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EKSPRESJA STAT3 W LIMFOCYTACH B
PRAWIDLOWYCH I TRANSFORMOWANYCH
NOWOTWOROWO*

STAT3 EXPRESSION IN NORMAL AND MALIGNANTLY
TRANSFORMED B-LYMPHOCYTES

Artur PATERSKI, Halina ANTOSZ

Zaktad Genetyki Medycznej, Akademia Medyczna, Lublin

Streszczenie: Ludzki protoonkogen STAT3 koduje czynnik transkrypcyjny, ktory bierze udziat w proce-
sach embriogenezy, proliferacji i roznicowania wielu typow komorek, jak rowniez w regeneracji i inwolu-
cji narzadow. Reguluje takze mechanizmy wrodzonej i nabytej odpornosci, w tym dojrzewanie limfocy-
tow B. Zwigkszona aktywnos$¢ biatka STAT3 stwierdzono zardéwno w nieodwracalnie ukierunkowanych
prekursorach limfocytow B, jak i plazmocytach. Nieprawidtowy przekaz sygnatu za posrednictwem
biatka STAT3 zaobserwowano w duzej liczbie nowotworéw, w ktorych indukuje ono transkrypcje
gendw zwiazanych z hamowaniem apoptozy lub warunkujacych postep cyklu komoérkowego. W wielu
typach nowotworow, takze tych o pochodzeniu limfoidalnym, biatko STAT3 utatwia rozprzestrzenianie
sig guza przez stymulacjg angiogenezy i hamowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej. STAT3 mozna
uzna¢ za idealny cel interwencji terapeutycznej.

Stowa kluczowe: biatko STAT3, limfocyty B, apoptoza, proliferacja komorki, choniak.

Summary: The human proto-oncogene STA73 encodes transcriptional factor that is essential for embryo-
genesis, proliferation and differentiation of many cell types, in addition to organ regeneration and involu-
tion. It also regulates innate and adaptive immune mechanisms, including B cell maturation. Augmented
STAT3 activation has been found in both irreversibly committed B cell lineage precursors and plasmacy-
tes. Abnormal STAT3-mediated signal transduction has been observed in a large number of neoplasms, in
which it induces anti-apoptotic and cell cycle progression mediating genes transcription. In many tumor
types, also of lymphoid origin, STAT3 facilitates tumor expansion due to angiogenesis stimulation and
attenuation of anti-cancer immunity. STAT3 can be considered as a perfect therapeutic target.

Key words: STAT3 protein, B-lymphocytes, apoptosis, cell proliferation, lymphoma.

Wykaz stosowanych skrotow: ALK (anaplastic ymphoma kinase) — kinaza chloniaka anaplastycznego,
BCL-6 (B-cell lymphoma 6) — chtoniak B-komdrkowy 6, B-CLL — przewlekta biataczka limfocytowa
B-komorkowa, BCR (B-cell receptor) — receptor limfocytu B, Blimp-1 (B lymphocyte induced matura-

*Praca zostala dofinansowana z tematu badawczego DS 221/06.
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tion protein-1)—biatko dojrzewania indukowane w limfocytach B, CNTF (ciliary neurothrophic factor)
—rzgskowy czynnik neurotrofowy, CRE (cAMP — responsive element) — element odpowiedzi na cAMP,
CT-1 (cardiotrophin-1) — kardiotrofina, Daxx (death domain-associated protein) — bialko zwiazane z
domena $mierci, DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) — rozlany chtoniak olbrzymiokomorkowy, EGF
(epidermal growth factor) — czynnik wzrostu naskorka, ERK (extracellular signal-regulated kinase) —
kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym, FL (follicular lymphoma) — chtoniak grudkowy,
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow,
HB-EGF (heparin binding EGF-like factor) — czynnik wzrostu wiazacy heparyng podobny do EGF,
ICAM (intracellular adhesion molecule) — czasteczka adhezji migdzykomorkowej, IRF-1 (IFN-gene
regulatory factor) — czynnik regulujacy gen dla interferonu, LIF (leukemia inhibiting factor) — czynnik
hamujacy biataczkg, MAPK (mitogen-activated protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenem,
MIP-1a (macrophage inflammatory protein) — bialko zapalne makrofagow, Mcl-1 (myeloid cell leukemia
differentiation protein-1) — biatko réznicowania komorkowego biataczki szpikowej, MCL (mantle cell
lymphoma) — chloniak z komorek ptaszcza, NES (nuclear export signal) —region decydujacy o usunigciu
z jadra, NFKB (nuclear factor kappa B) — czynnik jadrowy kappa B, NHL (non-Hodgkin lymphoma)
chtoniak nie-Hodgkinowski, NLK (Nemo-like kinase) —kinaza Nemo-podobna, Nmi (N-myc interactor)
— biatko oddziatujace z N-Myc, OBF-1 (Oct binding factor 1) — czynnik wiazacy Oct, Oct-1/2 (octamer
binding transcription factor) — czynnik transkrypcyjny wiazacy oktamer, PDGF (platelet-derived growth
factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu, PIAS (protein inhibitors of activated STATs) — biatka hamu-
jace aktywne STAT, PRDM-1 (positive regulatory domain 1) —pozytywna domena regulatorowa, RANKL
(receptor activator of NFKB ligand) — ligand dla receptora aktywujacego NFKB, SOCS (suppressor of
cytokine signaling) — biatko hamujace sygnat pochodzacy od cytokin, SRC-1/NcoA-1 (steroid receptor
coactivator-1, nuclear receptor coactivator) — koaktywator receptora steroidowego/jadrowego, STAT
(signal transducer and activator of transcription) — przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji, TAD
(transactivation domain) — domena transaktywacji, TAK-1 (TGF [-activated kinase-1) — kinaza aktywo-
wana przez transformujacy czynnik wzrostu 3, TNFa (fumor necrosis factor @) — czynnik martwicy
nowotworu, VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn, XBP-1
(X-box binding protein) —biatko wiazace kasete X, XIAP (X-/inked inhibitor of apoptosis protein) —biatko
hamujace apoptozeg sprzgzone z chromosomem X.

