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Abstract

Il Signal Transducer And Activator Of Transcription 3 (STAT3) & un fattore di
trascrizione che si e dimostrato avere un potenziale oncogeno in diversi tipi
tumorali agendo come fattore di trascrizione nucleare dopo aver subito
fosforilazione della Tirosina 705 (Y705). In parallelo, studi recenti hanno
evidenziato un ruolo della fosforilazione del residuo Serina 727 (S727) di STAT3 nel
processo di cancerogenesi. Il lavoro qui analizzato prende in esame il caso
dell’adenocarcinoma polmonare con mutazione di KRAS. Utilizzando linee cellulari
umane e modelli murini mutanti per KRAS, € emerso come I'assenza di pS7,7.STAT3
vada in qualche modo a sopprimere la manifestazione di un fenotipo tumorale.
Attraverso vari saggi si € poi evidenziato come pS727-STAT3 agisca come fattore di
trascrizione sia a livello nucleare che mitocondriale andando a riprogrammare la
proliferazione e il metabolismo di queste cellule. E inoltre emerso come STAT3 sia
in grado di dirigere |'espressione genica interagendo direttamente con I'RNA
polimerasi Il. Tutte queste evidenze spingono dunque verso una nuova direzione
che non vede piu la fosforilazione della serina come un elemento di supporto
dell’attivita di pY705s-STAT3 ma come protagonista negli eventi di tumorigenesi.






1. Introduzione

1.1. La famiglia delle proteine STAT

Le proteine Trasduttori del Segnale ed Attivatori della Trascrizione (STAT) sono una
famiglia di proteine che nei mammiferi & composta da sette membri (STAT-1, -2, -
3, -4, -5a, -5b, -6); il loro ruolo e stato tradizionalmente identificato in quello di
fattori di trascrizione nucleari attivati dalla fosforilazione di un residuo di tirosina
in risposta a determinati stimoli extracellulari, tra cui citochine, fattori di crescita
e ligandi peptidici [1].

Le proteine della famiglia STAT presentano sei domini conservati: dominio N-
terminale (che media la dimerizzazione delle proteine STAT anche in assenza di
fosforilazione), dominio coiled-coil (che permette il legame ad altri fattori di
trascrizione o co-attivatori e co-repressori ed € inoltre coinvolto nella
traslocazione nel nucleo grazie alla presenza di una sequenza di importazione
nucleare che viene riconosciuta dalle importine), dominio di legame al DNA (che
riconosce specificamente il motivo palindromo TTCN3.4GAA nella regione
promotoriale dei geni target e qui vi si lega), dominio linker (con funzione
strutturale per il legame al DNA e per la formazione del complesso di trascrizione),
dominio SH2 (che permette I'interazione con altro proteine fosforilate a livello di
residui di tirosina ed & indispensabile per la dimerizzazione) e il dominio C-
terminale (detto anche dominio transattivatore, importante per la capacita di
interazione con co-attivatori) [1, 2].

Oltre alla funzione canonica delle proteine STAT, ossia quella di attivare la
trascrizione a seguito della loro attivazione, recenti studi hanno portato alla luce
come queste proteine possano influenzare la trascrizione anche reprimendola e
non solo nella forma fosforilata ma anche nella forma non fosforilata. Inoltre, le
proteine STAT si e visto essere coinvolte anche in funzioni non nucleari e possono
svolgere diverse funzioni anche a livello mitocondriale, nel reticolo
endoplasmatico, nell’apparato di Golgi e nel citoplasma, sia nella forma fosforilata
che nella forma non fosforilata [1].

Le proteine STAT sono infine implicate in numerose patologie umane quali
I'immunodeficienza, malattie inflammatorie, alcune forme di cancro e disordini
della proliferazione cellulare. Ad esempio, in molti tipi di cancro e possibile
riscontrare una fosforilazione costitutiva della tirosina nelle proteine STAT come
risultato di mutazioni in elementi a monte della cascata di attivazione o a causa di
un rilascio eccessivo di regolatori extracellulari e questo determina una sovra-
espressione di quei geni normalmente attivati dal pathway canonico [1].

