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Hladiny proteinÛ STAT 1 a SOCS 3 po indukci interferony 
v buÀkách maligního melanomu.
Adámková L., Boudn˘ V., Souãková K., Lauerová L., Sekaninová R., Ho‰ková A., Poláková H., Kovafiík J.
Laboratofi bunûãn˘ch regulací, MasarykÛv onkologick˘ ústav, Brno

Signální dráha JAK/STAT (Janusovy tyrozinproteinkinázy/ pfiena‰eãe signálu a aktivátory transkripce – signal transducers

and activators of transcription) je jednou z klíãov˘ch signálních kaskád, které zprostfiedkovávají pfienos signálÛ indukovan˘ch

extracelulárními ligandy (napfi. cytokiny a rÛstové faktory) z bunûãného povrchu do jádra. Odpovûdí na externí stimulaci je modu-

lace na ligandech závisl˘ch genetick˘ch programÛ, které hrají dÛleÏitou roli v základních fyziologick˘ch procesech jako jsou

napfiíklad diferenciace, proliferace, apoptóza a angiogeneze. Anal˘za signální dráhy JAK/STAT provedená u ‰irokého spektra pri-

márních nádorÛ a stabilizovan˘ch bunûãn˘ch linií odvozen˘ch z tûchto nádorÛ naznaãuje, Ïe tato dráha mÛÏe b˘t u maligních

bunûk ãasto naru‰ena a to na mnoha úrovních. Také jiÏ bylo zji‰tûno, Ïe abnormální signalizace zprostfiedkovaná JAK/STAT drá-

hou mÛÏe ovlivnit vnímavost nádorové buÀky na imunoterapeutickou léãbu. Velká pozornost je rovnûÏ vûnována negativním

regulátorÛm signální dráhy JAK/STAT. Asi nejvût‰í a nejdÛleÏitûj‰í skupinou inhibitorÛ jsou supresory cytokinové signalizace

(Suppressors of cytokine signalig, SOCS), dal‰ími negativními regulátory jsou fosfatázy (Protein Tyrosine Phosphatases, PTP)

a proteinové inhibitory aktivovan˘ch STATÛ (Protein Inhibitors of Activated STATs, PIAS). 

Intenzivní v˘zkum na poli signalizace zprostfiedkované proteiny STAT/SOCS vede stále ãastûji k závûru, Ïe nesprávná funk-

ce tûchto proteinÛ mÛÏe mít dramatick˘ dopad na základní procesy probíhající v buÀce. Pfiib˘vají rovnûÏ dÛkazy, Ïe patologick˘

pfienos signálu nebo pozmûnûná míra exprese genÛ STAT/SOCS hraje v˘znamnou roli v biologii maligní buÀky a v její vníma-

vosti na imunoterapii. Zv˘‰ení ãi sníÏení konstitutivní exprese proteinÛ STAT, jejich aberantní aktivace (poruchy ve fosforylaci),

zmûny ve struktufie (mutace), ale i alterace ve STAT/SOCS interakcích jsou pfiíãinou patologie tûchto signálních procesÛ v nádo-

rové buÀce. Kontinuální signalizace u nádorov˘ch bunûk mÛÏe b˘t také zpÛsobena zv˘‰enou degradací SOCS proteinÛ nebo uml-

ãením SOCS genÛ pomocí metylace.

Námi prezentovaná studie byla zamûfiena na anal˘zu funkãních a expresních zmûn STAT/SOCS proteinÛ v souvislosti s akti-

vací této signální kaskády pomocí interferonÛ u bunûk lidského maligního melanomu. Dosud je k dispozici jen málo studií, kte-

ré podávají informaci o roli signalizace STAT/SOCS v souvislosti s exogenní interferonovou (IFN) léãbou. Nûkteré v˘sledky

v‰ak naznaãují, Ïe napfiíklad abnormální hladina proteinu STAT 1 nebo jeho aberantní aktivace pozitivnû koreluje se sníÏenou

odpovídavostí nádorov˘ch bunûk na inhibiãní úãinek IFN-α.

Ke srovnání indukce SOCS 3 interferony alfa a gama na úrovni proteinu jsme vyuÏili 7 primárních bunûãn˘ch kultur odvo-

zen˘ch z metastatick˘ch lymfatick˘ch uzlin pacientÛ nemocn˘ch melanomem a 2 lidské nenádorové kultury (koÏní melanocy-

ty). Exprese proteinu SOCS 3 byla stanovena pfiím˘m imunoblotem za pouÏití komerãní polyklonální protilátky proti SOCS 3.