WPROWADZENIE

Ponad 10 lat badan nad struktura i funkcja biatek z rodziny STAT zaowocowato
ogromna liczba danych. Do chwili obecnej wykryto siedem naturalnie wystgpujacych
bialek tej rodziny. Sa to STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA, STAT5B i STAT6.
Pomimo funkcjonalnych réznic, zachowuja one duzy stopien homologii [18]. Biatka te
petnia podwojna role. Sa jednoczesnie przekaznikami zewnatrzkomorkowego sygnatu
pochodzacego od cytokin, czynnikéw wzrostu i hormondéw oraz petnig funkcje
aktywatordéw transkrypcji. Modulujac ekspresje genéw docelowych, czynniki transkryp-
cyjne zrodziny STAT reguluja proliferacjg, wzrost i réznicowanie oraz apoptoze komorek
[4,18]. Sposrod czynnikow transkrypcyjnych STAT, biatko STAT3 wykazuje najbardziej
powszechna ekspresje [50].

Biatko STAT3 aktywowane jest przez cytokiny, czynniki wzrostu, onkogeny i
interferony [50]. Wykazano jego istotna rolg¢ w procesach embriogenezy [4], regulacji
wzrostu i apoptozy [5], regeneracji nablonkoéw i w procesach gojenia ran [4], w tym
glownie reorganizacji cytoszkieletu i migracji komorek [23], w modulacji procesow
immunologicznych i w inwolucji gruczohu piersiowego [5]. Stwierdzono takze, ze staty
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RYCINA 1. Wykorzystanie systemu rekombinacyjnego Cre-loxP do eliminacji genu dla biatka STAT3 w
komorkach B (CD19+). Jeden szczep myszy zawiera wprowadzony funkcjonalny gen dla enzymu
restrykcyjnego Cre, ulegajacy ekspresji jedynie w komorkach CD19+. Drugi szczep myszy zawiera
dwie sekwencje loxP, tworzace palindrom, o strukturze ,,spinki do wtosow” (z ang. hairpin), ktore
oskrzydlaja gen STAT3. Skrzyzowanie przedstawicieli obu szczepdw myszy pozwala uzyskaé genotyp,
w ktoérym obecny jest zarowno gen restryktazy Cre, jak i sekwencje loxP. Restryktaza Cre usuwa z
komoérek CD19+ gen STAT3 rozpoznajac sekwencje loxP [5,26]

przekaz sygnatu za posrednictwem STAT3 niesie ze soba potencjatl onkogenny, co
wykazano w wielu typach ludzkich nowotwordw [16].

Przeprowadzenie badan nad rola tego biatka dlugo utrudnial fakt, iz celowane
uszkodzenie genu w zarodkach mysich wiaze si¢ z ich wysoka $miertelnoscia [4].
Przetom dokonat si¢ po zastosowaniu nowych technik pozwalajacych na wytaczenie
funkcji badanego genu w dojrzatych tkankach [5]. Jedna z tych metod jest system
rekombinacyjny Cre-loxP. Zasad¢ metody przedstawiono na rycinie 1.

W dotychczasowych opracowaniach stosunkowo niewiele uwagi poswigcano roli
biatka STAT3 w proliferacji i roznicowaniu limfocytéw B. Niniejsza praca ma na celu
podsumowanie obecnego stanu wiedzy na temat roli biatka STAT3 w prawidtowych i
transformowanych limfocytach B.

GEN I BIALKO STAT3

Gen STAT3 obejmuje region 73,8 tysigcy par zasad w dlugim ramieniu chromosomu
17 (17q21.1- q21.2), sktada sig z 24 ekzonoéw [69].

Gen ten podlega pozytywnej autoregulacji w limfocytach BiT. W pozycji —338 do
—331 od migjsca inicjacji transkrypcji, w mysim promotorze znajduje si¢ region wiazacy
produkt omawianego genu — biatko STAT3. Region ten sasiaduje z tzw. elementem
odpowiedzi na cAMP (CRE) [58]. Gen STAT3 jest matryca dla dwoch izoform biatka:
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formy petnej STAT3a (771 aminokwasow) i formy skroconej STAT3[3 (723 amino-
kwasy) [54,69,79]. Mechanizm alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu,
wspolnego dla obu izoform, jest niejasny. Wiadomo jednak, ze miejsce cigcia za intronem
22, zwane miejscem akceptorowym tego intronu, jest przesunig¢te w transkrypcie
STAT3 o 50 nukleotydow dalej, w kierunku konca 3’ i znajduje si¢ juz w eksonie 23.
Jednoczesnie dochodzi do delecji pierwszych 50 nukleotydow ekzonu 23 i przesunigcia
ramy odczytu o +2 nukleotydy. 21 kolejnych nukleotydow od miejsca akceptorowego
az do kodonu stop stanowi matryce dla ostatnich siedmiu reszt aminokwasowych
tworzacych koniec karboksylowy biatka STAT3[3 [69,79]. Do wytworzenia biatka
STAT3a wykorzystywany jest caly ekzon 23 i fragment ekzonu 24. W wyniku tego
biatko to jest dtuzsze od STAT3[3 0 48 reszt aminokwasowych (w miejsce siedmiu jest
55 reszt aminokwasowych) [69,79].