1.2. STAT3

STAT3 & una proteina di circa 800 residui amminoacidici e massa molecolare di
circa 92 kDa. Presenta un dominio transattivatore C-terminale contenente un
residuo di tirosina (Y705) e un residuo di serina (S727) fosforilabili. La
fosforilazione della tirosina da parte di chinasi a monte della via di segnale ne
determina I'attivazione, la dimerizzazione e traslocazione nel nucleo dove espleta



il suo ruolo canonico. Esistono tre diverse isoforme di STAT3: quella a lunghezza
completa a e due isoforme piu corte B e y che sono il risultato rispettivamente di
uno splicing alternativo e di un taglio proteolitico. STAT3a & principalmente
coinvolta nei processi di proliferazione cellulare e trasformazione, STAT3 regola
invece il differenziamento cellulare (e manca del sito di fosforilazione a livello della
serina) mentre STAT3y é stata riscontrata nei neutrofili e non presenta il dominio
transattivatore.

Il principale pathway di attivazione di STAT3 & quello che vede coinvolte le
proteine JAKs e la fosforilazione del residuo di tirosina 705. STAT3 nella forma non
fosforilata risiede nel citoplasma in uno stato inattivo. Una volta che regolatori
extracellulari come citochine o fattori di crescita vengono legati da loro specifici
recettori di membrana di cellule competenti, viene attivata la cascata di segnale
che vede coinvolti i domini tirosin-chinasici intrinseci dei recettori per fattori di
crescita e tirosin-chinasi non recettoriali associate ai recettori per le citochine
come le proteine JAKs. L’attivazione delle chinasi si traduce in modifiche
conformazionali dei recettori stessi che possono quindi legare le proteine STAT3
nella loro forma non fosforilata grazie ai domini SH2. A questo punto le chinasi
possono fosforilare un residuo di tirosina del dominio transattivatore e questa
fosforilazione permette la dimerizzazione delle proteine STAT3 e la loro
traslocazione nel nucleo dove possono promuovere la trascrizione di geni target.
Questi geni sono generalmente coinvolti in importanti processi cellulari quali la
proliferazione, la sopravvivenza, il differenziamento e una loro mal regolazione
puo determinare carcinogenesi. La defosforilazione ad opera di tirosin-fosfatasi
nucleari ne determina poi l'inattivazione e I'esportazione nel citoplasma [1, 2].
L'attivazione di STAT3 risulta essere finemente regolata a monte e una sua
attivazione costante & emerso contribuire alla proliferazione cellulare,
differenziamento e sopravvivenza cellulare e, di conseguenza, sono in corso studi
circa inibitori di questo pathway di segnalazione come terapie antitumorali. Infatti
un’attivazione non regolata e continuativa di STAT3 determina I'espressione
anomala di geni come ciclina DI e C-MYC la cui sovra-espressione determina
disfunzione del ciclo cellulare e proliferazione incontrollata. Oltre a questo,
I'attivazione di STAT3 favorisce angiogenesi tumorale [2].

La sovra-espressione o la fosforilazione costitutiva della tirosina 705 di STAT3 sono
state osservate in diversi tipi di cancro umano e supportano la trasformazione in
diverse linee cellulari e modelli animali. Insieme a STAT5, STAT3 tra le proteine
STAT é quella che & maggiormente associata alla progressione tumorale.

