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Abstrakt

STAT3 je jednim ze sedmi protein( rodiny STAT, ktery je schopny prenaset signal do jadra, kde
po navazani na specifické sekvence DNA pusobi jako transkripéni faktor. Za fyziologickych podminek
STAT3 reguluje geny spojené s fadou funkci, jako jsou bunécna proliferace, diferenciace, apoptdza
nebo imunitni odpovéd. V pfipadé patologickych podminek miZe byt STAT3 deregulovan nebo
konstitutivné aktivovan, coZz mize ve vysledku vést ke kancerogenezi. BEhem tohoto procesu je STAT3
Casto aktivovan pfimo v nddorovych bunkach, ve kterych plsobi tumorigenné. STAT3 je také spojovan
se zdnétlivymi reakcemi, kterych se Ucastni imunitni buriky, které se spolu s nadorovymi a stromalnimi
burikami podili na zformovani nadorového mikroprostredi. Role STAT3 je potfebna i pfi boji s virovou
infekci, nicméné pokud dojde k jeho aberantni aktivaci, mGze vést k chronickym onemocnénim, véetné
rakoviny. Kvlli témto zavaznym rolim béhem patogeneze je STAT3 predmétem vyzkumu rdznych
inhibitor(, které bud' inhibuji pfimo molekulu STAT3 nebo nepfimo nékterou ze sloZek jeho signdlni

drahy.

Abstract

STAT3, one of the seven members of STAT protein family, is able to transduce signal into the
nucleus, where it binds to specific DNA sequences and acts as a transcription factor. Under
physiological conditions, STAT3 regulates genes associated with number of functions such as cell
proliferation, differentiation, apoptosis or immune response. In the case of pathological conditions,
STAT3 can be dysregulated or constitutively activated, which may result in cancerogenesis. During this
process, STAT3 is frequently activated directly in tumor cells where it acts tumorigenically. STAT3 is
also associated with inflammatory reactions mediated by immune cells, which along with tumor and
stromal cells are involved in the formation of the tumor microenvironment. The role of STAT3 is also
important in the fight against viral infections, and when STAT3 activated aberrantly, it can lead to
chronic diseases, including cancer. Due to these serious roles during pathogenesis, STAT3 is the subject
of research of various inhibitors that either directly inhibit the STAT3 molecule function or indirectly

any of the components of its signaling pathway.
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1. Uvod

Proteiny rodiny STAT neboli signal transducer and activators of transcription byly objeveny
v prvni poloviné 90. let 20. stoleti a kazdy z nich hraje v naSem organismu dilezitou roli pomoci
regulace svych cilovych gen(. Ve své préci se konkrétné zaméruji na molekulu STAT3, kterd byla
plvodné objevena jako protein reakce akutni faze a az pozdéji identifikovana jako soucast této
proteinové rodiny na zakladé rtznych strukturnich podobnosti. RozliSujeme kanonickou STAT3 signalni
drdhu, jejiz aktivace je zavisla na fosforylaci na Tyr705 a nekanonickou signdlni drahu nezdvislou na
této fosforylaci a STAT3 v obou typech signalizace vykonava rGzné a neméné dulezZité funkce.
V kanonické draze je STAT3 transportovan do jadra a je spjat s déji jako bunécnd proliferace,
diferenciace, regulace angiogeneze, apoptdzy a riznych imunitnich mechanismd. STAT3 v nekanonické
draze je napt. transportovan do mitochondrii, kde reguluje elektrontransportni fetézec. Posttranslacni
modifikace mohou STAT3 obohatit o rlizné vlastnosti, jako je zvySena transkripcni aktivita, ale mohou
slouZit i jako forma regulace jeho aktivity. Rlznym mechanism(m regulace se déle v textu také vénuiji.
STAT3 muZe byt aberantné regulovan a aktivovan a pfispivat tak ke vzniku patologii, véetné rakoviny.
V posledni dobé se hovofi, Ze vznik rakoviny je také spojen s chronickym zdnétem. V misté zanétu
dochazi k indukci kancerogeneze a ke vzniku nddorového mikroprostredi, ve kterém je diky neustalé
produkci cytokinl a slozkdm imunitniho systému udrZovan zanétlivy stav. STAT3 je Casto konstitutivné
aktivovany v nadorovych bunkach, kde zprostredkovava funkce jako je napf. zvySend proliferace a
angiogeneze, unikani apoptdze, neomezena moznost replikace, invazivita a metastdzovani. V zavislosti
na podminkdch, jako je napf. genetické pozadi, mize ale STAT3 vykazovat i tumor-supresivni funkce.
Jednim z mnoha podnétl pro vznik rakoviny a dalSich patologii je infekce rliznymi viry. STAT3 s viry
interaguje rznymi mechanismy, které ve vysledku vedou bud'k jeho aktivaci anebo inhibici a podili se
taky na imunitnich reakcich proti virim, nékteré priklady jsou v praci uvedeny. Vice dopodrobna je
rozebrdan, vzhledem k aktudlnosti, virus SARS-Cov-2 zpUsobujici onemocnéni COVID-19. Na konci prace
je prostor vénovan terapeutickému potencialu inhibice STAT3 a jednotlivé inhibitory jsou rozdélené
podle pGvodu na syntetizované a pfirodni, podle chemické struktury na peptidy, oligonukleotidy, malé
molekuly a protilatky a podle mista Ucinku na pfimé, které inhibuji nékterou z domén molekuly STAT3,

anebo nepfimé, které jsou zaméreny upstream a downstream STAT3.



2. STAT3 signalni draha a jeji regulace

2.1. STAT proteiny
STATs neboli signal transducers and activators of transcription jsou rodina protein( fungujici

jako prenaseci signalu a transkripcni faktory, které hraji dlileZitou a nezbytnou roli v fadé fyziologickych
bunécnych procesl v téle. Jednotlivé funkce ¢lenl jsou shrnuty v Tabulce 1. STAT proteiny byly
objeveny v roce 1994, kdy doslo k identifikaci jednotlivych ¢lent jako klicovych proteinl v cytokinové
signalizaci (Wegenka et al., 1994). Dodnes bylo u ¢lovéka identifikovano sedm clen( této proteinové
rodiny — STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b a STAT6, které jsou kédovany rlznymi geny

nachazejici se na rlznych chromozomech (Copeland et al., 1995) (James E Darnell, 1997).

Tabulka 1: STAT proteiny — aktivace* (Takeda and Akira, 2000) a funkce

STAT protein Aktivace Funkce Publikace
STAT1 IFN-a, IFN-B, regulace antivirovych, antiproliferativnich a (Darnell, Kerr and Stark,
. imunitnich odpovédi, zprostfedkovani 1994), (Battle and Frank,
IFN-y apoptické bunécné smrti 2005), (Varinou et al., 2005)
STAT2 IFN-a, IFN-B* regulace antivirovych, antiproliferacnich a (Domanski et al., 1997) (Park
imunomodulacnich procesu, et al., 2000) (Yue et al., 2015)

tumorsupresivni ucinky
STAT4 IL-12* mediator prozanétlivé imunitni odpovédi (Thierfelder et al., 1996)

STAT5a, STAT5b  IL-2, IL-7, IL-15, regulace vyvoje mlécné Zlazy, laktogeneze (Liu, Robinson et al., 1997)

IL-3, GM-CSF, nebo rtiznych imunologickych funkci, (Teglund et al., 1998) (Xi et
PRL, EPO, TPO*  konstitutivni aktivace vede ke al., 2003)
kancerogenezi
STAT6 IL-4, IL-13* regulace vyvoje pomocnych Th (Kaplan et al., 1996)

2 lymfocytl

2.2. Definice, objev, vyskyt a struktura STAT3

STAT3 byl objeven pred vice neZ dvaceti lety jako faktor reakce akutni faze (APRF) aktivovany
IL-6 a aZ poté byl identifikovan jako STAT3 a zafazen mezi proteiny rodiny STAT na zakladé podobnosti
ve velikosti, strukturfe a schopnosti navazat se na DNA (Zhong, Wen and Darnell, 1994) (Lutticken et
al., 1994). STAT3, stejné jako ostatni proteiny rodiny STAT, je schopny prenaset signal v burice a
fungovat jako transkripcni faktor. V latentni formé se nachazi v cytoplazmé, kde dochazi k jejich
fosforylaci, dimerizaci a nasledné k translokaci do jadra, kde pusobi jako transkripcni faktor (Haan et
al., 2000). STAT3 se sklada ze 770 aminokyselin (Lerner et al., 2003) a obsahuje, jako i ostatni STAT
proteiny, nékolik strukturné a funkéné konzervovanych oblasti a to N-terminalni doménu (NTD),
coiled-coil doménu (CCD), DNA-vazajici doménu (DBD), linker doménu (LD), SH2 doménu a

transaktivacni doménu (TAD). NTD zastava tfi hlavni funkce. Zaprvé zprostfedkuje tetramerizaci



pSTAT3, které tvofi kooperativni vazbu slouzici k rozpoznani i slabsich vazebnych mist na DNA, kde se
diky tomu vytvofi stabilnéjsi komplex STAT3-DNA (Zhang and Darnell, 2001). Zadruhé umoZriuje
dimerizaci nefosforylovanych STAT3 (uSTAT3) molekul, coZ je nezbytné pro jejich spravnou akumulaci
v jadre (Pranada et al., 2004), navazani DNA (Timofeeva et al., 2012), remodelaci chromatinu
(Timofeeva et al., 2012) (Zhao et al., 2013) a také pro regulaci genové exprese (Timofeeva et al., 2013).
Zatreti se STAT3 pomoci NTD mize vazat na dalsi proteiny, ¢imzZ dojde ke vzniku komplex(, které se
uplatiiuji napf. pfi regulaci transkripce, coz je ale podminéno nékterou z posttranslacnich modifikaci
(Ray, Boldogh and Brasier, 2005) (Hossain et al., 2013). CC doména je nezbytna pro transport do jadra,
protozZe pravdépodobné obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) (Ma et al., 2003). DBD se také podili
na transportu do jadra, jelikoz se tam nachazi druha navadéci sekvence (Ma et al., 2003), ale hlavné je
zodpovédna za rozpoznani specifické sekvence na DNA, navdzdani a za tvorbu komplexu STAT3-DNA
(Furtek et al., 2016) a je také schopna tvofit interakce s dalSimi transkripénimi faktory (Yu and Kone,
2004). LD do urcité miry komunikuje s DBD a SH2 doménou, ovliviiuje navazani na DNA a aktivaci
transkripce (Mertens et al., 2015). SH2 doména je zdsadni pro navazani na fosfotyrosinové zbytky na
receptorové kindze, dojde k fosforylaci STAT3 pravé pomoci této kinazy, coz vede k dimerizaci STAT3
(James E Darnell, 1997). Posledni doménou je TAD, doména nachazejici se v C-terminalni oblasti, ktera
obsahuje fosforyla¢ni misto Ser727, jehoz fosforylace zvysuje transkripcni aktivitu STAT3 (Zhang et al.,

1998).