Obie izoformy maja nieco odmienne funkcje. Niektdre z tych roznic zawarto w
tabeli 1.

Obecno$¢ izoformy STAT3[3 stwierdzono w kilku liniach limfocytow B [51].

Ostatnio zaproponowano model tworzenia kolejnej izoformy biatka STAT3 — STAT3y.
Stwierdzono mianowicie, ze STAT30 moze by¢ substratem dla proteaz cysteinowych
zrodziny kalpain [61]. Kalpainy ulegaja powszechnej ekspresji w cytoplazmie i wykazuja
aktywnos$¢ proteolityczng wobec wielu czynnikow transkrypcyjnych, np. c-fos, c-jun,
NF-kappa B 1p53[76]. W wyniku enzymatycznego dziatania kalpainy powstaje izoforma
STAT3y, pozbawiona C-koncowej domeny transaktywacji. Rola tej izoformy jest
nieznana. Pewne doniesienia sugeruja jednak udziat STAT3yw patogenezie niektoérych
chordb hematologicznych [33,76].

TABELA 1. Wazmiejsze wlasciwosci bialek STAT3a i STAT3[3

STAT3a STAT3 Literatura

Dhugi czas aktywacji genéw tzw. Kroétki czas aktywacji tych genow [54]
ostrej fazy w watrobie

Przekaz sygnatu IL-6 i IL-10 Aktywacja transkrypcji genu dla IL-10, | [54]
hamowanie ekspresji genu dla 1L-6

Hamowanie ekspresji bialka Fas, Stymulacja ekspresji bialka Fas [38,39]
powierzchniowej czasteczki inicju-
jacej programowang $mier¢ komorki

Mniejsza sita wigzania Wigksza sita wigzania do DNA [62]
do DNA dimeru STAT3a spowodowana wyzsza stabilno$cia
dimeru STAT38, wypieranie dimerow
STAT3a z niektorych promotoréw
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STAT3 JAKO PRZEDSTAWICIEL RODZINY PRZEKAZNIKOW
SYGNALU I AKTYWATOROW TRANSKRYPCJI

STAT3a, podobnie jak inne biatka z tej rodziny, poczawszy od kofica aminowego,
zawiera:

—domeng dimeryzacji

— domeng zwinigtego zwoju (z ang. coiled-coil domain)

— element wigzacy DNA

— domeng SH2 (homologii z src-2)

— domeng transaktywacji [49] (ryc. 2).

Charakterystyke poszczegdlnych domen STAT30 wraz z umiejscowieniem
najwazniejszych reszt regulatorowych przedstawiono w tabeli 2.

1 137 320 465 585 688 771
DOMENA "ZWINIETY ZWOJ" - WIAZANIE DNA LACZNIK DOMENA TAD
N-KONCOWA SH2
A

| Cys 259 Lys685. Tyr 705, Ser 727
i i
; I
! b
E - - .2 —

NES NES NES CR1,CR2

RYCINA 2. Schemat budowy biatka STAT3a wraz z lokalizacja najwazniejszych reszt regulatorowych
iregionow. Regiony NES (z ang. nuclear export signal) decyduja o usunigciu STAT3 z jadra komorkowego.
Do regionu CR2 przytacza si¢ kinaza serynowa fosforylujaca Ser 727, zlokalizowana w tzw. regionie
CR1. TAD (z ang. transactivation domain) — domena transaktywacji

SZLAKI AKTYWACII I GENY DOCELOWE STAT3

STAT3 jest przekaznikiem sygnatu:

— cytokin: IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-15, czynnika hamujacego
biataczke (LIF), onkostatyny M, rzgskowego czynnika neurotrofowego (CNTF),
kardiotropiny-1 (CT-1) [65],

— interferonow: IFN-o 1 IFN-y [4],

— czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF) [4,65],

—hormondw, np. leptyny i hormonu wzrostu [65],

— czynnika wzrostu naskorka (EGF) i czynnika ptytko-pochodnego (PDGF)
[4,18,49],

—prawdopodobnie niektorych chemokin [3,71].
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W opisanych wyzej przypadkach, inicjacja sygnatu odbywa si¢ przez fosforylacje
tyrozyny 705 STAT3 przy udziale kinaz Janusa (Jak1, JAK2, Jak3 i Tyk2), kinaz SRC
lub ABL [18,66].

Skutkiem fosforylacji tyrozyny 705 jest utworzenie dimeru z druga aktywowana
czasteczka STAT3 lub STAT1. Kompleks tych bialek transportowany jest nast¢pnie do
jadra komoérkowego, gdzie nastepuje regulacja transkrypcji genow docelowych [18,49].

