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Signdlni drdha JAK/STAT (Janusovy tyrozinproteinkindzy/ pfenaSece signdlu a aktivatory transkripce — signal transducers
and activators of transcription) je jednou z kli¢ovych signdlnich kaskad, které zprostfedkovavaji pfenos signdli indukovanych
extraceluldrnimi ligandy (napf. cytokiny a riistové faktory) z bunééného povrchu do jadra. Odpovédi na externi stimulaci je modu-
lace na ligandech zavislych genetickych program, které hraji dleZitou roli v zdkladnich fyziologickych procesech jako jsou
napfiklad diferenciace, proliferace, apoptdza a angiogeneze. Analyza signilni drahy JAK/STAT provedena u Sirokého spektra pri-
marnich nddort a stabilizovanych bunécnych linii odvozenych z téchto nddord naznacuje, Ze tato draha miZe byt u malignich
bunék Casto naruSena a to na mnoha trovnich. Také jiZ bylo zjiSténo, Ze abnormadlni signalizace zprostfedkovanid JAK/STAT dra-
hou miiZe ovlivnit vnimavost nddorové buiiky na imunoterapeutickou 1é¢bu. Velkd pozornost je rovnéZ vénovana negativnim
(Suppressors of cytokine signalig, SOCS), dal§imi negativnimi reguldtory jsou fosfatazy (Protein Tyrosine Phosphatases, PTP)
a proteinové inhibitory aktivovanych STATG (Protein Inhibitors of Activated STATSs, PIAS).

Intenzivni vyzkum na poli signalizace zprostiedkované proteiny STAT/SOCS vede stéle Castéji k zavéru, Ze nespravnd funk-
ce téchto proteintt miZe mit dramaticky dopad na zékladni procesy probihajici v burice. Pribyvaji rovnéz diikazy, Ze patologicky
prenos signdlu nebo pozménénd mira exprese genit STAT/SOCS hraje vyznamnou roli v biologii maligni buiiky a v jeji vnima-
vosti na imunoterapii. ZvySeni ¢i sniZeni konstitutivni exprese proteinit STAT, jejich aberantni aktivace (poruchy ve fosforylaci),
zmény ve struktufe (mutace), ale i alterace ve STAT/SOCS interakcich jsou pfi¢inou patologie téchto signalnich procesti v nddo-
rové burice. Kontinudlni signalizace u nadorovych bunék maZe byt také zpisobena zvysenou degradaci SOCS proteint nebo uml-
¢enim SOCS genli pomoci metylace.

Nami prezentovana studie byla zaméfena na analyzu funk¢nich a expresnich zmén STAT/SOCS proteint v souvislosti s akti-
vaci této signdlni kaskady pomoci interferonii u bunék lidského maligniho melanomu. Dosud je k dispozici jen mélo studif, kte-
ré poddvaji informaci o roli signalizace STAT/SOCS v souvislosti s exogenni interferonovou (IFN) 1é¢bou. Nékteré vysledky
v8ak naznacuji, Ze naptiklad abnormélni hladina proteinu STAT 1 nebo jeho aberantni aktivace pozitivné koreluje se sniZenou
odpovidavosti nddorovych bun€k na inhibi¢ni u¢inek IFN-a.

Ke srovnani indukce SOCS 3 interferony alfa a gama na urovni proteinu jsme vyuZili 7 primarnich buné¢nych kultur odvo-
zenych z metastatickych lymfatickych uzlin pacientd nemocnych melanomem a 2 lidské nenddorové kultury (koZni melanocy-
ty). Exprese proteinu SOCS 3 byla stanovena pifimym imunoblotem za pouZiti komer¢ni polyklondlni protilatky proti SOCS 3.
V primokulturich derivovanych z melanomovych pacientt byl SOCS 3 indukovan IFN gama u vétSiho poctu vzorkl (86%) nez
po IFN alfa (14%). Nemaligni melanocytové buiiky vykazovaly prakticky obdobné vysledky jako jejich nddorové protéjsky. Déle
jsme pouZili sbirku 18 stabilizovanych malignich melanomovych bunéénych linii. SOCS 3 byl indukovéan IFN gama v 83% pfi-
padu, indukce po IFN alfa byla zaznamenéna na drovni proteinu v 11%. Zavérem lze fici, Ze IFN gama indukuje SOCS 3 v mno-
hem vét§i mife nez IFN alfa, a Ze jsme dosahli obdobnych vysledkil jak na souboru 7 primokultur melanomovych pacientt tak
i na sbirce 18 stabilizovanych melanomovych linii.

Exprese proteinu STAT 1 byla vyhodnocena pomoci nepfimého Western blotu s vyuZitim imunoprecipitace a specifickych
protilatek proti STAT 1. Analyza celkové hladiny STAT 1 u stabilizovanych buné¢nych linii maligniho melanomu i primokultur
odvozenych z pacientll nemocnych melanomem ukézala, Ze kratkodoba inkubace bunék s obéma interferony nevede ke kvanti-
tativnim zméndm tohoto proteinu. Nebyl tedy pozorovan nijak vyrazny rozdil v intenzité signidlu STAT 1 mezi neovlivnénymi
a IFN ovlivnénymi buiikami.

U v8ech 7 melanomovych pacientli byla pozorovdna nulova konstitutivni hladina PY701 a vZdy pomérné vysoka hladina
PS727 STAT 1. U skupiny stabilizovanych melanomovych linii jsme detekovali velmi nizkou nebo dokonce nulovou bazélni hla-
dinu odpovidajici PY701 a relativné vysokou hladinu PS727 STAT 1.

Po pouziti IFN gama doSlo u primokultur ustavenych z melanomovych pacientl k indukci PY701 STAT 1 u 86% piipadi,
zatimco k fosforylaci S727 dochézelo pouze u 29% pacientl. Tyto kultury rovnéZ odpovidaly silnéji na ptidavek IFN gama
v porovndni s IFN alfa i v pfipadé fosforylace S727. ZvySeni fosforylace na Y701 STAT 1 bylo pozorovano u 78% (IFN alfa),
resp. u 89% (IFN gama) stabilizovanych melanomovych linii. U jedné melanomové linie jsme nezaznamenali zvySeni fosfory-
lace dokonce ani na jednom z aminokyselinovych zbytkl. Pro oba nddorové modely platilo, Ze IFN gama je rozhodné silnéj$im
aktivatorem proteinu STAT 1 neZ IFN alfa. U dvou primokultur normélnich nemalignich bunék (koZnich melanocytl) jsme zjis-
tili obdobné fosforyla¢ni zmény jako u bunék naddorovych. Je zajimavé, Ze kontrolni melanocyty reagovaly zvySenim fosforyla-
ce obou konzervovanych aminokyselinovych zbytkti STAT 1 po pfidavku IFN alfa, zatimco po inkubaci s IFN gama doslo ke
zvySeni turovné fosforylace pouze na Y701.

Analyza fosforylaénich zmén proteinu STAT 1 u stabilizovanych melanomovych linii, nikoliv v8§ak u metastatickych primo-
kultur ustavenych z melanomovych pacientl, odhalila urcité rozdily v odpovédi na interferonové signily mezi normélnimi a malig-
nimi burikami i mezi stabilizovanymi nddorovymi liniemi navzdjem. U nddorovych bunék se miZe jednat o patologické zmény
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souvisejici s poruchami ve STAT 1 dependentni signdlni drize, takZe vySetieni fosforylacniho stavu STAT 1 by mohlo poslouZit
jako jedno z diagnostickych kritérii nebo jako pomocny nastroj na vybér pacientdi vhodnych k imunoterapii.
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