Tuttavia la fosforilazione della tirosina 705 non €& l'unica modifica post-
traduzionale (post-translational modification, PTM) a cui & soggetta questa
proteina. Altri residui amminoacidici possono infatti essere soggetti a
fosforilazione come la serina 727 e non solo. Per quanto riguarda il residuo di
serina 727, in passato si pensava che la funzione fosse limitata ad un aumento
dell’attivita nucleare di STAT3 ma recenti evidenze hanno dimostrato come questa
PTM sia alla base di ulteriori meccanismi d’azione di STAT3. La spettrometria di
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massa ha inoltre rilevato fosforilazioni anche in altri residui tirosinici o serinici del
dominio transattivatore ma non € ancora chiaro se queste vadano ad influenzare
I’attivita di STAT3. Alcuni residui amminoacidici di STAT3 del dominio N-terminale,
del dominio SH2 e del dominio transattivatore possono invece andare incontro ad
acetilazione ed alcuni studi hanno messo alla luce come queste modifiche
concorrano a determinare la traslocazione a livello nucleare ma anche
mitocondriale (in questo caso sembra che l'aggiunta di questa modificazione
contribuisca a mascherare la carica positiva di un residuo di lisina e questo possa
aiutare ad attraversare la membrana del mitocondrio carica negativamente) [3].

1.2.1. Fosforilazione della serina 727 di STAT3

L'importanza della via di segnalazione IL6/JAK/STAT3 & stata dimostrata
utilizzando modelli murini e linee cellulari mutanti per i recettori e chinasi di
guesta via o per STAT3 stessa. Tuttavia, la funzione canonica di STAT3 descritta
finora non & ben rappresentativa del complesso comportamento di questa
proteina. STAT3 puo infatti essere importata nel mitocondrio dove interagisce con
il DNA mitocondriale, con i complessi della catena di trasporto degli elettroni e con
il poro di transizione della permeabilita mitocondriale [4].

Il potenziale oncogenico di STAT3 e stato tradizionalmente associato alla sua
natura di fattore di trascrizione nucleare ma un pool di STAT3 in modo dipendente
dalla fosforilazione della serina 727 é stato dimostrato essere un requisito nei
tumori RAS mutati per la sua capacita di riprogrammare il metabolismo cellulare.
Le proteine RAS sono GTPasi trasduttori del segnale e comprendono tre proto-
oncogeni, KRAN, HRAS e NRAS, che se mutati diventano oncogeni capaci di portare
all'insorgenza di tumori. Le proteine RAS sono coinvolte nella modulazione di
diversi pathways di segnalazione intracellulari che controllano diverse funzioni
cellulari. Quando non regolate, inducono un’anormale proliferazione cellulare,
crescita, sopravvivenza, riarrangiamenti citoscheletrici, adesione, motilita e
differenziamento e cio determina l'insorgenza di forme maligne di tumore [5].
Mutazioni ai codoni 12, 13 e 61 bloccano RAS in uno stato attivo legante il GTP e
guesto pud quindi attivare diversi pathway come Raf-MEK-ERK, PI3K e Ral che
portano alla proliferazione, sopravvivenza cellulare ed angiogenesi.

Il pathway di fosforilazione del residuo di serina 727 non é stato tuttavia del tutto
chiarito. Sono infatti diverse le chinasi capaci di operare questa fosforilazione e
I'attivazione di una piuttosto che di un’altra dipende dallo stimolo extracellulare.
Il pathway MEK-ERK sembra essere quello piu comunemente coinvolto nelle
trasformazioni con RAS mutato ma la possibilita di riscontrare questa PTM anche
guando questo pathway non é attivo suggerisce la possibilita del coinvolgimento
di altre chinasi [6].

1.2.2. Funzioni mitocondriali di STAT3

STAT3 quindi puo essere riscontrata in diversi compartimenti cellulari tra cui i
mitocondri e proprio sulla funzione del pool mitocondriale si stanno focalizzando
molti progetti di ricerca. La presenza di STAT3 nel mitocondrio & stata in particolar
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modo evidenziata a livello della membrana interna e della matrice mitocondriale.
L'importazione attraverso la membrana esterna sembra avvenire grazie
all'interazione con i recettori TOM70 piuttosto che TOM20 in quanto, nonostante
STAT3 sia in grado di interagire con quest’ultimo recettore, la delezione dei 134
amminoacidi dell’N-terminale non va ad influenzare |'efficienza di importazione. Il
fatto che STAT3 sia riscontrabile a livello di membrana interna e di matrice
mitocondriale suggerisce anche l'interazione con il complesso TIM ma non e
ancora stato chiarito il meccanismo con cui questo avvenga. L'importazione al
mitocondrio € emersa essere dipendente dalla fosforilazione del residuo di serina
727 in vitro anche se esperimenti su modelli murini deficitari per questa PTM non
mostravano deficit per l'importazione al mitocondrio. Questa apparente
contraddizione é stata spiegata assumendo che la fosforilazione vada ad influire
sulla cinetica del trasporto in vitro e una mancanza di questa PTM non andrebbe
invece a modificare il pool di STAT3 residente nel mitocondrio in vivo [4].