Istnieja rowniez doniesienia, ktore wskazuja na mozliwos¢ tworzenia si¢ dimerow
STAT3-STAT3 w sytuacji stresu oksydacyjnego [51] lub bez jakiejkolwiek stymulacji z
zewnatrz [ 14]. W liniach komoérkowych ludzkich limfocytow B, silny stres oksydacyjny
powoduje utlenienie reszt cysteinowych 259 z wytworzeniem mostka dwusiarczkowego
stabilizujacego dimer [51]. Struktura ta tworzona jedynie z niefosforylowanych czas-
teczek STAT3 jest prawdopodobnie nieaktywna [53]. Silne utleniacze moga rowniez
sprzyjac¢ zwigkszeniu aktywnosci biatka STAT3. Silna aktywacja biatka STAT3 pojawia
si¢ w komorkach poddanych dziataniu H,O, [19] lub czynnikéw infekcyjnych
indukujacych powstawanie rodnikow tlenowych [52]. Zjawisko to zwiazane jest z
blokada fosfataz w srodowisku utleniajacym. W tych warunkach, trwato$¢ aktywne;,
ufosforylowanej formy biatka STAT3 ulega przedtuzeniu [19,52].

Kolejny etap regulacji aktywnos$ci biatka STAT3 polega na fosforylacji reszt
serynowych za posrednictwem jednej z kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem
(MAPK). Fosforylacja ta przyczynia si¢ do modulacji sygnatu powodujac zwigkszenie
lub zmniejszenie aktywnosci transkrypcyjnej biatka STAT3 [24,66]. Aktywacja reszt
serynowych STAT3 w limfocytach B jest efektem przekazu zewnatrzkomorkowego
sygnatu cytokin i stymulacji receptora limfocytu B (BCR) [24,34]. Sygnaly te zostaja
zapoczatkowane przez potaczenie receptora z odpowiednim ligandem i fosforylacje
odpowiednich podjednostek receptorowych. W przypadku ,,zajecia” receptorow cytokin
fosforylacji dokonuja kinazy JAK, w przypadku zwiazania BCR czyni to kinaza Syk
[34]. W ten sposob zostaja utworzone miejsca wigzania dla dalszych przekaznikéw
sygnatu stymulujacych szlak biatek Ras, a nastgpnie kinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomoérkowym (ERK1/2) [34]. Stwierdzono, ze zwiazanie BCR na powierzchni
ludzkich limfocytéw B krwi obwodowej powoduje fosforylacj¢ seryny 727 STAT3, bez
towarzyszacej fosforylacji reszty tyrozynowej 705 [24]. Ostatnio zasugerowano istnienie
jeszcze jednego szlaku fosforylacji seryny 727, zaleznego od kinaz TAK 1 i NLK. Szlak
ten zostaje zapoczatkowany wraz z przytaczeniem si¢ STAT3 do gp-130, tj. aktywowanej
podjednostki receptora IL-6 i dominuje w rdznych typach komorek, przy stymulacji
niskimi st¢zeniami IL-6 [2,42]. W linii komorkowej hybrydoma B odpowiada on nawet
za cato$¢ fosforylacji tej reszty regulatorowej [2].

Aktywne biatka STAT3 w formie homo- (STAT3-STAT3) lub heterodimeru (np.
STAT1-STAT3) przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego, gdzie reguluja transkrypcje
genow docelowych [18,49] (tabele 3 i 4), przy wspotudziale kofaktorow, takich jak
Nco/SRCl1a, CBP/p300 [28] i polimerazy RNA II [70]. Produkty wielu tych gendéw
biora udziat w proliferacji, réznicowaniu, regulacji apoptozy i transformacji nowotworo-
wej limfocytow B. STAT3 przypisuje sig takze udziat w rozluznianiu struktury chromatyny
i zapoczatkowaniu elongacji transkrypcji [29].



TABELA 3. Geny aktywowane przez STAT3 i ich rola w proliferacji, roznicowaniu i regulacji apoptozy limfocytow B