2.3. Posttranslacni modifikace

STAT3 je fosforylovan na Tyr705 pomoci rlznych kindz, coz umozZni dimerizaci a transport do
jadra (zminéno ve 2.4), dale na Ser727 pomoci ERK1/2 (Chung et al., 1997), p38 (Turkson et al., 1999)
nebo JNK (Turkson et al., 1999) (Lim and Cao, 1999), kdy tato fosforylace napomaha zvySovat
transkripéni aktivitu (Wen, Zhong and Darnell, 1995), ale sama o sobé neni schopna zprostiedkovat
transport do jadra (Gotoh et al., 1996). Vétsinou je se Ser727 fosforylovan i Thr714, ¢imzZ se také
zvysuje transkripcni aktivita STAT3 (Waitkus et al., 2014). Vedle fosforylace probiha i defosforylace
pomoci fosfatdz (zminéno ve 2.5.) a dalsi posttranslacni modifikace. STAT3 miiZe podléhat také
acetylaci pomoci hisotnacetyltransferazy p300, kterd pfidava acetylovy zbytek na lysin K685 na C-
konci, ¢imZ podporuje tvorbu dimerl, coZ je nezbytné hlavné u nefosforylovanych dimer( STAT3
(Ogryzko et al., 1996) (Paulson et al., 1999) (Wang, Cherukuri and Luo, 2005). Také se ukazalo, Ze
acetylovany STAT3 se vaZze na DNA pevnéji nez neacetylovany (Wang, Cherukuri and Luo, 2005).
K acetylaci pomoci p300 dochazi v odpovédi na IL-6 i na N-konci STAT3 na K49 a K87, kde dochazi i
k deacetylaci histondeacetylazou (HDAC), ktera snizuje afinitu mezi STAT3 a p300 (Ray, Boldogh and
Brasier, 2005). V odpovédi na IL-6 dochazi i k methylaci. Methylovan je lysin K140 pomoci

methyltransferazy SET9, ktera blokuje STAT3, aby se navazal na DNA, a demethylovan je demethylazou



LSD1. Byla také vyvinuta mutace v K140, kdy nedochazi k methylaci a je tak prodlouzena transkripéni
aktivita STAT3 (Yang et al, 2010). STAT3 mize byt methylovan i na K180 plisobenim
histonlysinmethyltransferazy EZH2, cozZ zvySuje aktivaci STAT3 a pravdépodobné zvysuje fosforylaci
tyrosinu tim, Ze brani defosforylaci (Kim et al., 2013). Na cysteinu €328 a €542 v DBD a LD muze dojit
k S-gluthationylaci, coZ narusuje tyrosinovou fosforylaci STAT3 (Butturini et al., 2014). STAT3 dale
podléha i polyubikvitinaci a degradaci v proteazomu 268, ¢imz je Uplné narusena transkripcni aktivita

STAT3 (Daino et al., 2000).

2.4. Mechanismy aktivace a transport STAT3

STAT3 se jako inaktivovany nachazi vcytoplazmé, bud ve formé monomerld nebo
nefosforylovanych dimerd (Novak et al., 1998), kde posléze dochazi i k jeho aktivaci pomoci rdznych
cytokin(, rastovych faktor( nebo hormont a dodnes bylo objeveno nékolik zplsobU, jak mazZe byt
STAT3 aktivovan (Darnell, 1997). Prvnim zpGsobem je JAK/STAT3 cytokinova signalizaéni draha, kdy
nejprve dochazi k navazaniligandu na cytokinovy receptor, cozZ zplsobi oligomerizaci téchto receptord,
se kterymi nasledné asociuji JAK kinazy (JAK1, JAK2, JAK3, TYK2), které jsou po navazani ligandu
aktivovany, fosforylovany a ty poté trans-fosforyluji tyrosinové zbytky v cytoplazmatické doméné
cytokinového receptoru, kam se kotvi STAT3 pomoci SH2 domény, aby JAK kindzy mohly fosforylovat
Tyr705 ve STAT3 molekule (Leonard, 2001) (Rawlings, Rosler and Harrison, 2004). K aktivaci dochazi i
pomoci rastovych faktor( jako jsou EGF (David et al., 1996), PDGF (Vignais et al., 1996) nebo CSF
(Novak et al., 1995), které se vazi na receptory s vlastni kindzovou aktivitou a které jsou tak schopné
fosforylovat STAT3 pfimo anebo nepfimo pomoci JAK kinaz (Garcia et al., 2001). DalSimi aktivatory
STAT3 jsou receptory spfazené s G-proteiny, coZ jsou napfiklad receptor pro serotonin 5-HT2A
(Guillet-Deniau, Burnol and Girard, 1997) nebo chemokinové receptory MIP-1 a RANTES, které aktivuji
STAT3 v T-burikdch (Wong and Fish, 1998). Dale mohou aktivaci zprostfedkovat i proteiny slouZici jako
adaptory pro JAK kinazy, jako jsou MEKK-1 nebo islet-1, které navadéji STAT3 do jejich tésné blizkosti
(Lim and Cao, 2001) (Hao et al., 2005). K aktivaci STAT3 dochazi i pomoci nereceptorovych tyrosin
kindz, které zahrnuji i virové onkoproteiny, jako v-Src, v-Fps, v-Sis nebo v-Abl (Yu et al., 1995) (Danial,
Pernis and Rothman, 1995) (Garcia et al., 1997). VSechny tyto mechanismy nakonec vedou k fosforylaci
Tyr705 na STATS3, diky které dojde k dimerizaci, kdy pTyr705 jedné STAT3 molekuly interaguje s SH2
doménou druhé STAT3 molekuly, coz vede ke vzniku homo- nebo heterodimer( (Leonard, 2001)
(Rawlings, Rosler and Harrison, 2004). Tyto typy mechanism( aktivace a signalizace oznacujeme jako
kanonické, protoZe se vyuziva pSTAT3, ale rozliSujeme i nekanonicky typ signalizace. V tomto pfipadé
se STAT3 vyskytuje v cytoplazmé ve formé komplexu, které se nazyvaji statozomy a tvofi je dimery a
vyssi celky, jejichZz poskladani, transport do jadra a nasledné plsobeni je nezavislé na cytokinové

signalizaci a fosforylaci Tyr705 STAT3 (Ndubuisi et al., 1999) (Haan et al., 2000). V pfipadé nekanonické



drahy je STAT3 transportovan do mitochondrii a tento transport mlze probihat diky fosforylaci na
Ser727, ke které dochazi v cytosolu (Guanizo et al., 2018). V kanonické draze je STAT3 transportovan
do jadra a transport je uskutecriovan receptory zprostfedkovanou endocytdzou, kterd je aktivovdna
v odpovédi na rlstové hormony, které se vazi na své receptory na cytoplazmatické membrang, ¢imz
dojde ke sbaleni jak STAT3, tak komplexu ristového hormonu a jeho receptoru do endocytotického
vacku, ktery je posléze transportovan od cytoplazmatické membrany, pres cytosol, az do
perinuklearniho prostoru jadra (Bild, Turkson and Jove, 2002). Do jadra je dopraven skrze jaderné péry,
které se nachazeji v jaderné obalce. Transportu napomahaji jeSté dalsi proteiny a to importiny a mala
GTPaza Ran. Importiny a a B spolu tvofi heterodimer, kdy importin a rozeznava NLS sekvence STAT3 a
importin B je zodpovédny za kontakt s jadernym pérem a dohromady vytvari komplex STAT3/importin
a,B, ktery je skrze jaderny pdr transportovan (Goérlich and Kutay, 1999) (Ushijima et al., 2005). V jadre
se nachazi Ran-GTP, ktery se navaze na importin B v komplexu STAT3/importin a,B, dochazi k jeho
hydrolyze a komplex se v disledku toho rozpadne (Ohno, Fornerod and Mattaj, 1998) (Gérlich and
Kutay, 1999) (Jans, Xiao and Lam, 2000).

2.5. IL-6 jako hlavni aktivator STAT3

Interleukin-6 (IL-6) patfi do skupiny cytokin( s pleiotropnim a redundantnim uGcinkem. Je
produkovan rGznymi typy bunék a tkani, jako jsou napf. epidermaini burky (Luger et al., 1989),
hepatocyty (Gauldie et al., 1987), fibroblasty (Chomarat et al., 2000), chondrocyty (Shi et al., 2004) a
dalsi. Poprvé byl objeven v roce 1976 jako rozpustny protein produkovany T-lymfocyty, ktery aktivuje
diferenciaci B-lymfocytl, a proto byl pojmenovan jako B-lymfocyty stimulujici faktor 2 (BSF-2)
(Kishimoto and Ishizaka, 1976). Nasledné byl objeven ve fibroblastech (Haegeman et al., 1986)
(Zilberstein et al., 1986) nebo jako hepatocyty stimulujici faktor (Gauldie et al., 1987) a az v roce 1988
byl pojmenovan jako IL-6. Do IL-6 rodiny cytokin( patfi i IL-11 (Paul et al., 1990), OSM (Malik et al.,
1989), LIF (Gearing et al., 1987), CT-1 (Pennica et al., 1995), CNF (Bazan, 1991), CLCF (Viotides et al.,
2004), IL-27 (Pflanz et al., 2002), IL-35 (Niedbala et al., 2007) a IL-39 (Wang et al., 2016). IL-6 se sklada
ze 184 aminokyselin (Hirano et al., 1986) a vaZe se na receptor specificky pro IL-6, na IL-6R, ktery
existuje ve dvou formach. Prvni je membranovy receptor (mlIL-6R), ktery se mlZe odstépit od
bunécného povrchu, aby mohl poskytnout rozpustnou formu IL-6R (sIL-6R), cozZ je druha forma tohoto
receptoru(Mackiewicz et al., 1992). IL-6 se navaZe na mIL-6R nebo sIL-6R a spolu se pak poji ke gp130,
coz je receptorovy membranovy glykoprotein umoZiujici prenos signdlu do buriky (Taga et al., 1989).
IL-6 zprostfedkovava signalizaci klasickou nebo trans-signalizacni cestou (viz Obr. 1). IL-6 se diky
svému pleiotropnimu Ucinku podili na mnozstvi déji probihajicich v téle, napf. se ucastni diferenciace

B-lymfocyt( (Hirano et al., 1985), indukce protein(i akutni faze v jatrech (Gauldie et al., 1987), podili



se na spusténi proliferace a diferenciace T-lymfocytl (Rincén et al., 1997) nebo na diferenciaci

monocytl v makrofagy (Chomarat et al., 2000).