Le funzioni mitocondriali di STAT3 sono tutt’ora oggetto di studio ma sono
ascrivibili alla sua capacita di regolare I'espressione di geni mitocondriali agendo
in particolar modo sul D-loop, di interagire con i complessi della catena di trasporto
degli elettroni (electron trasport chain, ETC) e con il poro di transizione della
permeabilita mitocondriale (mitochondrial permeability transition pore, mPTP)
[4].

Per quanto riguarda l'interazione con il mPTP & emerso come STAT3 agisca da
repressore per I'apertura del poro e questo puo essere correlato con la morte
cellulare ritardata in diversi tipi di cancro [4].

Per quanto riguarda l'interazione con i complessi della ETC, STAT3 influenza
I'attivita dei complessi |, II, lll, IV e V potenziandone I'attivita. STAT3 e inoltre
responsabile di un cambiamento del metabolismo cellulare descritto effetto
Warburg. Si & dimostrato come le cellule tumorali prediligano la produzione di ATP
attraverso la glicolisi che risulta essere meno efficiente ma che prevede la sintesi
di molecole necessarie per una rapida proliferazione. Questa riprogrammazione
del metabolismo cellulare & pero da attribuire all’attivita nucleare di STAT3 grazie
alla promozione dell’espressione del fattore di trascrizione HIFa. Al contrario
invece nei tumori RAS-mutati pS727-STAT3 agisce a livello mitocondriale
aumentando I'attivita della ETC. Questo aumento di attivita della ETC sembra
essere poi correlato con I'aumento della concentrazione di ROS. Cio d’altro canto
spiega come la forma mitocondriale di STAT3 vada a influenzare il macchinario di
sintesi del glutatione la cui sintesi in questi casi viene appunto aumentata per
bilanciare 'aumento di ROS [4].

1.2.3. STAT3 e l'inflammazione durante la carcinogenesi

La maggior parte dei tumori, se non tutti, sono caratterizzati dalla presenza di
cellule del sistema immunitario e cellule coinvolte nei processi infiammatori.
L'inflammazione & coinvolta in diversi stadi della carcinogenesi ed e considerabile
il settimo marcatore del cancro. L'infiammazione, in alcuni casi, sembra andare ad




ostacolare la crescita del tumore ma nella maggior parte dei casi sembra invece
promuoverla. Durante le prime fasi di carcinogenesi, un microambiente
inflammatorio sembra promuovere la proliferazione cellulare. Le cellule tumorali
agiscono andando a modificare il proprio repertorio di antigeni con il fine di una
minore immunogenicita ed inoltre modificano il microambiente tumorale affinché
diventi immunosoppressivo. Topi knock-out hanno mostrato come NF-kB e STAT3
siano regolatori chiave dell'inflammazione associata al cancro. L’attivazione
costitutiva di NF-kB e infatti riscontrabile in diversi tipi di cancro e controlla geni
coinvolti nella proliferazione, invasione, angiogenesi e nel processo di
metastatizzazione. Recenti studi hanno inoltre evidenziato come STAT3 sia
coinvolta nel mantenimento di un ambiente pro-tumorale durante Ia
carcinogenesi andando a sopprimere la risposta immunitaria antitumorale e
promuovendo I'espansione di linfociti T regolatori [7].