GEN OPIS/ FUNKCJA INDUKOWANEGO GENU LITERA-
/BIALKO TURA
Biatka zaangazowane w przekaz sygnatu
Pim-11i-2 kinazy serynowo-treoninowe, regulatory cyklu komoérkowego [15]
SOCS-11i-3 biatka z nadrodziny supresorow sygnatu cytokin, blokujace kinazy JAK [15]
ICAM-1 CD54, czasteczka adhezji migdzykomoérkowej -1, ligand dla integryny LFA-1 (CD11a/18) [15]
Mx-1 czasteczka hamujaca replikacjg¢ niektérych wirusow [15]
Osteopontyna | cytokina wytwarzana przez limfocyty T i makrofagi, dziata na limfocyty B i makrofagi [15]
PDGFR-a tancuch a plytkowo-pochodnego czynnika wzrostu [15]
HB-EGF czlonek rodziny naskorkowych czynnikow wzrostu [15]
VEGF czynnik proangiogenny [16,59]
MIP-1a CCL-3, chemokina dzialajaca chemotaktycznie na limfocyty T i B, neutrofile [15]
gpl130 skladowa receptora przekazujaca sygnat cytokin z rodziny IL-6 [13]
Bialka zaangazowane w proces transkrypcji genow
Blimp- 1 biatko kontrolujace koncowe réznicowanie limfocytow, hamowanie genéw c-Myc i PAX-5 [15]
XBP-1 biatko niezbgdne do prawidlowego roéznicowania limfocytu B do plazmocytu [17]
1d-2H biatko blokujace czynniki transkrypcyjne E2A i PAX-5 [15]
C/EBP-£1iJ | czynnik transkrypcyjny, wiazacy kasetg CCAAT, regulujacy m.in. ekspresje¢ cytokin [15]
c-jun i c-fos sktadowe czynnika transkrypcyjnego AP-1, regulujacego m.in. ekspresj¢ genow MHC kl. I [15,70]
Jun-B czynnik transkrypcyjny [15]
c-myc czynnik transkrypcyjny, regulujacy cykl komérkowy, apoptozg, wzrost, metabolizm i adhezj¢ komoérek [8,16]
Bcl-3 cztonek rodziny 1B, blokujacy wiazanie p50 i p52 do DNA, hamuje ekspresje IL-10 w makrofagach [15]
Bcl-6 wielofunkcyjny regulator cyklu komorkowego, réoznicowania limfocytow i odpowiedzi immunologiczne;j [15,73]
Stral3 czynnik transkrypcyjny, regulujacy aktywacje limfocytow B, bierze udziat w eliminacji aktywowanych limfocytow B i T | [15,38]
przez zwigkszenie ekspresji biatka Fas
Nmi czynnik oddziatujacy z N-Myc, zwigksza aktywno$¢ transkrypcyjna bialek STAT przez u$ci$lenie wigzania z [15]
acetylotransferaza histonow CBP
STAT1 czynnik transkrypcyjny, o powszechnej ekspresji, przekazujacy sygnat cytokin [15,54]
OBF-1 czynnik transkrypcyjny, synergistycznie indukowany przez BCR, CD40L i cytokiny w komdrkach pro-B, pre-B, [15]
dojrzatych komorkach B i plazmocytach
Oct1i2 czynniki wspoldziatajace z OBF-1 w transkrypcji genéw immunoglobulin [15]
IRF-1 czynnik regulujacy transkrypcj¢ genu dla IFNB, a takze genéw stymulowanych przez interferon [15,54]
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TABELA 3 cd. Geny aktywowane przez STAT3 i ich rola w proliferacji, r6znicowaniu i
regulacji apoptozy komoérek B

149

Gen/Biatko Bialka zaangazowane w regulacj¢ apoptozy Literatura
Biatka zaangazowane w regulacj¢ apoptozy
Fas biatko powierzchniowe, przekazujace sygnat do apopto- | [38]
zy komorce, na ktorej si¢ znajduje (stymulacja ekspresji
przez STAT38, efekt odwraca Stral3)
TRAIL warunkuje zdolno$¢ do indukowania apoptozy komorek, | [15]
majacych opowiednie receptory m.in. DR4 i DRS,
glownie aktywowane limfocyty T i komorki zakazone
Bcel-xl1 biatko hamujace programowana $mieré komorki [9,15,16,41]
Mcl-1 biatko hamujace programowana $mieré komorki [15,16,41]
Bcl-2 biatko hamujace programowana $mier¢ komorki na [15,16,41]
szlaku mitochondrialnym
Surwiwina czlonek rodziny inhibitorow apoptozy AP, hamujacy [6]
kaspazy inicjujace programowana $mier¢ komorki
Bialka zaangazowane w kontrole cyklu komorkowego
p21™f inhibitor kinaz zaleznych od cyklin, hamujacy cykl [8,9,29]
komorkowy, funkcje antyapoptotyczne
Cyklina D1 aktywator kinaz zaleznych od cyklin, stymulujacych [16]

podzialy komérkowe

TABELA 4. Geny hamowane przez kompleksy represorowe zawierajace STAT3

Gen/Bialko

Opis/ Funkcja hamowanego genu

Literatura

Fas

biatko powierzchniowe przekazujace sygnat do apoptozy

komorce, na ktorej si¢ znajduje (hamowanie ekspresji przez

STAT3a, ew. kompleks STATQ z c-jun, efekt odwraca
Stral3)

[38,39]

pS3

"straznik genomu" indukuje ekspresje gendw zaanga-
zowanych w zatrzymanie cyklu komérkowego i apoptozg,
uczestniczy w naprawie uszkodzen DNA

[60]

Bax

bialko promujace apoptozg na szlaku mitochondrialnym

[9]

ROLA BIALKA STAT3 W REGULACJI UKLADU
ODPORNOSCIOWEGO I ROZNICOWANIU LIMFOCYTOW B

Doswiadczalne uszkodzenie genu dla biatka STAT3, w komorkach uktadu odpor-
no$ciowego, wykazato jego kluczowa rolg¢ w regulacji zarowno nieswoistych, jak i
swoistych mechanizméw obronnych organizmu. STAT3 jest negatywnym regulatorem
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mielopoezy, utrzymujacym w ustroju prawidtowa liczbe granulocytow i makrofagow
[47,75]. Neutrofile i makrofagi, pozbawione genu STAT3, produkuja duze ilosci cytokin
prozapalnych, takich jak: TNF-a, IL-1 i IFN-y, co przyczynia si¢ do zwigkszenia
wrazliwos$ci organizmu na endotoksyny i zwigksza ryzyko wystapienia chordb z
autoagresji [4]. Przy niedoborze czynnika transkrypcyjnego STAT3, znacznie
uposledzony jest rozwdj prekursorow komoérek dendrytycznych [46]. Przedluzona
aktywno$¢ STAT3 natomiast hamuje funkcjonalne dojrzewanie tych komorek,
uposledzajac prezentacje antygenu limfocytom T [43,77]. Limfocyty T niewytwarzajace
STAT3 charakteryzuja si¢ zwigkszona czgstoscig apoptozy i zaburzeniami ekspresji
lancucha alfa receptora dla IL-2 [4].