V primokulturách derivovan˘ch z melanomov˘ch pacientÛ byl SOCS 3 indukován IFN gama u vût‰ího poãtu vzorkÛ (86%) neÏ

po IFN alfa (14%). Nemaligní melanocytové buÀky vykazovaly prakticky obdobné v˘sledky jako jejich nádorové protûj‰ky. Dále

jsme pouÏili sbírku 18 stabilizovan˘ch maligních melanomov˘ch bunûãn˘ch linií. SOCS 3 byl indukován IFN gama v 83% pfií-

padÛ, indukce po IFN alfa byla zaznamenána na úrovni proteinu v 11%. Závûrem lze fiíci, Ïe IFN gama indukuje SOCS 3 v mno-

hem vût‰í mífie neÏ IFN alfa, a Ïe jsme dosáhli obdobn˘ch v˘sledkÛ jak na souboru 7 primokultur melanomov˘ch pacientÛ tak

i na sbírce 18 stabilizovan˘ch melanomov˘ch linií.

Exprese proteinu STAT 1 byla vyhodnocena pomocí nepfiímého Western blotu s vyuÏitím imunoprecipitace a specifick˘ch

protilátek proti STAT 1. Anal˘za celkové hladiny STAT 1 u stabilizovan˘ch bunûãn˘ch linií maligního melanomu i primokultur

odvozen˘ch z pacientÛ nemocn˘ch melanomem ukázala, Ïe krátkodobá inkubace bunûk s obûma interferony nevede ke kvanti-

tativním zmûnám tohoto proteinu. Nebyl tedy pozorován nijak v˘razn˘ rozdíl v intenzitû signálu STAT 1 mezi neovlivnûn˘mi

a IFN ovlivnûn˘mi buÀkami.

U v‰ech 7 melanomov˘ch pacientÛ byla pozorována nulová konstitutivní hladina PY701 a vÏdy pomûrnû vysoká hladina

PS727 STAT 1. U skupiny stabilizovan˘ch melanomov˘ch linií jsme detekovali velmi nízkou nebo dokonce nulovou bazální hla-

dinu odpovídající PY701 a relativnû vysokou hladinu PS727 STAT 1.

Po pouÏití IFN gama do‰lo u primokultur ustaven˘ch z melanomov˘ch pacientÛ k indukci PY701 STAT 1 u 86% pfiípadÛ,

zatímco k fosforylaci S727 docházelo pouze u 29% pacientÛ. Tyto kultury rovnûÏ odpovídaly silnûji na pfiídavek IFN gama

v porovnání s IFN alfa i v pfiípadû fosforylace S727. Zv˘‰ení fosforylace na Y701 STAT 1 bylo pozorováno u 78% (IFN alfa),

resp. u 89% (IFN gama) stabilizovan˘ch melanomov˘ch linií. U jedné melanomové linie jsme nezaznamenali zv˘‰ení fosfory-

lace dokonce ani na jednom z aminokyselinov˘ch zbytkÛ. Pro oba nádorové modely platilo, Ïe IFN gama je rozhodnû silnûj‰ím

aktivátorem proteinu STAT 1 neÏ IFN alfa. U dvou primokultur normálních nemaligních bunûk (koÏních melanocytÛ) jsme zjis-

tili obdobné fosforylaãní zmûny jako u bunûk nádorov˘ch. Je zajímavé, Ïe kontrolní melanocyty reagovaly zv˘‰ením fosforyla-

ce obou konzervovan˘ch aminokyselinov˘ch zbytkÛ STAT 1 po pfiídavku IFN alfa, zatímco po inkubaci s IFN gama do‰lo ke

zv˘‰ení úrovnû fosforylace pouze na Y701.

Anal˘za fosforylaãních zmûn proteinu STAT 1 u stabilizovan˘ch melanomov˘ch linií, nikoliv v‰ak u metastatick˘ch primo-

kultur ustaven˘ch z melanomov˘ch pacientÛ, odhalila urãité rozdíly v odpovûdi na interferonové signály mezi normálními a malig-

ními buÀkami i mezi stabilizovan˘mi nádorov˘mi liniemi navzájem. U nádorov˘ch bunûk se mÛÏe jednat o patologické zmûny
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související s poruchami ve STAT 1 dependentní signální dráze, takÏe vy‰etfiení fosforylaãního stavu STAT 1 by mohlo poslouÏit

jako jedno z diagnostick˘ch kritérií nebo jako pomocn˘ nástroj na v˘bûr pacientÛ vhodn˘ch k imunoterapii.
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