2. Materiali e metodi

2.1. Modelli murini e linee cellulari

Gli esperimenti del lavoro trattato sono stati condotti sia su modelli murini sia su
linee cellulari umane. Topi Stat®*/5A (portatori di una mutazione in omozigosi tale
per cui risultano deficitari per la fosforilazione della serina 727 di STAT3 in quanto
guesto allele presenta la sostituzione della serina con un’alanina non fosforilabile)
e Stat3/* (eterozigoti per il knock out di STAT3 funzionante) sono stati
opportunamente incrociati con topi Kras®?® per ottenere doppi mutanti i quali
sono stati soggetti di studio attraverso il confronto con i parentali Kras®'?® e con
topi wild type. ’attivazione dell’oncogene KRAS nei topi Kras®?®, Kras®!?P:
Stat>*A e Kras®12D:Stat37/* & stata eseguita a sei settimane di vita tramite
somministrazione intranasale di Cre-ricombinasi adenovirale. | topi sono stati
cresciuti in condizioni prive di patogeni e sono stati abbattuti a sei o dodici
settimane dall’attivazione di KRAS.

Per quanto riguarda le linee cellulari, sono state impiegate la linea A549 e la linea
NCI-H1299, due linee cellulari di adenocarcinoma polmonare (lung
adenocarcinoma, LAC) umano rese knock-out per I'esone 3 del gene STAT3 tramite
editing genomico mirato operato con il sistema CRISPR/Cas9. Oltre alle linee di
controllo (CTL) esprimenti STAT3 endogeno e le linee cellulari knock-out per STAT3
(STAT3-KO), attraverso trasduzione con lentivirus si sono ottenute le linee STAT3-
SA (esprimenti una forma di STAT3 difettiva per la fosforilazione del residuo di
serina 727 in quanto sostituita con un’alanina non fosforilabile), STAT3-YF
(difettiva per la fosforilazione del residuo di tirosina 705), STAT3-SA/YF (difettiva
per la fosforilazione sia del residuo di tirosina 705 sia del residuo di serina 727),
STAT3-WT (esprimenti la forma wild type di STAT3) e STAT3-MTS (esprimenti una
forma di STAT3 con sequenza di importazione al mitocondrio).

2.2. Immunoistochimica

L'immunoistochimica permette di andare a visualizzare in un preparato istologico
la presenza di una proteina di interesse grazie all'impiego di un anticorpo. La
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marcatura puo essere diretta o indiretta a seconda se l'anticorpo ad essere
marcato sia quello primario o quello secondario. Tali anticorpi possono essere
coniugati ad un fluoroforo, ed in questo caso si parla di immunofluorescenza,
oppure ad un enzima che, se incubato con apposito substrato, fa precipitare in situ
un prodotto cromogeno.

2.3. Western Blot

I Wester-Blot & una tecnica che permette di riconoscere una banda
corrispondente ad una proteina di interesse su una membrana, all’interno di un
pattern di bande ottenuto mediante separazione elettroforetica, grazie ad un
anticorpo marcato rivolto verso la proteina di interesse. E utile per verificare la
presenza in un lisato proteico della proteina target oppure, grazie all’utilizzo di
software informatici che confrontino l'intensita delle bande, per confrontare livelli
di espressione della proteina in condizioni diverse. Oltre al Western-Blot gli autori
utilizzano anche un’altra metodica, I'Oxyblot, che prevede I'utilizzo di un anticorpo
che non vada a riconoscere specificamente una proteina ma che riconosca le
proteine ossidate dai ROS dopo una reazione di derivatizzazione che prevede la
sostituzione dei gruppi carbonile introdotti dai ROS con 2,4-dinitrofenilidrazina
che viene riconosciuta dall’anticorpo marcato.