Kilka ostatnich doniesien sugeruje udziat STAT3 w regulacji dojrzewania, proliferacji i
apoptozy prekursorow limfocytow B [22,27] (ryc. 3). Rola biatka STAT3 na etapie komorki
macierzystej hemopoezy i wspolnej komorki progenitorowej limfopoezy jest nieznana,
pomimo ze komorki te maja receptory zdolne aktywowac¢ STAT3 [37]. Zauwazono jednak,
ze myszy, pozbawione zdolnosci syntezy biatka STAT3 w komérkach progenitorowych
szpiku, charakteryzuja si¢ obnizona liczba dojrzatych limfocytow B w szpiku kostnym i na
obwodzie, a takze limfocytow pro-B, pre-B i niedojrzatych limfocytow B w szpiku.
Wyniki badan doswiadczalnych dowodza, ze limfocyty pro-B pozbawione aktywnosci
biatka STAT3 wykazuja zmniejszona zywotnosc¢, a liczba limfocytow pre-pro-B zwigksza
sig, co sugeruje, ze bialko STAT?3 jest istotnym czynnikiem roznicowania tych nicodwolalnie
ukierunkowanych prekursorow limfocytow B [22].

Duzym zaskoczeniem byto stwierdzenie, iz STAT3 wymagane jest do inicjacji
programowanej $mierci pierwotnych mysich limfocytow pro-B, po stymulacji IFN-
B. Badania tego szlaku pozostaja na wstgpnym etapie, wiadomo jednak, ze jego
funkcjonowanie wymaga aktywnosci tzw. biatka zwigzanego z domena $mierci —
Daxx i kinazy tyrozynowej Tyk-2. Zauwazono tez, ze samo aktywne biatko STAT3

0-0-0-0-0-@-@e

| Pre-proB | | Pro-B | | Pre-BI | | Duze i mate pre Bl |
. A
OCA-B ..,
e s
JlBlep 1, XB J

OBE-1, Oct-2, 4

Komérki B
pamieci

Niedojrzaty B

Plazmocyt

RYCINA 3. Etapy dojrzewania prekursoréw limfocytow B. Ttustym drukiem zaznaczono geny docelowe
STAT3, ktore uczestnicza w procesie roznicowania komorki B. Kursywa zaznaczono te stadia rozwojowe,
w ktérych udowodniono udziat STAT3 w proliferacji, réznicowaniu lub apoptozie komorek. Linia
przerywana oznacza barierg krew-szpik
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w limfocytach pro-B jest niewystarczajace do wywotania apoptozy [27]. Stwierdzono nawet,
ze STAT3 moze sprzyjac przezyciu linii komoérek pro-B, BAF-B03, przez zaangazowanie w
regulacje ekspresji genu Bel-2, hamujacego apoptoze. Kolejne doniesienia ujawnity rolg biatka
STAT3 w regulacji ekspresji genow dla biatek kontrolujacych przejscie z fazy G1 do S cyklu
komorkowego, w tej samej linii komorek pro-B [35].

Rola STAT3 w regulacji proliferacji, réznicowania i apoptozy limfocytow B w
koncowych stadiach rozwoju jest obecnie dobrze udokumentowana [21,26]. Ekspresja
biatka STAT3 wzrasta w odpowiedzi na zwiazanie BCR przez antygen oraz interakcje
czasteczki powierzchniowej CD40 z jej ligandem CD40L, ulegajacym ekspresji na
limfocytach T pomocniczych [7].

Kompleks CD40-CD40L ma decydujace znaczenie dla aktywacji limfocytu B,
zaleznej od limfocytu T, a takze promuje przezycie limfocytow B, proliferacjg, réznico-
wanie, przetaczanie klas immunoglobulin, tworzenie osrodkoéw rozmnazania grudek
chlonnych oraz koordynuje rozwdj odpowiedzi humoralnej [31]. STAT3 reguluje
ekspresje genow BCL-6, OCA-B i PRDM-1 decydujacych o organizacji centrum
rozmnazania grudki chlonnej [15]. Biatko BCL-6 czasowo hamuje ekspresje genu
PRDM-1 dla biatka Blimp-1, przez niezalezne miejsce wiazania w jednym z intronow
[40]. Prowadzi to do zatrzymania komorki w o$rodku rozmnazania i blokady dalszych
etapow rozwoju, do momentu zwigkszenia powinowactwa do antygenu, przez mutacje
somatyczne gené6w immunoglobulinowych. Aktywnos$¢ biatka Blimp-1 nastepuje, gdy
limfocyt B opuszcza o$rodek rozmnazania [67]. Efektem dziatania tego biatka jest
jednokierunkowy przebieg procesu réoznicowania do plazmocytow [41]. Proces ten
realizowany jest przez hamowanie wielu genéw czynnych w poprzednich stadiach
rozwojowych limfocytu B, m.in. BCL-6 [67].