Obr. 1: Drahy signalizace IL-6 — pfevzato z (Wang and Sun, 2014)
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2.6. STAT3 jako transkripcni faktor a geny, které reguluje

Jakmile se STAT3 nachazi v jadre, vaze se na urcité sekvence v DNA a pUsobi jako transkripéni
faktor, ktery stimuluje a v nékterych pripadech potlacuje transkripci cilovych genl. Diky tomu
zprostiedkovava rizné fyziologické funkce. STAT3 se v nekanonické draze podili na regulaci gent (Lee
et al., 2012). Ovliviuje cytoskeletalni proteiny, napf. kdyz jako konstitutivné aktivovany reguluje
migraci nadorovych bunék (Azare et al., 2007) a v mitochondriich reguluje komplexy
v elektrontransportnim fetézci (Wegrzyn et al., 2009). STAT3 jako soucast kanonické signaini drahy
pomdha zprostifedkovat bunécnou proliferaci, diferenciaci, reguluje apoptdzu, angiogenezi, nékteré
imunitni funkce a dalsi, a pokud je STAT3 konstitutivné aktivovan, Ucastni se procesl spjatych se
zanétem indukujicim tvorbu nadoru, napomaha proliferaci, preziti a metastazovani nddorovych bunék
(Hirano, Ishihara and Hibi, 2000) (McLemore et al., 2001) (Niu et al., 2002) (Laouar et al., 2003) (Wei
et al., 2003) (Kujawski et al., 2008). Takeda et al. dokazali, Ze STAT3 ma roli i v embryogenezi, protoze
mysi pozbyvajici STAT3 umiraly jiz béhem ¢asné embryogeneze (Takeda et al., 1997). Cilové geny STAT3
jsou uvedeny v Tabulce 2, kde jsou rozdéleny podle funkce a také podle toho, zda podporuji nebo

potlacuji nador.



Tabulka 2: Cilové geny STAT3 - prevzato z (Carpenter and Lo, 2014)

Cilovy gen Vazebné misto
STAT3 STAT3

A) STAT3 cilové geny podporujici nador

Burika/Tkan

Transkripcni faktory

N  c-Fos -348 az -339 bp HepG2, A431 bb.
™ HIF-1a -363 az -355 bp A2058, v-Src-3T3 bb.,
B16 nadory
™ c-Myc +84 a7 +115 bp HepG2, BAF-G277, KT-3,
CCE ES bb.
™ Sox2 -5.7az-3.3bp CCE ES bb.
-528 a7 +238 bp
N Nanog -871 az -585 bp embryonalni bb.
™ Twist -116 az -107 bp A431 bb.
-103 az-96 bp
™  Zebl -310 az-130 bp SW116, LoVo bb.
4 p53 -128 bp NIH-3T3, MEF bb.
™ Oct-1 -3.52a7-2.5 kb Eca-109 bb.
Apoptoza a proliferace
™  Bcl-2 -1022 a7 -1002 bp Hela bb.
T~  Mcl1 -94 a7 -86 bp U266, v-Src-3T3 bb.
T Bcl-xL -600 az 0 bp U266 myelom, NIH-3T3
bb.
1 Survivin -1174 a7 -1166 bp MDA-MB-453, NIH-3T3
-1095 az -1087 bp bb.
I Fas -460 az -240 bp myelomové bb.
N Hsp70 -122 az-90 bp VSM, Hela bb.
N Hsp90a -1642 az -1485 bp Jurkat bb.
A Hsp908 -643 a7 -623 bp VSM bb.
N Cyclin-D1 -984 bp, -568 bp 293T, 3YI, NIH-3T3, 2fTG
-475 bp, -239 bp bb.
Potlaceni imunity a zanét
™ IL-10 -120 az-111 bp RPMI-8226 B bb.
™ IL-23 -1159 az +160 bp B16 nadory
1™ TGF-6 -3155 az -2515 bp CD4+ T bb.
T  COX-2 -134az-127 bp U87MG bb.
Metastazovdni
T~ MMP-1 -79 az-42 bp T24,HT-29 bb.
™~  MMP-2 -1657 az -1620 bp C4K1735 bb.
-625 a7 -601 bp
T~  MMP-3 -410 az-110 bp HBVE bb.
~  MMP-9 -942 a7 -934 bp MCF7 bb.
N Fascin -1095 a7 -1067 bp 4T1, MDA-MB-231 bb.
-975 az -948 bp
N Vimentin -757 az -749 bp MDA-MB-231, C2C12 bb.
N RhoU -1067 az -324 bp MEF bb.
N~ ICAM-1 -76 az -66 bp HepG2, BV2 bb.
-175 az -97 bp
™  NGAL -170 bp primarni makrofagy
T~ POMC -399 az -374 bp AtT20 bb.
™ SAA1 -226 a7 +24 bp HepG2 bb.
Angiogeneze
™  VEGF-A -848 bp v-Src-3T3 bb.
™  bFGF -997 az -989 bp HUVEC

Zivotisny druh

Cloveék
¢lovék, mys

clovék, mys

mys$

mys
¢lovék

¢lovék
mys
¢lovék

clovék
¢lovék, mys
¢lovék, mys

¢lovék, mys
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Clovék
¢lovék
Clovék
Clovék, mys

Clovék
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mys
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mys
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N HGF -149 bp, -110 bp SP1, RINmS5F bb. mys
Bunécna signalizace
™ AKT proximalni -2.2 kb 293 bb. ¢lovék
™~  PIM-1 -934 a7 -905 bp mikroglie mys
™  TNF-R2 -1578 bp, -364 bp SW480 bb. Clovék
N S1P-R1 -588 bp MB49 bb., B16 nadory mys
™~ MUC-1 -503 az -495 bp T74D, ZR-75-1 bb. Clovék
B) STAT3 cilové geny potlaéujici nddory
Transkripcni faktory
1~ Foxo1 515 bp CD4+ T bb. mys
N FOXO03A +196 bp CD4+ T bb. mys
N Foxp3 intron 1 2993 bb. ¢lovék
¢  Neclin -588 bp v-Src-3T3 mys
PreZiti a tvorba metastdz
N p21CPYWARL -4183 bp, -2540 bp, MG63, A431, HT-29, Elovék
-640 bp WiDr, HepG2 bb.
N PI3K p50a -276 bp mlécna Zlaza mys
N PI3K p55a -624 bp mlécna zlaza mys
Imunitni dohled proti nadoriim

™M IL-6 -73 az-54 bp NIH-3T3, CT26 mys
™M TNF-a -1452 bp makrofagy, SCK1 mys
™M IFN-y 105 a7 542 bp T bb. ¢lovék, mys
™M RANTES -120az -1 bp PC3, NIH-3T3 bb. ¢lovék, mys
™ CRP -112 a7 -105 bp Hep3B bb. ¢lovék
™ STAT1 -604 az -596 bp MDA-MB-468 bb. ¢lovék

-444 a3 -435 bp

-363 a2 -356 bp

-246 a% -239 bp
™ RORyt 1. intron TH17 bb. mys
T  RORua 1. intron TH17 bb. mys
1™ BATF 2. intron TH17 bb. mys
N IRF4 proximalni promotor TH17 bb. mys
™ IL-6Ra 1. intron TH17 bb. mys
™  IL-23R ub TH17 bb. mys
™ IL-17A -144 bp TH17 bb. my3
N IL-17F -309 bp TH17 bb. mys

326 bp
Dalsi
™~ TIMP-1 -49 a7 -41 bp HepG2, W138, CD4+ T Clovék, mys
bb.
™ JunB -196 a7 -91 bp HepG2 bb. ¢lovék
™  iNOS -142 az -130 bp A431 bb. Clovék
-84 az -60 bp

™ CDC25A -222 a7 +58 bp HepG2, Saos bb. Clovék

2.7. Regulace STAT3 signalni drahy

ProtoZe pUsobeni STAT3 musi byt pro spravné fungovani organismu pouze docasné, jsou
vyvinuty mechanismy, jak jeho aktivitu tlumit a to pomoci inhibi¢nich molekul, tzv. negativnich
reguldtor, kam patfti dvé proteinové rodiny - SOCS/JAB/SSI a PIAS, anebo dochazi k inaktivaci pomoci

fosfataz nebo ubikvitinaci a degradaci v proteazomu. SOCS negativné reguluji JAK/STAT3 signalni



drahu a fadime sem SOCS1-7 a CIS (Naka et al., 1997) (Hilton, 2000). Konkrétné SOCS-1 se vaze pfimo
na JAK kindzu a znemozniuje tak fosforylaci STAT3 (Starr et al., 1999). SOCS-3 inhibuje JAK/STAT3 drahu
tim, Ze se vaze na cytokinovy receptor, konkrétné na podjednotku gp130 (Nicholson et al., 2000).
Druhou rodinou negativnich reguldtord jsou PIAS, kam patfi PIAS1, PIAS3, PIASy a PIASx (Liu et al.,
1998). STAT3 je inhibovan pomoci PIAS3, ktery se vaze na DNA- vazajici doménu a STAT3 tak nemUze
zprostredkovat aktivaci gend (Chung et al., 1997). DalSim mechanismem je inaktivace pomoci fosfataz,
které se nachdzeji v cytoplazmé a jedna se o SHP1 a SHP2. Fosfatazy defosforyluji tyrosiny nachazejici
se na prislusnych cytokinovych receptorech nebo na JAK kindzach (David et al., 1995) (You, Yu and
Feng, 1999). Fosfatazy najdeme i v jadre, jde o TC-PTP, ktera ptimo interaguje a defosforyluje STAT3
(Yamamoto et al., 2002). Posledni zminénou moznosti je degradace v proteazomu 26S, ¢imzZ je

kompletné narusena aktivita STAT3 (Daino et al., 2000).

3. Mechanismy a dopady aberantni aktivace STAT3 v kancerogenezi

Kancerogeneze je proces popisujici vznik, formovani a abnormalni rlist tkané, coZ vede ke
vzniku nadoru, rakoviny a zhoubného bujeni. Podnétd pro indukci kancerogeneze je nékolik a mizeme
je rozdélit do ¢tyf zakladnich skupin — chemické, fyzikalni, biologické a genetické (Pitot and Dragan,
1991). To Ze se v procesu kancerogeneze uplatiuje i STAT3, bylo naptiklad ukazano ve studii z roku
1996, kdy bylo objeveno, zZe zvysena exprese Src kinazy v transformovanych burnkach vede ke zvysené
tyrosinové fosforylaci u STAT3 molekuly, coZ zplsobi jeji konstitutivni aktivaci (Cao et al., 1996).
Rakovina je definovdna Sesti charakteristickymi znaky nddorovych bunék, coZ jsou nezdvisla
proliferace, odolnost vici signalim, které zamezuji rist, unikani apoptéze, neomezend moznost
replikace, neustale probihajici angiogeneze a schopnost napadat dalsi tkané a metastazovat. Hanahan
a Weinberg podrobné shrnuli a popsali tyto znaky ve svém review (Hanahan and Weinberg, 2000). Tyto
vlastnosti jsou ovliviiovany STAT3, ktery reguluje geny s nimi spojené — napf. Bcl-2, Bcl-xL a Cyklin-D1
ovliviuji apoptdzu a proliferaci, VEGF a HGF fidi angiogenezi, IL-10, TGF-8 a COX-2 tlumi imunitu a
podporuji zanét a MMP-1,2,3 a 9 se podili na metastazovani (prehled pronadorové plsobicich gend,

které reguluje STAT3 je shrnut v Tabulce 2).