2.4. Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR)

La qRT-PCR permette di andare a determinare i valori di espressione assoluta o
relativa dei trascritti (precedentemente retrotrascritti a cDNA) grazie alla
rilevazione della fluorescenza ad ogni ciclo di amplificazione. Per ogni reazione
viene registrato il ciclo soglia ovvero quel ciclo a cui la fluorescenza diventa
rilevabile. Trascritti piu abbondanti raggiungeranno questo valore in meno cicli. Il
confronto dei cicli soglia permette di stabilire i rapporti di espressione relativi tra
geni diversi o tra lo stesso gene in condizioni diverse e grazie ad un modello
matematico e possibile determinare questo rapporto di espressione normalizzato
per un gene reference ovvero un gene la cui espressione si assume essere costante

[8].

2.5. Saggio di crescita di colonie su agar

Questo saggio ¢ finalizzato a valutare la capacita di cellule tumorali di crescere e
formare colonie. Le cellule tumorali possono crescere non adese alla matrice e
guesto saggio permette di valutare il tasso di proliferazione relativo andando a
confrontare il numero di colonie formatesi su una piastra di agar+medium di
crescita cellulare a parita di cellule seminate. Nel lavoro in esame sono stati
utilizzati anche altri test per valutare la capacita proliferativa. Il saggio del cristal-
violetto va a stimare il tasso proliferativo confrontando le diverse quantita di
colorante trattenute dalle cellule dei vari campioni e che si assumono essere vitali.
Il saggio dell’ATP invece stima questo tasso andando a confrontare le diverse
quantita di ATP dei diversi campioni; in questo caso la concentrazione di ATP viene




determinata attraverso una reazione chemio-luminescente catalizzata dalla
luciferasi.

2.6. Saggio TUNEL

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) € un saggio
che permette di identificare e quantificare le cellule apoptotiche tramite
I'etichettatura fluorescente delle estremita 3’ generatesi durante Ia
frammentazione del DNA ad opera delle DNasi attivate da caspasi (caspase-
activated DNase, CAD) come risultato dell’attivazione del pathway di morte
cellulare programmata. Il tessuto in analisi deve essere fissato, ad esempio in
formaldeide, e permeabilizzato. Quindi vengono aggiunti |'enzima
deossinucleotidil-transferasi terminale, o TdT, e la deossiuridina trifosfato, o
dUTP, etichettata con un fluoroforo. Una volta aggiunti i reagenti, i dUTP
fluorescenti vengono attaccati alle estremita 3’ del DNA frammentato nelle cellule
apoptotiche grazie all’enzima catalizzatore TdT. Quindi attraverso un’analisi della
fluorescenza e possibile identificare e quantificare le cellule apoptotiche.

2.7. Seahorse assay

Il Seahorse & un saggio che permette di valutare I'attivita metabolica di cellule vive.
La respirazione viene monitorata tramite I'indice OCR (oxygen consumption rate)
mentre la glicolisi tramite I’acidificazione extracellulare (extracellular acidification
rate, ECAR). In entrambi i casi quello che si fa € misurare questi indici nelle
condizioni basali e poi come cambiano quando sono aggiunti specifici inibitori dei
protagonisti di queste due vie metaboliche. Nel caso della respirazione, per prima
si aggiunge I'oligomicina (che inibisce il complesso V della catena respiratoria), poi
FCCP (carbonyl cyanide-p-trifluoromethox-yphenyl-hydrazon, un disaccoppiante
del flusso protonico che quindi fa aumentare I'attivita dei complessi della catena
respiratoria e quindi anche il consumo di ossigeno) ed infine rotenone e antimicina
(che inibiscono i complessi lll e | e di fatto si blocca completamente la respirazione
per ottenere il valore di consumo di ossigeno non derivato dalla respirazione
mitocondriale). Nel caso della glicolisi, come prima cosa si fornisce solo glucosio
nel medium per misurare il consumo basale, poi si aggiunge oligomicina (che
inibendo il complesso V della catena respiratoria dovrebbe aumentare di molto il
consumo di glucosio) ed infine 2-deossi-D-glucosio (che blocca completamente la
glicolisi).

Per andare a valutare ulteriormente cambiamenti nel metabolismo cellulare, gli
autori hanno anche eseguito il saggio del lattato che ha permesso loro di andare a
determinare la quantita di lattato attraverso una reazione colorimetrica ed una
lettura allo spettrofotometro.