Kolejnym genem regulowanym przez STAT3, koniecznym do rozwoju plazmocytow
jest gen XBP-1. Rola XBP-1 jest stosunkowo stabo poznana, jednak uwaza sig, ze
ekspresja biatka jest konieczna dla wydzielania przeciwciat [17,41,67].

W badaniach nad rolg biatka STAT3 w limfocytach B przelomowe okazato si¢
zastosowanie systemu rekombinacyjnego Cre-lox, do wybidrczego usunigcia genu
STAT3 zkomorek CD19+ (ryc. 1). Niedobor STAT3 prowadzit do glgbokiego zaburzenia
wytwarzania przeciwciat klasy IgG, wiazacych tzw. antygeny T-zalezne (grasiczo-
zalezne) [26]. Nie zauwazono natomiast defektow zadnego etapu rozwoju limfocytu
B, tworzenia osrodka rozmnazana i wytwarzania limfocytow B pamigci. Co zaska-
kujace, nie zaobserwowano zaburzen w powstawaniu plazmocytéw wytwarzajacych
pozostate izotypy, tacznie z przeciwciatami klasy IgG, uczestniczacymi w odpowiedzi
niezaleznej od limfocytow T (IgG3). Obserwacje te wskazuja na udziat STAT3 w rozwoju
odpowiedzi typu humoralnego [26].

Kilka doniesien sugeruje kluczowa rolg STAT3 w rozwoju limfocytow B-1, najbardziej
pierwotnych komorek w hierarchii uktadu immunologicznego [25,35]. Poczatkowo
komorki te dominuja w puli limfocytow B, stopniowo ich liczba obniza si¢ wraz z
produkcja konwencjonalnych limfocytéw B-2. Limfocyty B-1 lokalizuja si¢ wybidrczo
W otrzewnej i w mniejszym stopniu w $ledzionie, nie wystepuja zas w weztach chtonnych.
Plazmocyty wywodzace sig z limfocytow B-1 syntetyzuja gtéwnie niespecyficzne [gM
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iIgA, ograniczajace rozprzestrzenianie patogendw. Zauwazono, ze limfocyty B-1 maja
duze zdolno$ci do samoodnowy i jednoczesnie sa podatne na transformacjg nowotworo-
wa. Wiele z tych cech przypisuje si¢ statej fosforylacji Tyr705 1 Ser727 STAT3, w
otrzewnowych limfocytach B-1, co indukuje z kolei stata aktywnos$¢ biatka [25].

UDZIAL BIALKA STAT3 W PATOGENEZIE CHELONIAKOW
7Z KOMOREK B

Szpiczak plazmocytowy

Prawidlowy poziom ekspresji i wlasciwa kolejnos¢ indukeji genéow docelowych
STAT3, zwtlaszcza hamujacych si¢ wzajemnie genow Bcl-6 1 Blimp-1, warunkuje
prawidlowy przebieg koncowych etapdw rdéznicowania limfocytow B do plazmocytéw
[17]. W szpiczaku plazmocytowym, nowotworze wywodzacym si¢ z plazmocytow,
dochodzi do istotnego rozregulowania wzajemnych relacji obu biatek [32,40].

W niektorych liniach komorkowych wykryto ekspresj¢ nowej izoformy biatka
BLIMP-1, BLIMP-1(, ktora ma krotsza domeng N-koncowa. Biatko to jest stabszym
represorem transkrypcji niz natywna forma BLIMP-1a [32]. W takich warunkach,
czynne biatko STAT3 podtrzymuje ekspresje biatka BCL-6, w liniach komorek szpiczaka
i w plazmocytach chorych na szpiczaka plazmocytowego. W prawidlowych plazmo-
cytach natomiast biatko BCL-6 jest nieobecne [73].

Zarowno BCL-6, jak i STAT3 hamuja ekspresj¢ genu p53 zaangazowanego w
regulacje cyklu komorkowego, naprawg DNA i apoptoze [60,63].

Ekspresja kolejnego genu docelowego STAT3, MIP-1a prowadzi do syntezy
aktywnie wydzielanego biatka o wlasciwosciach chemokiny, ktora pobudza roznicowanie
osteoklastéw. Prowadzi to do zwigkszonej resorpcji kosci i tworzenia ognisk osteolizy.
MIP-1a zwigksza adhezje komodrek szpiczaka do podscieliska szpiku i indukuje synteze
czasteczek RANKL i IL-6 przez komorki zrgbowe. Skutkiem tego jest dalsza aktywacja
osteoklastow iresorpcja kosci oraz wydhuzenie przezycia komorek szpiczaka. MIP-1a
hamuje proliferacjg niedojrzatych prekursorow erytropoezy, przyczyniajac si¢ do rozwoju
niedokrwistosci, czestego objawu w péznym okresie choroby [72].

Kolejny z genéw docelowych STAT3, HB-EGF, stanowi silny czynnik pobudzajacy
proliferacje i zwigkszajacy przezycie komorek szpiczaka [41].