3.1. Mechanismy vedouci ke konstitutivni aktivaci STAT3

Existuje mnoho zpUsobd, jak Ize docilit konstitutivni aktivace STAT3 a jednotlivé aktivatory Ize
rozdélit do dvou skupin —aktivatory vnéjsi a vnitfni. Prvni skupinou jsou tedy vnéjsi aktivatory a jednim
z hlavnich je rodina cytokint IL-6, které se vazi na sv(j cytokinovy receptor, dojde k aktivaci JAK kindz,
které fosforyluji gp130 podjednotku, ktera poté aktivuje fosforylaci STAT3 (Taga et al., 1989). IL-6 je
produkovan burikami imunitniho systému, kdy napf. skrze T-lymfocyty kontroluje rlst nador( u

rakoviny tlustého stfeva (Becker et al., 2004). ZvySena produkce IL-6 byla zaznamenana i napf. u



rakoviny tlustého stfeva souvisejici s ulcerdzni kolitidou, kde je IL-6 produkovan makrofagy typu M2
(Schiechl et al., 2011). IL-6 je takto produkovan i stromalnimi burikami jako je tomu napt. u myelomu
kostni dfené (Shain et al., 2009). IL-11, dalsi z rodiny cytokinl IL-6, se takto podili napf. na rozvoji
rakoviny Zaludku (Ernst et al., 2008). IL-6 budto autokrinnni nebo parakrinni cestou stimuluje
JAK/STAT3 signalni drahu v nadorovych burikdch (Catlett-Falcone et al., 1999). Draha JAK/STAT3 je
béhem kancerogeneze aktivovana i skrze GPCR, konkrétnim prikladem je sfingosin-1-fosfatovy
receptor 1 (S1PR1), cozZ je receptor pro sfingolipid S1P, ktery také zvySuje aktivitu STAT3 a vede ke
konstitutivni aktivaci STAT3 v nddorovych burikdch i v nadorovém mikroprostiedi (Lee et al., 2010).
Posledni zminénou mozZnosti, jak aktivovat JAK/STAT3 drahu je pomoci Toll-like receptord (TLR).
V epitelidlnich bunkach stfeva dochazi k vyssi expresi TLR-4 a postupné dochazi k rozvoji zanétu a
nasledné i rakoviny, prikladem muze byt rakovina tlustého stfeva (Terzi¢ et al., 2010) (Eyking et al.,
2011). Kromé JAK kinaz se na takovéto aktivaci podili i protein tyrosin kinazy onkogenniho charakteru,
Src kinazy (Cao et al., 1996), které jiZ spadaji do skupiny vnitfnich aktivatort. c-Src kindza se uplatriuje
napfr. u rakoviny tlustého streva, kde je zvySena exprese c-Src spojovana s riznymi mitogeny jako EGFR
nebo c-Met (Mao et al., 1997) (Summy and Gallick, 2003). Na konstitutivni aktivaci STAT3 se podileji i
rtzné mutace. U JAK kinaz dochazi diky mutacim k zesileni jejich funkce, kdy napf. mutant JAK2V617F
zvySenou aktivaci STAT3 prispiva k tvorbé chronickych myeloproliferativnich novotvar( (Oku et al.,
2010). Dale mutace v kindazové doméné EGFR v burnkach rakoviny plic je schopna aktivovat drahu
gp130/JAK/STAT3, protoze podporuje produkci IL-6 (Gao et al., 2007). K mutacim muUze dochazet i v
samotné molekule STAT3. Prikladem jsou mutace Y640F a D661V v SH2 doméné, které zpUsobuji
zvySenou fosforylaci na Tyr705 u granularni lymfocytarni leukémie (Fasan et al., 2012). Mezi
mechanismy aberantni aktivace mdZeme radit i potla¢eni funkce inhibitori STAT3 signalni drahy.
Snizend hodnota SOCS-1 a SOCS-3 byla pozorovana napf. u bunécnych linii Barrettova adenokarcinomu
a nizka hodnota SHP1 byla pozorovana u leukémie. Ve vsech pfipadech doslo k methylaci promotoru
a tudiz k umléeni jejich genl (Oka et al., 2002) (Tischoff et al., 2007). Nizka hladina PIAS3 byla
v proteazomu (Brantley et al., 2008). Poslednim zminénym pfikladem je aberantni aktivace STAT3
pomoci miRNA. miR551b-3p pfimo interaguje se STAT3 promotorem a zvySuje jeho hladinu, cozZ je
klicové u rakoviny vajecnikli (Chaluvally-Raghavan et al.,, 2016). miR-221 a miR-222 udrZuji
zpétnovazebnou smycku, kterd napomaha udrZovat konstitutivni aktivaci STAT3 a NF-kB u nador(
tlustého streva a konecniku (Liu et al., 2014). A miR-18a se vaZze na urcité misto v genu pro PIAS3,
snizuje jeho mnoZstvi a je tedy umoZnéna konstitutivni aktivace STAT3, jako je tomu v pFipadé rakoviny

Zaludku (Wu et al., 2013).
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3.2. Chronicky zanét vede ke kancerogenezi

Spojitost mezi zanétem a rakovinou zminil jiz Rudolf Virchow v roce 1863, kdyZ objevil vétsi
mnozZstvi leukocytl ve vzorku z nddoru, a postupem casu se stalo zjevnym, Ze zanét hraje pfi rozvoji
rakoviny velmi duleZitou roli a je tak povazovan za dalsi z charakteristickych znak( rakoviny (Balkwill
and Mantovani, 2001). Existuji dvé cesty propojujici zanét s rakovinou a je to zaprvé vnéjsi cesta, ktera
je fizena infekci a zanétem, ktery vznika poranénim tkané a migraci leukocyti za gradientem cytokind,
chemokinl a rlstovych faktorl produkovanych burkami vtomto misté a samy leukocyty je také
produkuji. Druhou cestou je vnitfni cesta a ta je definovana genetickymi zménami, které jsou
zplUsobené raznymi onkogeny, které také indukuji produkci cytokinl a transkripénich faktor(
v transformovanych burikach, a tim vznika zanétlivy stav (viz. Obr.2) (Mantovani et al., 2008). Zanét
akutni postupné prejde v zanét chronicky, pokud dojde k poruseni funkce nékteré ze zucastnénych
sloZek, ktery zpUsobuje rlizné patologie a chronickd onemocnéni, mezi které mimo jiné patfii rakovina

(Gulumian, 1999). Podnét( pro vznik patologie a nasledného nadoru je mnoho a nékteré jsou uvedeny

v Tabulce 3.
Tabulka 3 — Priklady podnétu a patologii vedouci ke vzniku nadoru (Coussens and Werb, 2002)

Patologicky stav Podnét vedouci k patologii Pfidruzeny nador

bronchitida azbest, koureni plicni karcinom

zanétlivé onemocnéni strev, karcinom tlustého stfeva a konec¢niku
Crohnova choroba, chronicka

ulcerativni kolitida

chronicka pankreatitida, dédicna
pankreatitida
kozni zanéty
chronicka cholecystida
gastritida, viedy
hepatitida

mononukledza
AIDS

osteomyelitida

hluboky panevni zanét, chronicka
cervicitida
chronicka cystitida

alkoholismus, mutace v genu pro
trypsinogen na chromozomu 7
UV zareni

bakterie, Zlu¢nikové kameny
Heliobacter pylori
HBV, HCV
EBV

HIV, lidsky herpesvirus typu 8

bakterialni infekce

kapavka, chlamydie, lidsky
papillomavirus
schistosoméza

karcinom slinivky

melanom
rakovina Zluéniku
zaludecni adenokarcinom

hepatocelularni karcinom

B-bunécny non-Hodgkinlv lymfom,

Burkittdv lymfom

non-Hodgkindv lymfom, spinocelularni

karcinom, Kaposiho sarkom
koZni karcinom

karcinom vajecnik, cervikalni/analni

karcinom

karcinom mocového méchyre, jater nebo

konecniku, folikularni karcinom sleziny

Obé tyto cesty nakonec vedou ke stimulaci produkce transkripénich faktord nadorovymi i imunitnimi
bunikami, hlavné STAT3 a NF-kB, které jsou nejvice probiranym spojnikem zanétu a rakoviny (viz.

Obr.2) (Pikarsky et al., 2004) (Greten et al., 2004) (Bollrath et al., 2009) (Grivennikov et al., 2009).
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NF-kB je transkripcni faktor, jehoz hlavnim aktivatorem je TNF-a, a reguluje geny, které jsou zapojeny
v zanétlivé odpovédi a v produkci cytokind, rlstovych faktori nebo adhezivnich molekul, dale také
reguluje apoptické geny (napf. Bcl2), inhibuje apoptdzu a podporuje tak prezZiti bunék (Antwerp et al.,
1996) (Pikarsky et al., 2004). NF-kB reaguje na hypoxii, ktera je spojena se zanétlivym prostfedim, a
stimuluje produkci transkripéniho faktoru HIF-1a (Mizukami et al., 2005) (Rius et al., 2008). STAT3
ovliviiuje produkci cytokinl, chemokinl a rlstovych faktor(, které podporuji migraci leukocytl a
formuje jak prozanétlivé, tak protizanétlivé imunitni odpovédi (Judd et al., 2006) (Bollrath et al.,
2009). To znamena, Ze indukce rakoviny i jeji postupny vyvoj je neustdle regulovan jednotlivymi
nadorovymi burikami a zanétlivymi slozkami, které produkuji prozanétlivé (napf.IL-6, IL-1B) nebo
protizanétlivé (napt. IL-10) cytokiny, ddle ROS, serin, cystein, metaloproteindzy (napf. MMP-9),
cyklooxygenaza (COX2) nebo rGzné cytokiny zprostiedkujici cytotoxicitu jako je TNF a IFN, aby byl
v nddorovém mikroprostredi stdle udrzovdn zanétlivy stav (viz. Obr.2) (Jaeschke and Smith, 1997)

(Coussens et al., 1999) (Coussens et al., 2000) (Rius et al., 2008) (Bollrath et al., 2009).