2.8. Immunoprecipitazione della cromatina (ChIP)

Si tratta di una tecnica in vivo utilizzata per saggiare l'interazione tra proteine e
DNA. Prevede un primo step di cross-linking con formaldeide per stabilizzare le
interazioni DNA-proteina. Quindi si estrae e si frammenta la cromatina. A questo




punto si esegue una immunoprecipitazione: si aggiunge I'anticorpo specifico per
la proteina di interesse e, attraverso delle beads rivestite di proteine che leghino
la porzione costante di questo anticorpo, si recuperano i frammenti di cromatina
legati dalla proteina di cui si sta saggiando I'interazione. Quindi, vengono rotti i
legami DNA-proteina e si degradano le proteine o si separa il DNA dalle proteine
attraverso un’estrazione fenolo-cloroformio. A questo punto si € ottenuto un
arricchimento di frammenti di DNA legati dalla proteina. Se I'obiettivo & verificare
se la proteina interagisce con una regione di DNA d’interesse si puo verificare la
presenza di questa sequenza nell’arricchimento con tecniche quali gRT-PCR o
microarray, altrimenti & possibile eseguire un sequenziamento per identificare
tutte le sequenze che sono state immunoprecipitate e dal loro confronto e
possibile ottenere la sequenza consenso legata dalla proteina.

3. Risultati

3.1. Espressione costitutiva di pSTAT3

Dall’analisi istochimica di sezioni polmonari di un gruppo di soggetti affetti da LAC,
diviso in due sottogruppi a seconda che presentassero o meno mutazione di KRAS,
sono emersi risultati contrastanti per quanto riguarda il numero di cellule positive
per la presenza di pS727-STAT3 e di pY70s-STAT3 rispetto ad individui di controllo
ovvero soggetti non affetti da LAC. Infatti, non € emersa alcuna differenza
statisticamente significativa nel numero di cellule positive per pS727-STAT3 tra i
soggetti di controllo ed i soggetti affetti da LAC, sia che presentassero KRAS
mutato che KRAS nella forma wild type (Fig.1). Queste sono risultate essere
distribuite sia nelle cellule epiteliali sia in quelle immunitarie con intensita
maggiore in quelle epiteliali (Fig.1). Per quanto riguarda invece pY705-STATS3, il
numero di cellule positive in questo caso € emerso essere maggiore nei soggetti
affetti da LAC con KRAS mutato (Fig.1). Inoltre, & emerso come nelle cellule
epiteliali la localizzazione, sia per quanto riguarda pS727-STAT3 sia pY705-STAT3,
risulti principalmente nucleare mentre nelle cellule immunitarie questa sia anche
citosolica.
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Figura 1. (a) Quantificazione delle cellule positive per pS727-STAT3 nei soggetti di controllo e soggetti affetti da LAC. (b)
Intensita della colorazione delle cellule positive per pS727-STAT3. (c) Quantificazione delle cellule positive per pY7s-STAT3
nello stesso gruppo di individui.

Analogamente e stata quindi eseguita un’analisi istochimica delle sezioni
polmonari di modelli murini in cui si & indotto il fenotipo ‘sviluppo di LAC
attraverso I'attivazione dell’allele Kras®'?® grazie alla somministrazione
intranasale di Cre-ricombinasi virale. Dal confronto tra parenchima non
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presentanti LAC, siano essi di topi aventi genotipo KrasWT che Kras®'?®, non sono
emerse differenze statisticamente significative nel numero di cellule positive per
pS727-STAT3 e la colorazione e risultata essere sia nucleare sia citoplasmatica con
intensita maggiore nei topi Kras®*?° rispetto ai topi KrasW'. Dal confronto tra gli
stessi campioni, I'analisi per le cellule positive per pY705-STAT3 ha invece fatto
emergere un numero maggiore di cellule positive nel parenchima dei topi Kras®*?P.
In pil, confrontando il numero di cellule tumorali positive per I'espressione di
PY705-STAT3 e pS727-STAT3, non €& emersa alcuna differenza statisticamente
significativa nei topi Kras®'?P (Fig. 2).
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Figura 2. (a) Quantificazione delle cellule positive per pS727-STAT3 e per pY7s-STAT3 nel parenchima polmonare dei topi
Kras"T e Kras®*?°. (b) Fotomicrografia delle lesioni nelle sezioni polmonari di topi Kras®?° colorate con anticorpi contro per
pS727-STAT3 e pY70s-STAT3. (c) Quantificazione delle cellule positive per pS727-STAT3 e per pY7s-STAT3 nelle lesioni dei topi
Kras®12P,