Inne indukowane przez STAT3 geny, takie jak Mcl-1 i Bcl-XL hamuja apoptoze
komorek szpiczaka [41] lub zwigkszaja czgstos¢ podziatow komorkowych, co ma
miejsce w przypadku aktywacji genu c-myc [21]. O roli biatka STAT3 w patogenezie
szpiczaka swiadczy fakt, ze hamowanie aktywacji biatka STAT3 prowadzi do apoptozy
komorek plazmatycznych pacjentéw ze szpiczakiem [11].

Chloniaki z komorek B i choroba Hodgkina

Badania nad rola biatka STAT3 w B-komorkowych chtoniakach nie-hodgkinowskich
pozostaja wciaz na wstgpnym etapie. Region, w ktorym zmapowano gen dla biatka
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STAT3 (17q21.1-q21.2) [69], ulega stosunkowo czgstym, niezrownowazonym zaburze-
niom chromosomowym w tej grupie chtoniakow [56]. Translokacje obejmujace ten obszar
moga pojawiac si¢ podczas transformacji chtoniaka grudkowego (FL), rzadkiego chtoniaka
o niskim stopniu ztosliwosci, do agresywnego, rozlanego chtoniaka olbrzymio-komorkowego
(DLBCL). W niektorych przypadkach wiaze si¢ to z nieprawidlowym poziomem ekspresji
biatka STAT3 [55]. Ocenia sig, ze zwlaszcza translokacja t(1;17)(p36;q21) jest czgsta, wtorna
aberracja wérod chtoniakow nie-hodgkinowskich (NHL) [1].

W pewnej grupie rozlanych, olbrzymiokomorkowych chtoniakéw biatko STAT3 moze by¢
stale aktywne, z powodu stymulacji przez tzw. kinazg chtoniaka anaplastycznego ALK [74].

Bardzo aktywne biatko STAT3 opisano takze w przypadku chtoniaka z komorek
ptaszcza grudki chlonnej (MCL) [45,78]. Ponadto zaobserwowano, ze zwigkszona
aktywno$¢ STAT3 jest charakterystyczna dla komorek Hodgkina i Reed-Sternberga,
patognomonicznych dla choroby Hodgkina [10,36,44].

Przewlekla biataczka limfocytowa

Przewlekta biataczka limfocytowa stanowi unikatowy typ limfoproliferacji, gdzie
dominujacym zjawiskiem jest niewydolny proces apoptozy komorek nowotworowych, z
niska czgstoscia podziatow [57]. Uwaza sig, ze kluczowe dla przezycia komorek
biataczkowych sa sygnaty z mikrosrodowiska, przekazywane przez nietransformowane
komorki towarzyszace. Jeden z tych sygnalow zostaje zainicjowany przez zwiazanie
czasteczki powierzchniowej CD40 przez CD40L, obecny na limfocytach T pomocniczych,
a takze na innych limfocytach biataczkowych B-CLL [57]. Interakcja ta ma miejsce w
tzw. pseudogrudkach weztow chtonnych i szpiku kostnego. Skutkiem tego jest indukcja
proliferacji i ochrona przed apoptoza, z rownoczesnym zwigkszeniem ekspresji STAT3,
surwiwiny i receptora dla IL-10[30,31].

Badajac niestymulowane komorki biataczkowe krwi obwodowej, stwierdzono
nieprawidtowa, statq fosforylacj¢ seryny 727 biatek STAT1 1 STAT3 [48]. Zmodyfikowane
w ten sposob biatka STAT'1 1 STAT3 sa przytaczone do receptorow R1 i R2, dla naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF), stanowiac element sktadowy autokrynne;j petli
zaleznej od VEGF. W wyniku stymulacji tej drogi, ufosforylowane biatko STAT3 przemieszcza
si¢ do jadra komorkowego, w procesie endocytozy receptorowej, powodujac zwigkszenie
ekspres;ji biatek Mcl-1 1 XIAP, hamujacych proces apoptozy [48].

PODSUMOWANIE

Aktywne biatko STAT3 jest czynnikiem istotnie zwigkszajacym przezycie komorek
nowotworowych [16,18]. Produkty biatkowe genéw docelowych dla STAT3 hamuja
proces apoptozy [9]1 zwigkszaja czgstos¢ podzialow przez dziatanie na cykl komorkowy
[8,21,35]. Przyczyniaja si¢ do rozsiewu nowotworu dzigki stymulacji angiogenezy [59]
i hamowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej [43]. Stwierdzono, ze nowotwory z
wysoka aktywnoscia STAT3 wydzielaja m.in. IL-10, VEGF i 3,- mikroglobuling, ktére
hamuja dojrzewanie komorek dendrytycznych, prezentujacych antygeny limfocytom T
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[43,48,77]. Zaobserwowano, ze blokowanie STAT3 w komodrkach nowotworowych
przetamuje anergi¢ limfocytow T, zwigksza liczbg granulocytéw oraz stymuluje
aktywnos$¢ cytolityczna komorek NK, co prowadzi do nasilenia odpowiedzi przeciwno-
wotworowej 1 hamowania wzrostu guza [43]. Wyniki badan in vitro nad substancjami
odwracalnie blokujacymi aktywacje biatka STAT3 pozwalaja z nadzieja oczekiwac na
syntezg nowych, skuteczniejszych lekow przeciwnowotworowych, ktore z jednej strony
hamowatyby zyciodajny przekaz sygnalu w komodrkach guza, a z drugiej pobudzaty
uktad odpornos$ciowy osoby chorej do zwalczania nowotworu.
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