Obr.2: Vnéjsi a vnitini cesta spojujici ve vysledku zanét a rakovinu - vlastni zpracovani podle (Mantovani et al.,

2008)
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Zanét nebo infekce T~, & Aktivace onkogeny
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HIF1a) aktivované v nddorovych burikach

v

chemokiny, cytokiny, prostaglandiny (a
COX2) produkované nadorovymi burikami

v

MDSC
zanétlivé bunky migruji do vznikajiciho

makrofagy nadorového mikroprostredi

eosinofily #irné bufiky neutrofily

transkripc¢ni faktory (NF-«kB, STAT3, HIF1a)
aktivované v zanétlivych, stromalnich a
nadorovvch burikach

dalsi produkce chemokind, cytokind,
prostaglandin(

v

vznika zanét podporujici
vznik rakoviny
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3.3. Nadorové mikroprostredi

Nadorové mikroprostiedi obsahuje nadorové i nenadorové buriky, které spolu interaguji a
komunikuji pomoci mnozstvi cytokind, chemokin(, ristovych faktord nebo enzym( modulujicich ECM,
a vytvori tak prostredi, ve kterém nadorové buriky mohou existovat (Hanahan and Coussens, 2012).
V oblasti nddorového mikroprostredi je snizené mnozstvi kysliku, Zivin (jako je glukdza) a nizké pH
(Tannock and Rotin, 1989) (Cuvier, Jang and Hill, 1997) (lyer et al., 1998). Na snizené mnozstvi kysliku
reaguje HIF-1, coz je transkripCni faktor, ktery aktivuje geny zodpovédné za to, Zze nadorova burika
prejde z aerobniho na anaerobni metabolismus a také se podili na angiogenezi (Goonewardene,
Sowter and Harris, 2002). Konstitutivné aktivovany STAT3 v nadorovych bunkach snizuje expresi
cytokind, které stimuluji imunitni odpovédi, jako jsou IFN nebo prozanétlivé cytokiny (IL-12 a TNF-a) a
chemokiny (CCL5, CXCL10), zatimco zvysuje expresi cytokind, jako jsou IL-6, IL-10, TGF-p a VEGF, coz
ma negativni dopad na rozvoj imunitnich reakci (Wang et al., 2004). Efekt STAT3 a IL-6 na jednotlivé
buriky v nddorovém mikroprostredi je zndzornén na Obr.3. Nadorové buriky obklopuje stroma neboli
podpurna tkan, kterad se sklada z fibroblastd, cévnich a lymfatickych endotelidlnich bunék a z bunék
imunitniho systému (Liotta and Kohn, 2001). V naddorovém mikroprostiedi najdeme fibroblasty
oznacované jako CAFs. CAFs produkuji rlizné cytokiny a ristové faktory (nap¥. TGF-B nebo HGF) a podili
se na proliferaci a preZiti nddorovych bunék (Kuperwasser et al., 2004). CAFs také produkuji protein
FSP1, ktery napomaha rlstu nadorovych bunék (Spaeth et al., 2009), nebo enzymy podilejici se na
remodelaci ECM (Erez et al., 2010). CAFs jsou spojovany s udrzovanim zanétlivého prostredi a
produkuji chemokin CXCL12 (také znam jako SDF-1), pomoci kterého fidi migraci prekurzor(
endotelidlnich bunék a stimuluji angiogenezi, coz také napomaha rlstu nadoru (Orimo et al., 2005)
(Erez et al., 2010). Rastovy faktor VEGF zprostfedkovdva angiogenezi, protoZze stimuluje rlst cév
v nadorovém mikroprostiedi z okolnich kapilar (Warren et al., 1995) (Carmeliet, 2005). VEGF je
produkovan makrofagy oznacované v nddorovém mikroprostredi jako TAMs, které jsou oznacovany za
nejvétsi prispévatele k nddorové angiogenezi (Lewis et al., 2000). Kromé VEGF produkuji jesté thymidin
fosforylazu, coz je faktor podporujici angiogenezi a migraci endotelidlnich bunék (Hotchkiss et al.,
2003) nebo MMP-9, co? je proangiogenni protedza, kterd zvysuje uvolnovani VEGF napf. u rakoviny
slinivky (Bergers et al., 2000). Neutrofily v nddorovém mikroprostredi se oznacuji jako TANs, které na
jednu stranu také podporuji angiogenezi, protoze produkuji MMP-9 (Nozawa, Chiu and Hanahan,
2006), podporuji rast nadoru (Pekarek et al., 1995), zvysuji degradaci ECM (De Larco, Wuertz and
Furcht, 2004) a potlacuji imunitu (Youn et al., 2008), ale na druhou stranu maji i protinadorové funkce
(Colombo et al., 1992) (Hicks et al., 2006). V nddorovém mikroprostiedi se nachazi i T- a B-lymfocyty.
CD4+ Th typu 1 i 2 produkuji cytokiny, které aktivuji eozinofily a makrofagy a podileji se tak na

protinadorové imunité (Hung et al., 1998). Aktivita cytotoxickych CD8+ T-lymfocyttli je podporovéana
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Th1 burikami a podili se na zabijeni nddorovych bunék (Wang et al., 2004). Th17 buriky produkujici IL-
17 mohou napomahat ristu nadoru tim, Ze udrzZuji zanétlivy stav a podporuji angiogenezi v nddorovém
mikroprostifedi napf. u pacientll s hepatocelularnim karcinomem (Numasaki et al., 2003) (Zhang et al.,
2009). Naopak u pacientek s rakovinou vajecnik( maji Th17 protinadorové tcinky (Kryczek et al., 2009).
DaleZitymi burnkami jsou regulacni T-lymfocyty, protoze tlumi imunitni reakce proti nadorovym
burikdm, napf. u rakoviny plic, vajecnikd, prsu nebo slinivky (Woo et al., 2001) (Liyanage et al., 2002).
B-lymfocyty stimuluji CD4+ a CD8+ pamétové T-lymfocyty, které napomdhaji sniZovat invazivitu
nadorovych bunék a metastazovani, ale pokud je mnozZstvi B-lymfocytid snizeno, naopak to napomaha
rGstu nadoru (DilLillo, Yanaba and Tedder, 2010). Dalsim typem bunék jsou NK buriky, které produkci
chemokin( CCL5 a CXCL1 pfitahuji do nddorového prostredi DC, které vykonavaji protinadorové funkce
(Bottcher et al., 2018). Nadorové burnky u NSCLC, coZ je rakovina plic, jsou schopné v NK burnkach
pomoci TGB-B vyvolat takovy fenotypovy projev, kdy nejsou schopny nicit nddorové bunky (Platonova
et al., 2011). MDSCs jsou imunosupresivni buriky, které metabolizuji L- arginin, dlleZity pro proliferaci
zejména CD8+ T-lymfocytd, pomoci dvou enzymd — NOS a Arg-1, ¢imz tuto proliferaci blokuji (Ochoa
et al., 2001) (Mazzoni et al., 2002). MDSCs se také podileji na vyvoji regulaénich T-lymfocytd (Huang
et al., 2006).

Obr. 3: Role STAT3 v jednotlivych burikach nadorového mikroprostiedi — prevzato z (Zou et al., 2020)
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3.4. STAT3 jako onkogen vs. STAT3 jako onkosupresor

Vyse (3.1.) jsou uvedeny mechanismy aberantni aktivace STAT3 signalni drahy, kterd ve
vysledku povede k indukci kancerogeneze. Nicméné muzZe vzniknout v burice situace, kdy STAT3 bude
fungovat spiSe jako onkosupresor, to znamena, Ze bude potla¢ovat nddorovou transformaci. STAT3
tedy mlzZe ve stejnych burkach fungovat bud' jako molekula stimulujici anebo inhibujici vznik nadord,
zalezi na podminkach, jako je napft. rtzné genetické pozadi. Prvni zminka o tom, ze STAT3 vykazuje za
urcitych podminek i nador inhibujici funkce, pochdzi ze studie od Iglesia et al., kdy autofi v pfipadé
glioblastomu vyuzili astrocyty s knockoutovanym PTEN a zjistili, Ze za téchto podminek STAT3 potlacuje
proliferaci a invazivitu astrocyt(l. Bylo také zjisténo, Zze STAT3 u stejnych bunécénych linii vykazuje
naopak onkogenni Ucinek v pfipadé, Ze doslo k transfekci EGFRVIII, se kterym STAT3 tvofi v jadre
komplex, ¢imz podpofi transformaci astrocytl (Iglesia et al., 2008). Dalsim prikladem jsou p19~
knockoutované mysi u HCC. Autofi pouZili Ras-transformované hepatocyty z téchto mysi a zjistili, ze
STAT3 potlacuje vznik nadoru. Pokud ale vezmeme p19+pozitivni Ras-transformované hepatocyty, ma
STAT3 tumor-stimulujici Ucinky, coz tedy znamena, Ze p19~reguluje pro- a protionkogenni ucinky
STAT3 (Schneller et al., 2011). Kromé genetickych vlivi, mohou onkosupresivni funkce u STAT3 vyvolat
i rizné vnéjsi faktory, napt. rizné chemické latky nebo Iéky. Ptikladem jsou tetrachlormethan (CCl,) a
diethylnitrosamin (DEN) a jejich plsobeni béhem karcinogeneze jater. CCl.zpUsobi, Ze u hepatocyt(,
které vykazuji normalni hladinu STAT3, dochazi k tlumeni chronického zanétu v jatrech a je rovnéi
potlacovana kancerogeneze, ale pokud mame mysi s knockoutovanym STAT3, je uc¢inek opacny. U DEN
je vysledek opacny a delece STAT3 brani rozvoji nadorl a u hepatocyt(, kde je exprimovan STAT3, DEN

zpUsobuje vyssi tvorbu nadord (Wang et al., 2011).

4. STAT3 aktivace v imunitni odpovédi na virovou infekci a jeji negativni

dasledky

Molekula STAT3 se uplatiuje v fadé virovych mechanism( a je pomoci virll regulovana a to
bud' pozitivné, nebo negativné, zaleZi na typu viru. Regulovat STAT3 mohou jak DNA viry (napf. HBV,
EBV, KSHV, HCMV), tak RNA viry (napf. HCV, 1AV, HIV, SARS-Cov, virus spalniek a pfiusnic). Mezi viry,
které stimuluji STAT3 signalni drahu, patfi napf. HBV (Waris and Siddiqui, 2002), HCV (Yoshida et al.,
2002), HCMV (Lepiller et al., 2013), EBV (Kung, Meckes and Raab-Traub, 2011), KSHV (Punjabi et al.,
2007) nebo HIV (Percario et al., 2003) a mezi viry, které naopak inhibuji funkce STAT3 patfi napr. IAV
(Hui et al., 2016), virus pfiusnic (Ulane et al., 2003) a spalnicek (Palosaari et al., 2003) nebo SARS-Cov
(Mizutani et al., 2004).

15



Druh
viru

4.1. Provirové a antivirové molekularni mechanismy STAT3

STAT3 ve spolupraci s viry mlze plsobit dvéma zplsoby, bud STAT3 rliznymi mechanismy

patologie, jak je ukazano v Tabulce 4.

