgpnie tak wyciszone STAT3 byly trans-
fekowane do ludzkiej linii komorkowej raka piersi
MCF7 w warunkach in vitro. Analizie poddano wptyw
wyciszonego genu STAT3 na proliferacj¢ i apoptoze
ludzkich komorek raka piersi.

Badanie zahamowania ekspresji genu STAT3 przez
STAT3-siRNA wykazato, ze po 48 godzinach

w grupie komorek transfekowanych STAT3-SiRNA,
ekspresja STAT3 mRNA znacznie zmalata w poréw-
naniu z Kontrola i grupa transfekowang z wykorzysta-
niem nieswoistych siRNA. Nie wykazano istotnej
réznicy miedzy ekspresja STAT3 w grupie transfeko-
wanej nieswoistymi siRNA i grupa kontrolng. Do
badania zahamowania ekspresji biatka STAT3 przez
STAT3-siRNA zastosowano Western-blot. Analiza
komoérek we wszystkich grupach badawczych nie
wykazywata zadnej zmiany w ekspresji na poziomie
wewngtrznego standardowego zespolu aktyny, lecz
poziom ekspresji STAT3 byt wyzszy w grupie trans-
fekowanej nieswoistymi siRNA oraz w grupie komo-
rek kontrolnych, natomiast zredukowany w grupie
transfekowanej STAT3-siRNA, najbardziej po 72
godzinach.

Wyniki RT-PCR i analizy Western-blot wykazaty
znaczacg inhibicje biatka STAT3 mRNA w komor-
kach MCF7, szczegdlnie w przypadku grupy transfe-
kowanej STAT3-siRNA, sugerujac, ze efekt wycisze-
nia genu STAT3 za pomocg STAT3-siRNA byt wyso-
ce specyficzny.

Yang i wsp. pokazali, ze STAT3-siRNA znacznie
hamuje proliferacje komorek MCF7, co zostato zaob-
serwowane po 48 i 72 godzinach od transfekcji
W poréwnaniu z grupami kontrolng i transfekowana
nieswoistymi siRNA. W badaniach prowadzonych na
myszach w warunkach in vivo autorzy stwierdzili, ze
STAT3-siRNA moze znacznie zahamowal rozwoj
komorek raka piersi.

Inne badania wskazuja na rolg czynnika STAT3
w takich procesach, jak apoptoza, wzrost czy rozni-
cowanie si¢ komoérek [27]. Zdaniem Hai i wsp.,
w przebiegu nowotworu trzustki aktywacja STAT3
wspiera wzrost komorek nowotworowych, inwazje
oraz procesy metastazy, prowadzac w ten sposob do
stabej, niestety, przezywalnosci pacjentow. Na pozio-
mie molekularnym STAT3 mozna regulowac poprzez
ekspresje genow blokujacych VEGF oraz MMP-2. Te
dwa geny, razem z MMP-7, MMP-9, bFGF, IL-1pB
oraz IgT700 sg $cisle zwigzane z rozwojem guza
przez procesy angiogenezy, inwazji i przerzutowania.
Hai i wsp. wykorzystali w swoich badaniach wektor
Lentiwirusa z wbudowanym STAT3 shRNA w celu
wyciszenia ekspresji STAT3. Wczesniejsze badania
tych autoréow sugeruja, ze wyciszenie STAT3 hamuje
inwazj¢ ludzkich komoérek SW1990 raka trzustki in
vitro, a takze prowadzi do zmniejszenia ekspresji
VEGF i MMP-2. W eksperymencie przeprowadzonym
na myszach BALB/c badacze sprawdzili, czy wyci-
szenie STAT3 w komérkach raka trzustki wptywa na
wzrost komorek guza i inwazyjnosé. Jak si¢ okazalo,
wektor STAT3-shRNA zahamowat ekspresje STAT3
mRNA w komorkach linii SW1990 w stosunku do
wektorow kontrolnych, rowniez analiza Western im-
munoblotting wykazata wyrazne zahamowanie biatka
STAT3 w komorkach SW1990 transfekowanych
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STAT3-shRNA. Eksperyment ten pozwolil zauwazyc¢,
ze w komorkach myszy SW1990 transfekowanych
STAT3-shRNA nastgpito zatrzymanie wzrostu i inwa-
zji guza. Ponadto inwazja guza do naczyn i mig$ni
byta czgstsza w komorkach kontrolnych niz w komor-
kach, w ktorych guz zostat zmniejszony poprzez trans-
fekcje STAT3-shRNA.