Vyzkumny model

Molekularni mechanismus

A) Provirova aktivita STAT3 nebo pomoc viru pfi zprostiedkovani patogeneze

HBV

HCV

HepG2 buriky

bunécné linie liskdého

hepatomu (Hep3B, PLC/PRF/5)

a nenadorové hepatocyty
(MIHA, L02)
HBV transgenni mysi

klinické vzorky a bunéc¢né linie

HCC (HepG2, HepG2.2.15,
HuH7)

HepG2.2.15

HBV transgenni mysi a
HepG2.2.15

bunécna linie lidskych HCC —
Bel-7402 a SMMC-7721
pacienti s HBVGN a HK-2 bb.

Huh-7 bb.

purifikované monocyty od
zdravého darce

Huh-7, Huh-7.5, NNeoC5B,
NNeo3-5B bb.

Huh7

Huh7

purifikované monocyty od
zdravého darce

HepG2 a NIH 3T3 bb.
HepG2 a Huh7
HepG2

Huh-7, Huh7.5.1, PHHs

HBx aktivuje signalni drdhu STAT3 pomoci oxidativniho
stresu
HBx pomoci drahy IL-6/STAT3 zvysuje hladinu miR-21

HBsAg narusuje aktivaci T-bb. polarizaci monocytl na
mMDSCs v draze ERK/IL-6/STAT3

HBV snizuje hladinu miR-340-5p, aby doslo k aktivaci
STAT3 a k migraci jaternich nadorovch bunék

vazba STAT3 a HNF-3 stimuluje HBV enhncer | v reakci
na IL-6 a EGF

radioterapie a IL-6 vyvolaji reaktivaci HBV skrze STAT3
signalizaci

pomoci Sta3/Nanog kaskady HBx-A C1 zlepsuje
vlastnosti jaternich nddorovych kmenovych bunék
pomoci aktivace JAK2/STAT3 zvySuje HBx pomér
Bax/Bcl-2 a zpuUsobuje apoptdzu epitelialnich bb.
renalnich tubull

NS5A vyvolava oxidativni stres a aktivuje tak STAT3 a
NF-kB

extracelularni HCV core protein aktivuje STAT3 pomoci
PI3K/Akt a IL-6 drahy, ¢imZ narusuje T-bunécnou
odpovéd

dochdzi k aktivaci STAT3, diky které je pozitivné
regulovana dynamika mikrotubul(, aby se zvysila
replikace HCV

STAT3 pomoci PI4P snizuje hladinu Inc-IGF2-AS a Inc-
7SK, aby doslo k replikaci HCV

HCV snizuje hladinu STAT3 s pomoci miR-122 a sniZuje
expresi IFN-a a IFn-p

pomoci drahy TLR2/PI3K/AKT/STAT3 stimuluje jadro
HCV MDSC podobné monocytim, aby potlacily
aktivaci CD4+ T-bb.

aktivace STAT3 vede k proliferaci a zvyseni hladiny Bcl-
xL a cyklinu-D1

pomoci Jak1l NS5A aktivuje STAT3 a zvysSuje hladinu
Bcl-xL a p21

HCV core protein stimuluje STAT3 fosforylaci a zvySuje
hladinu NANOG

NS4B aktivuje STAT3, ktery stimuluje expresi
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stimuluje virové funkce a podporuje tak vznik patologie anebo naopak inhibuje virové funkce a vznik

Tabulka 4: Molekuldrni mechanismy vir(i ve spolupraci se STAT3 - predloha podle (Chang et al., 2018)

Publikace

(Waris, Huh and
Siddiqui, 2001)
(Lietal., 2014)

(Fangetal.,
2015)
(Xiong et al.,
2017)

(Waris and
Siddiqui, 2002)
(Chou et al.,
2009)

(Ching et al.,
2017)

(He et al., 2013)

(Gongetal.,
2001)

(Tacke et al.,
2011)

(Mccartney et
al., 2013)

(Xiong, lia, et
al., 2015)
(Xiong, Zhang,
etal., 2015)
(zhai et al.,
2017)

(Yoshida et al.,
2002)

(Sarcar et al.,
2004)

(zhou et al.,
2014)

(Kong et al.,



HCMV

EBV

KSHV

RRSV

HIV

MRC-5, ARPE19 a U373 bb.

HepG2 a PHH bb.

bunécéna linie NPC (CNE1)
bunécna linie karcinomu
délozniho Cipku — C33A bb.
bunécna linie karcinomu
délozniho ¢ipku — C33A bb.,
Rat-1 bb. a 293T bb.

Hela a HEK 293T

B-bunécna linie

NPC bunécna linie, HONE-1 a
CNE-2
lidska bunécéna linie NPC — CNE1

CNE1

vzorky pacient(l, NPC bunécna
linie (HNE-1, 5-8F, HONE-1,
C666-1)

pacienti a bunécna linie
HH514-16 infikovana EBV

EBV lymfoblastoidni bunééna
linie (EBV-LCLs)

TIME bb., hDMVEC bb., BCBL-1
a BJAB bb.

A549, HEP-2 bb.

nezralé DCs

primarni lidské
monocty/makrofagy

nezralé MDDCs

pronadorovych cilovych genl

HCMV vyuZiva uSTAT3, aby se podpotila replikace DNA
u HCMV, IE1 je regulator intraceluldrni lokalizace
STAT3 a signalizace IL-6

aktivace IL-6/JAK/STAT3 podporuje formovani nadoru

pomoci JAK3 a ERK LMP1 stimuluje STAT3
LMP1-CTAR1 aktivuje STAT3, coz u Bcl-3 zvySuje
regulaci EGFR

pomoci PKC& LMP1 aktivuje EGFR, STAT3 a ERK

EBNAZ2 zvysuje vazebnou schopnost STAT3-DNA
pomoci PI3K/BTK cesty LMP2 aktivuje STAT3
aktivace STAT3 primo prispiva k invazivité NPC bb.
LMP1 aktivuje STAT3 a pfispiva k invazi NPC bb.
LMP1 aktivuje EGFR a STAT3, coz podporuje tvorbu

cyklinu-D1
LMP1 aktivuje STAT3, ¢imz potlacuje expresi miR-204

STAT3 zvysuje hladinu KRAB-ZFP a omezuje lytickou
aktivaci ve prospéch perzistence nadorovych bb.
STAT3 reguluje lytickou citlivost prostfednictvim
bunééného PCBP2

aktivace STAT3 pomoci gp130 a JAK2

aktivace STAT3 prostiednictvim IL-6
Nef aktivuje STAT3

Nef aktivuje STAT3 tim, Ze dojde k uvolnéni
rozpustnych faktord

gp120 aktivuje IL/STAT3 drahu

B) Antivirova aktivita STAT3, STAT3 inhibuje virové zprostfedkovanou patogenezi

HSV

1AV

virus
pfiusnic

mysi model

C57BL/6 mysi
STAT3-knockoutované mysi a
Vero bb.

Hela

Huh7 a A549

lidské alveolarni bb. typu |

lidské 2FTGH, 293T, NIH 3T3,
3T3/v-Src, U3A a UBA bunécnd

pSTAT3 aktivuje geny jako Bcl-2, Bcl-xL, IAP2, Pim-1,
neurodegenerativni GAP-43, vyvoj neuronl- GFPAF,
aby byl udrzen HSV v latentnim stavu

draha IL-6/STAT3 predchazi ztraté neuronovych
prekurzor, které jsou stimulované pomoci HSV-1
STAT3-knockoutované mysi jsou citlivéjsi k HSV-1

H5N1 NS1 snizuje hladinu STATS3, ktery je indukovany
IFN

STAT3 stimuluje ISGs, aby doslo k inhibici replikace IAV
H5N1 a HIN1 inhibuji aktivaci STAT3

V protein zajistuje degradaci STAT3, aby nedos$lo
k jeho odpovédi na IL-6 nebo v-Src
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2016)
(Reitsma et al.,
2013)

(Lepiller et al.,
2013)

(Liu et al., 2008)
(Kung and Raab-
Traub, 2008)
(Kung, Meckes
and Raab-Traub,
2011)
(Muromoto et
al., 2009)
(Incrocci et al.,
2017)

(Lui et al., 2009)

(Wangetal.,
2010)
(Xu et al., 2013)

(Ma et al., 2014)

(Hill et al., 2013)

(Koganti et al.,
2015)

(Punjabi et al.,
2007)

(Kong et al.,
2003)

(Percario et al.,
2003)

(Liu et al., 2013)

(Del Corno et
al., 2014)

(Du, Zhou and
Roizman, 2013)

(Chucair-Elliott
etal., 2014)
(Hsia et al.,
2017)

(Jia et al., 2010)

(Mahony et al.,
2017)
(Huietal.,
2016)

(Ulane et al.,
2003)



linie

virus lidské 2FTGH, 293T a 293 V protein zplsobuje defekt v jaderné akumulaci (Palosaari et al.,
spalnicek = Tet-On bunécna linie, mySi NIH | STAT3, které bylo indukovano IFN, aby nedoslo k 2003)
373 bb. reakci na IL-6 a v-Src
hMPV A549 a opici bb. z ledvin zeslabuje signalizaéni kaskadu JAK/STAT3 (Mitzel et al.,
zprostiedkovanou IL-6 2014)