Otrzymane wyniki dowodza ponadto, ze ekspresja
trzech genow MMP-7, IL-1B oraz IgT70a ulegta re-
dukcji w guzach z wyciszonym STAT3 w poréwnaniu
z kontrolg i rodzicielskg linig nowotworowag SW1990.
Takze ekspresja MMP-9 mMRNA znacznie spadia
w guzach z wyciszonym poziomem STAT3 w po-
réwnaniu z obiema kontrolami. Ponadto okazato sig,
ze STAT3 reguluje zdolno$¢ inwazji komorek raka
trzustki, co jest skojarzone z obnizeniem ekspresji
MMP-7. Zastosowany przez Hai i wsp. wektor
STAT3-shRNA pomyslnie zredukowat ekspresje
STAT3 mRNA i biateck w komoérkach SW1990.
Wyniki wyraznie sugeruja, ze STAT3 odgrywa zasad-
nicza role w regulacji wzrostu guza, inwazji i angio-
genezy.

Oceniajac znaczenie bialek STAT nalezy podkreslic,
ze trwata i nieprawidlowa aktywacja poszczegol-
nych cztonkow tej rodziny czynnikdéw transkrypcyj-
nych jest powtarzajacg si¢ i zarazem jednoczaca cecha
wielu ludzkich nowotwordéw. Wykazano, ze hiperak-
tywacja STAT3 przyczynia si¢ do wzrostu guza

bezposrednio przez mechanizmy autonomiczne
guza, a takze posrednio przez regulacje odpowiedzi
przeciwnowotworowej zwigzanej z podscieliskiem

guza i ukladem odpornosciowym. Zatem STAT3
odgrywa gtowna role w regulacji transkrypcji proce-
sow, ktore z kolei maja podstawowe znaczenie dla
kancerogenezy, obejmujac rownoczesnie regulacje
przezycia komorek, proliferacji naczyn i indukowa-
nych przez nowotwory funkcji immunosupresyjnych
[28].

Praca finansowana ze srodkdw KNW-1-110/P/2/0

Liczne dowody pokazuja, ze onkogenna transformacja
komorek prowadzi do aktywacji STAT3, ktory z kolei
dostarcza sygnatu do przezycia komorek. W wigkszo-
sci typow nowotworoéw aktywny STAT3 skutecznie
thumi proces apoptozy. Efekty te posrednicza
w ekspresji roznych produktow genéw warunkujacych
przezycie komorek, ktore reguluje STAT3. Naleza do
nich wspomniane wczesniej Bel-xl, Bel-2, surwiwina,
Mcl-1 oraz clAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2 —
— komoérkowy inhibitor apoptozy typu 2). Warto zatem
podkresli¢, ze zahamowanie aktywnos$ci STAT3 moze
blokowa¢ ekspresje produktow gendéw odpowiadaja-
cych za przezycie komodrek i nasilajacych apoptozg.
Ponadto zmniejszona regulacja STAT3 prowadzi do
ekspresji biatka Fas, ktory moglby promowac apoptoze.
Z licznych publikacji wynika, Zze aktywacja STAT3
odgrywa istotng rol¢ w inwazji komoérek nowotworo-
wych, a zahamowanie funkcji STAT3 zmniejsza pro-
ces inwazji. Aktywny STAT3 reguluje ekspresj¢ me-
taloproteaz macierzy MMP2 (matrix metalloproteina-
ses 2) oraz MMPI1, ktore nastgpnie posrednicza
W inwazji 1 metastazie guza. Zmniejsza tez transkryp-
cj¢ MMP2 poprzez bezposrednig wspolprace z promo-
torem MMP2. Ponadto nadmierna ekspresja fosforyla-
cji STAT3 koreluje z inwazja i tworzeniem przerzu-
tow skornych raka plaskonabtonkowego, zwigzana
jest takze z opornoscia komérek nowotworowych na
czynniki chemioterapeutyczne. Przyktad moze stano-
wi¢ szpiczak mnogi lub komorki raka piersi, w kto-
rych konstytutywna aktywacja STAT3 moze posred-
niczy¢ w chemioopornosci [29].

Badania nad oceng zmian fenotypowych i ich mecha-
nizméw w komorkach nowotworowych, w ktorych
modulowano ekspresje genu kodujacego jeden z istot-
nych czynnikoéw transkrypcyjnych — STAT3, wydaja
si¢ wysoce pozadane, przyszie za$ wyniki tych badan
moga postuzy¢ opracowaniu nowej, skutecznej strate-
gii terapii schorzen o podtozu nowotworowym.
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