4.2. STAT3 vimunitni odpovédi a disledek jeho patologické regulace u vybranych

virovych infekci

V prvni linii obrany proti virové infekci stoji IFN typu |, které aktivuji STAT1 a STAT3. V
souvislosti se STAT3 jde hlavné o IFN-a, ktery autokrinni nebo parakrinni cestou aktivuje STAT3 a snazi
se v burnikach navodit antivirovy stav. Ukazalo se, Ze je dlleZitym reguldtorem imunitni odpovédi u DNA
i RNA virovych infekci (Mahony et al., 2017). Uplatnuji se také proteiny reakce akutni faze, jako je CRP,
ktery je aktivovan pomoci STAT3 v odpovédi na IL-6 (Zhang et al., 1996). Dale se STAT3 uplatriuje
béhem adaptivni imunity, konkrétné pfi regulaci T-lymfocytl, protoZze mimo jiné reguluje diferenciaci
a aktivaci CD8+ T-lymfocyt(, ktery je soucasti uc¢inné imunitni odpovédi napf. proti HSV-1 (Yu et al.,
2013). Nicméné tyto funkce STAT3 v adaptivni imunité mohou byt virem naruseny, coz pfinasi virim
znacné vyhody. HEV produkuje virovy protein alfa-1-antitrypsin, ktery moduluje prozdnétlivou
odpovéd, inhibuje STAT3, ¢imZ naruSuje expresi genl reakce akutni faze a tim prodluZuje preziti
infikovanych bunék a HEV se mUze replikovat (Chandra et al., 2008). U KSHV je STAT3 aktivovan a je to
spojeno se zvySenou expresi CCL5, coZ je chemoatraktant pro monocyty, eozinofily, NK a DC buriky,
které prispivaji ke vzniku chronického zanétu zpusobujiciho patologie jako napf. Kaposiho sarkom
(King, 2013). Na obrané proti infekci zplsobené HCV se podileji hlavné pamétové CD4+ a CD8+ T-
lymfocyty a u nékterych jedincl infekce po ¢ase spontanné odezni, ale u vétsiny se rozvine chronicka
infekce, ktera souvisi s MDSCs, které potlacuji funkce T-lymfocytl (Shoukry et al., 2003) (Tacke et al.,
2012) a které navic prispivaji k rychlejsSimu postupu a metastazovani u pacientl s HCC (Kalathil et al.,
2013). K rozvoji HCC také prispiva HCV core protein, protoZe interaguje a fosforyluje STAT3, zpUsobuje
jeho konstitutivni aktivaci a je tedy pfimo zodpovédny za nadorovou transformaci (Yoshida et al.,
2002). Krozvoji HCC muze vést i infekce HBV zpUsobujici chronickou hepatitidu, ke které doslo
v dlsledku interakce mezi STAT3 a HNF-3 (Waris and Siddiqui, 2002). HCMV je typ herpesviru, jehoz
infekce se u zdravych jedincli projevuje jako asymptomaticka, ale pokud jsou jedinci, u kterych chybi
radnd a ucinna imunitni odpovéd, jako jsou napft. jedinci s AIDS, m(iZe vyvolat zadvazna onemocnéni,
vCetné rakoviny prsu, prostaty, klzZe, tlustého stfeva nebo jater, kde HMCV stimuluje zvySenou
proliferaci skrze IL-6/JAK/STAT3 (Lepiller et al., 2013). S infekci virem HIV a onemocnénim AIDS je také
spjato zvysené riziko vzniku nador(, protoZe u pokrocilejsi infekce jiz doslo k rozsahlé imunosupresi z

dlvodu vyCerpani CD4+ T-lymfocyta (Fauci, 1988).
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4.3. SARS-Cov-2, COVID-19 a STAT3

SARS-Cov-2 je RNA koronavirus zpusobujici onemocnéni COVID-19, které stoji od prosince
2019 za celosvétovou pandemii. Jak uz jsem zminila vysSe, v prvni linii obrany stoji IFN typu |, které
aktivuji STAT1 i STAT3. Béhem SARS-Cov-2 dochazi k silné produkci IFN-a a aktivaci STAT3, ktery
inhibuje STAT1 tim, Ze s nim tvofi heterodimery a tlumi antivirovou imunitni odpovéd' (Ho and Ivashkiv,
2006) (Matsuyama et al., 2020). K inhibici STAT1 pfispivaji i proteiny SARS-Cov-2, konkrétné NSP1,
ktery sniZuje hladinu pSTAT1, podobné jako je tomu u SARS-Cov-1 (Wathelet et al., 2007) nebo ORF®6,
ktery je povaZovan za nejvétsiho antagonistu IFNs, protozZe inhibuje jejich produkci i signalizaci (Yuen
et al., 2020). Co se tyce specifické imunity, jsou v odpovédi na IL-12 a IFN-y aktivovany CD4+ Th1, které
podporuji cytotoxické funkce CD8+ T-lymfocytli (Mosmann et al., 1986). Th2 lymfocyty napomahaji B
lymfocytdm produkovat protilatky, které se vazi na RBD v S proteinu a znemoznuji SARS-Cov-2 navazat
se na povrch bunék (Ju et al., 2020). Draha IL-6/STAT3 je schopna inhibovat polarizaci Th1 bunék, kdy
bud u CD4+ T-lymfocytl indukuje produkci IL-4 a odpovéd je tak presmérovana k Th2 burikdch anebo
ovliviiuje sekreci IFN-y, ktery je pro tuto polarizaci nutny, a obdobny ucinek pozorujeme i u CD8+ T-
lymfocytd. Témito procesy je viru usnadnéno perzistovat a replikovat se (Velazquez-Salinas et al.,
2019). Béhem onemocnéni COVID-19 tedy dochazi ke sniZzeni poctu CD4+ a CD8+ T bunék, coz je
(Diao et al., 2020). Ke zvysené produkci téchto cytokinl dochazi v dlsledku zvysené aktivace
makrofagl v plicich COVID-19 pacientl (Beck-Schimmer et al., 2005) (Johnston et al., 2012) a navic u
pacientl s velmi tézkym pribéhem byla hodnota IL-6 a IL-10 mnohonasobné vyssi nez u pacientl
s mirnéjsimi prabéhy (Han et al., 2020). Béhem infekce SARS-Cov-2 muZe dochazet i k trombdze
neboli porucham srazeni krve, které ma na svédomi tkanovy faktor (TF), ktery je v plicich produkovan
alveoldrnimi epitelidlnimi burikami (Bastarache et al., 2007) (Helms et al., 2020). Konstitutivné
aktivovany STAT3 zprostifedkovava zvysenou produkci CRP, ktery posléze indukuje TF, ktery reguluje
pfeménu protrombinu na trombin a ten dale méni fibrinogen na fibrin a dochazi ke vzniku krevnich
srazenin (Zhang et al., 1996) (Toschi et al., 1997). Z prlzkum plyne, Ze s obtiznéjSimi pribéhy COVIDu-
19 a castéjsi mortalitou se setkavame u lidi vyssiho véku, u muz(, u lidi s hypertenzi, diabetem nebo u

jedincl obéznich (Richardson et al., 2020).
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5. Terapeuticky potencial farmakologického ovlivnéni STAT3 signalni

drahy

ProtoZe se u STAT3 ukazala zasadni role v rlznych patologiich, je cilem vyzkumu vyvoj
inhibitor( jiZz néjakou dobu. Tyto inhibitory mlzZeme ziskavat synteticky nebo z pfirodnich zdrojl a
muizZeme je rozdélit na ty, které bud’ inhibuji pfimo STAT3 (napf. DBD nebo SH2 doménu), anebo
neprimo jednu ze sloZek této signalni kaskady a to bud upstream STAT3 (JAK, Src a RTK kinazy), anebo
downstream STAT3, kterad vede k ovlivnéni exprese gen(. Dale je mGzeme délit i podle struktury na
peptidy, nepeptidové malé molekuly, oligonukleotidy nebo protilatky. V nasledujicim textu jsou
ukdzany jen nékteré priklady a pro prehlednost jsou tyto priklady usporadany v Tabulce 5. Pokud dojde
k inhibici SH2 domény, je STAT3 znemozZnéna aktivace a tvorba dimerd a do této skupiny inhibitord
patfi napt. peptidovy inhibitor PY*LKTK, kde Y* zndzorfiuje fosfotyrosin, ktery se ziskavd z AMK
sekvence SH2 domény STAT3 a funguje tak, Ze se navaze na STAT3, ¢imZ znemozZriuje tvorbu dimerd,
testovano in vitro i in vivo (Turkson et al., 2001). Nevyhodou peptidovych inhibitorl je nizka stabilita a
jejich slaba prostupnost pres bunéénou membranu pravé kvili fosfotyrosinu, coz limituje jejich klinické
vyuziti (Turkson et al., 2004). Dalsim ptikladem inhibice v misté SH2 domény je mald molekula S3I-
1757, kterd byla zkoumdna na burikach rakoviny prsu in vitro. Tato latka inhibuje dimerizaci STAT3,
jejim cilem je SH2 doména, a také brani navdzdni STAT3 na EGFR. To znamen3, Ze kromé dimerizace,
branii transportu do jadra (Zhang et al., 2013). Mezi inhibitory SH2 domény patfi dale i malé molekuly
Stattic (Schust et al., 2006), BP-1-102 (Jiang et al., 2019), LLL-3 (Fuh et al., 2009) nebo OBP-51602
(Wong et al., 2015). K blokovani vazby STAT3 na DNA se pouzivaji i tzv. oligodeoxynukleotidové
navnady (ODN), coZ jsou syntetické dvouvldknové sekvence odvozené od konzervovanych
genomovych regulacnich prvka, které STAT3 rozpozna a navaze se na né, coZ bylo ukdzano u HNSCC
nadorovych bunék (Sen et al., 2012). Na bunécnych liniich u rakoviny prsu nebo u adenokarcinomu
tlustého stieva bylo ukazano, Ze existuji ODN branici STAT3 v transportu do jadra a to tak, Ze se navazi
na povrch STAT3, neumozni mu vazbu na importiny a STAT3 je v dusledku toho ,lapen” v cytoplazmé
(Souissi et al., 2011). Platinové slouceniny, napf. 1S3 295, jsou in vitro také schopné potlacovat DNA-
vazebnou aktivitu STAT3, cozZ bylo zkoumano u nékolika typu rakovin, napf. prsu, slinivky nebo prostaty
(Turkson et al., 2005). Vazbu STAT3 DBD na DNA ovliviiuji i malé molekuly napabucasin neboli BBI608
a inS3-54 nebo peptidovy aptamer DBD-1 tim, Ze se vazi pravé na DNA-vazajici doménu (Nagel-
Wolfrum et al., 2004) (Huang et al., 2014) (Jonker et al., 2018). Cilem inhibice m{Ze byt i TAD a SH2
doména STAT3 a v tomto misté plsobi peptidovy aptamer rS3-PA, ktery snizuje fosforylaci na Tyr705
a Ser727 (Weber et al., 2012). V souvislosti s nepfimym cilovanim STAT3 mZe byt inhibovana JAK
kindza napt. pomoci AZD1480, ktery kompetuje s ATP a inhibuje JAK1 nebo JAK2, ¢imZ sniZuje aktivaci
STAT3, jak bylo ukazano na modelech solidnich nador(i jako NB, RMS a ESFT (Yan, Li and Thiele, 2013).
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A ackoliv se jednd o slibny zpUsob, co se tyce protinddorové terapie, neni zatim AZD1480 pouzivan,
protoZe jedna studie uvedla, Ze u nékterych pacientd s myelofibrézou vyvolala tato latka neurologické
potize, jejichZ podstata neni znama (Verstovsek et al., 2015). Ale jiz schvalenou latkou pro lécbu
myelofibrdzy je mald molekula ruxolitinib, ktery také tlumi aktivaci STAT3 na zakladé inhibice JAK1/2
kindzy (Verstovsek et al., 2012). Dalsimi potencionalnimi inhibitory na Urovni JAK kinaz a kompetitofi
ATP jsou malé molekuly CEP-701 pattici do tfidy alkaloid( a zkoumany na modelech myelofibrézy
(Santos et al., 2010), pacritinib (SB1518) testovany na modelech akutni myeloidni leukémie (Hart et
al., 2011) nebo CYT387 pattici do skupiny fenylaminopyrimidind, ktery byl testovany na bunéénych
liniich MM (Burns et al., 2009) (Monaghan et al., 2011). Kromé JAK kinaz se vyuZziva i inhibice Src kinaz,
jako je tomu v ptipadé latky dasatinib (Das et al., 2006), saracatinib (Fujisaka et al., 2013) nebo
bosutinib (Steinbach, Clark and Clemmons, 2013), které fadime také k malym molekuldm. Poslednim
zminénym prikladem v ramci neptfimé inhibice upstream STAT3, je inhibice receptor-tyrosinovych
kindz, napf. EGFR latkou cetuximab, coz je monoklondlni protilatka, ktera se vaze na EGFR a brani
navazani jeho ligandu (Luca et al., 2014). Rlst nadoru vyZaduje, aby STAT3 potlacdoval expresi genu
p53, coz je tumor-supresorovy gen, a proto jsou vyvijeny inhibitory STAT3, protoZe poté p53 muze
zprostiedkovavat apoptézu a ma antiprolifeativni ucinky (Niu et al., 2005). Dalsi moznosti inhibice
STAT3 je degradace jeho mRNA pomoci siRNA, dochazi ke sniZzeni produkce antiapoptickych protein(
jako Bcl-xL nebo Bcl-2 v dlsledku sniZzeného mnoiZstvi STAT3 a je tak podporena apotdza u nékterych
typu nadorovych bunék, napf. u rakoviny prsu nebo hrtanu (Gao et al., 2005) (Kunigal et al., 2009).
Vsechny dosavadni priklady inhibitord byly zastupci latek syntetizovanych, nicméné samotna pfiroda
nam nabizi Sirokou skalu zdroji pro dalsi vyvoj inhibitort, a navic se ukazalo, Ze latky odvozené od
pfirodnich zdroju, vykazuji nizky toxicky profil a jsou schopné spoluplisobit s dalSimi protinadorovymi
latkami (Molnar et al., 2010). Priklady takovych latek jsou butein - ziskdvany z keshu a inhibujici JAK a
c-Src (Rajendran, Ong, et al., 2011), kapsaicin — alkaloid ziskdvany z chilli papricek a inhibujici JAK1 a c-
Src (Bhutani et al., 2007), celastrol — ziskavany z ¢inské rostliny Triptegyrium wilfordii a inhibujici JAK2
a c-Src (Rajendran et al., 2012), y-tokotrienol — zastupce superrodiny vitaminu E inhibujici JAK1/2 a c-
Src, ale také naopak stimulujici funkce fosfatazy SHP-1, ¢imz dale sniZuje hladinu aktivovaného STAT3
(Rajendran, Li, et al., 2011) nebo garcinol — polyizoprenylovany benzofenon ziskavany ze susené klry
Garcinia indica, ktery se vaZe na SH2 doménu a brdni dimerizaci STAT3 a mimo to jesté inhibuje
acetylaci STAT3, ¢imZ sniZzuje schopnost vazat se na DNA, coz bylo testovano u rliznych HCC bunécnych

linii in vivo i in vitro (Sethi et al., 2014).
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A) Syntetizované

B) Prirodni

Tabulka 5: Prehled inhibitord STAT3 (vlastni zpracovani)

Struktura

peptid

peptid

peptid
oligonukleotidy
platinové slouceniny
mala molekula
mald molekula
mala molekula
mald molekula
mala molekula
mald molekula
mala molekula

mala molekula
mala molekula
mala molekula
mala molekula
mala molekula
mala molekula
mala molekula
mala molekula

monoklondini protildtka

siRNA

mala molekula

mald molekula
mald molekula
mald molekula
mala molekula

Inhibitor

Pfimé inhibitory
PY*LKTK
DBD-1
rS3-PA
ODN
IS3 295
S31-1757
Stattic
BP-1-102
LLL-3
OPB-51602
napabucasin/BBI608
inS3-54

Neptimé inhibitory

AZD1480
ruxolitinib
CEP-701
pacritinib/SB1518
CYT387
dasatinib
saracatinib
bosutinib
cetuximab
siRNA

PFimé inhibitory
garcinol

Nepfimé inhibitory

butein
kapsaicin
celastrol
y-tokotrienol

Misto ucinku

SH2 doména STAT3
DBD STAT3
TAD, SH2 doména STAT3
DBD STAT3
DBD STAT3
SH2 doména STAT3
SH2 doména STAT3
SH2 doména STAT3
SH2 doména STAT3
SH2 doména STAT3
DBD STAT3
DBD STAT3

JAK kinaza
JAK kinaza
JAK kinaza
JAK kinaza
JAK kinaza
Src kinaza
Src kinaza
Src kindza
EGFR

mRNA STAT3

SH2 doména STAT3

JAK, c-Src kinaza

JAK, c-Src kinaza

JAK, c-Src kinaza

JAK, c-Src kindza, SHP-1
fosfataza

6. Zavér

STAT3 je molekula patfici do proteinové rodiny STAT, coZ jsou proteiny schopné prenaset signal
pfes cytosol do jadra, navazat se na specifickou sekvenci v DNA a fungovat jako transkripéni faktory.
STAT3 za fyziologickych podminek slouZi organismu pozitivné v procesech regulace bunécné
proliferace, diferenciace, apoptdzy, angiogeneze i vimunitnich procesech a pokusy na mysich ukazaly,
Ze bez této molekuly objekty zahynuly jiz béhem ¢asné embryogeneze.

Na druhou stranu muZe byt STAT3, v pfipadé aberantni regulace nebo konstitutivni aktivace,
pri¢inou vzniku patologii, v€etné rakoviny. Tyto pfi¢iny mohou byt rizného plvodu a podileji se na
vzniku zanétu, ktery mze, v pfipadé chronického zanétu, vést pravé k indukci procesu, ktery stoji za
rozvojem rakoviny. Spojitost mezi zanétem a rakovinou byla poprvé zminéna jiz v druhé poloviné 19.

stoleti a v poslednich letech se jen potvrdila. Z hlediska mechanismu, které jsou odpovédny za tuto
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spojitost, mUZzeme hovofit o vnéjsi a vnitfni cesté. VnéjSi cestu maji na svédomi napt. rlzné
mikroorganismy jako bakterie a viry, ale i tfeba nezdravy Zivotni styl (koureni, alkohol) a vnitini cesta
je spojovana s onkogeny, které mohou napf. zplisobovat mutace nebo tlumit tumor-supresorové geny,
cozZ nasledné vede k transformaci bunék, které produkuji zanétlivé cytokiny a pfispivaji k vyvolani
zanétu. Cely proces vede k formovani nadorového mikroprostfedi a je doprovazen neustalou produkci
cytokini a migraci imunitnich bunék do mista zanétu. Nadorové mikroprostredi je sloZzeno nejen
z bunék nadorovych, ale i podplrnymi stromalnimi (fibroblasty, cévni a lymfatické buriky) a také
imunitnimi burikami (makrofagy, neutrofily, dendritické bb., NK bb., myeloidni supresorové bb., T-a B-
lymfocyty) a ve viech téchto burikdch mize byt aberantné aktivovan STAT3. Také v dlsedku vysokych
hladin IL-6 v prostfedi dochazi k produkci zanétlivych cytokin. Velkou roli béhem tohoto procesu hraji
vedle STAT3 i dalsi transkripcni faktory - NF-kB a HIF-a. Souhra vSech sloZzek nadorového mikroprostiedi
vede k imunosupresi, inhibici apoptdzy nebo ke zvyseni bunécné proliferace a angiogeneze. STAT3
v tomto kontextu funguje jako onkogen, nicméné muze za urcitych podminek fungovat i jako tumor
supresor. To znamena, Ze rizné podminky urcuji, jak se STAT3 bude chovat. Takovymi podminkami
muZe byt napf. knockout urcitych gend nebo vliv chemickych latek.

STAT3 se uplatiiuje i v fadé virovych mechanism( DNA i RNA vir( a to jak pro viry pozitivné, tak
i negativné. Z pro viry pozitivniho hlediska se diky STAT3 napfr. zvysi virova replikace a potlacuji se
funkce imunitnich bunék, jako tomu napf. u HBV, HCV, HCMV, EBV nebo HIV. V opacném pripadé
STAT3 napt. udriuje vir v latentnim stavu, ¢imzZ zabranuje patogenezi, ale tyto viry maji vyvinuty
strategie, jak STAT3 tlumit, jako je tomu v pfipadé IAV, HSV nebo u viru spalniek a pfiusnic. Jak uz jsem
zminila vysSe, vSechny viry jsou podnétem pro vznik rGznych infekci a nékteré z nich mohu nakonec vést
k indukci kancerogeneze, protoze béhem téchto byla zaznamendana zvysena aktivace STAT3, jako je
tomu napf. u HBV a HCV, jejichZ chronicka infekce vede k rozvoji hepatoceluldrniho karcinomu (HCC)
nebo u KSHV zplsobujiciho Kaposiho sarkom.

Patologicka aktivace STAT3 signalni drahy tedy hraje roli jak pti vzniku nador(, tak u virovych
infekci. U nddor( mize byt STAT3 aktivovan ve vSech bunécnych slozkach nadorového mikroprostredi,
véetné imunitnich bunék, podili se na imunosupresi v nddorovém mikroprostiedi, umoziuje
nadorovym burnkam proliferovat a podporuje progresi rakoviny. BEhem virové infekce se STAT3 podili
na imunitni odpovédi, nicméné tyto funkce mohou byt virem naruseny, STAT3 je aberantné regulovan
(u nékterych vird dochazi k inhibici, u nékterych naopak k aktivaci STAT3) a plsobi tak ve prospéch viru,
¢imz napomaha rozvoji riznych patologii, mimo jiné i rakoviny.

ProtoZe STAT3 signalni draha hraje pfi rozvoji patologii zasadni roli, zplisoby jeji inhibice jsou
predmétem mnoha studii poslednich nékolik desitek let. Inhibitory mohou byt chemicky syntetizované
latky ale i latky dostupné z rliznych ptirodnich zdrojl a jejich schopnost inhibice je bud’ pfimo mifena

na nékterou z domén molekuly STAT3, anebo je cilem inhibice upstream STAT3 néktera z kinaz jako
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JAK, Src nebo rizné receptor tyrosinové kinazy a downstream STAT3 muZe napt. dochazet k degradaci
MRNA STAT3 aktivovanych gen(. Inhibitory byly zkoumany vétsinou na bunécénych modelech in vitro,
kde vykazovaly pozitivni ucinek a aZ poté se ukazalo, Ze ale nékteré z inhibitord vyvinuly u lidskych
pacientU i rizné negativni Gcinky a proto kazda z téchto latek musi projit ddkladnym vyzkumem, nez
mUze byt pouzita, a mnoho z téchto latek musi byt nakonec vyrazeno. DalSim problémem je i nalezeni
kritérii (napf. typ a genetické pozadi nddoru), kdy bude pouZiti inhibitord mit terapeuticky ucinek. Ale
i tak ma do budoucna vyzkum téchto inhibitorl velky vyznam pro jejich potencial v boji proti rakoviné

a dalsim chronickym chorobam i nasledklim nékterych infekci.
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