L’espressione di pS7,7-STAT3 quindi risulta essere principalmente nucleare sia
nelle cellule degli epiteli non affetti sia delle lesioni mentre pY705-STAT3, espresso
anche questo principalmente a livello nucleare, risulta essere sovra-espresso solo

nelle lesioni con mutazione di Kras.

3.2. Inibizione del fenotipo LAC come conseguenza dell’assenza della
fosforilazione della serina di STAT3

Per verificare se pS727-STAT3 fosse in qualche modo coinvolta nello sviluppo di LAC
in seguito all’attivazione dell’oncogene KRAS, € stato confrontato il fenotipo
‘sviluppo di LAC’ nei topi Kras®?° rispetto ai topi Kras®'?P: Stat5*/*A. |’assenza di
pS727-STAT3 e stata verificata utilizzando un immunoblot e sono stati verificati
livelli inalterati di pY-70s-STAT3 nei polmoni dei topi Kras®!2P: StatS*/sA rispetto ai
parentali Kras®*?P (Fig.3). In entrambi i casi I'attivazione dell’oncogene Kras &
avvenuta previa somministrazione intranasale di Cre-ricombinasi adenovirale e
guello che si é fatto € stato valutare il fenotipo sviluppato a sei e dodici settimane
da questa attivazione. Cio che & emerso dalle valutazioni istopatologiche dalle
sezioni dei polmoni dei due modelli a sei settimane ¢ stata una riduzione di circa
2.5 volte del tessuto tumorale nei topi Kras®12P: StatS*/sA rispetto ai topi Kras®!2°,
con un numero inferiore di lesioni tra cui piccole e diffuse AAH (iperplasia
adenomatosa atipica) e rari adenocarcinomi. In accordo con la soppressione del
fenotipo LAC nei topi Kras®12P: StatS*/*A, si & osservata inoltre una significativa
riduzione del numero di cellule epiteliali alveolari di tipo Il positive alla colorazione
per TTF-1, un indicatore di LAC, rispetto ai parentali Kras®'?® (Fig.3). | risultati
raccolti a 12 settimane dall’attivazione di KRAS sono risultati essere in linea con i
precedenti: nei topi Kras®2P: Stat*/sA si sono riscontrate lesioni principalmente
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limitate agli stadi iniziali di AAH; al contrario, il 100% delle lesioni nei topi Kras®'2P
erano invece evolute in LAC. Nonostante studi precedenti avessero riscontrato
differenze significative nello sviluppo di questo fenotipo tra i due sessi in
condizioni simili, i dati raccolti in questo caso non hanno evidenziano discrepanze
tra maschi e femmine. Quindi si puo concludere che ilivelli di pY70s-STAT3 risultano
inalterati nonostante I'assenza della fosforilazione della serina e che la
fosforilazione della serina 727 & un elemento chiave nel ruolo pro-oncogeno di
STAT3 nell’induzione della carcinogenesi tumorale con KRAS-mutato.
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Figura 3. (a) Immunoblot dei lisati proteici da tessuto polmonare di topi Kras®'2P: Stat*sA e Kras®'?°, (b) Fotomicrografia di
sezioni polmonari di topi Kras®2P: Stat¥*A e Kras®!?® colorate con ematossilina ed eosina. (c) Quantificazione della
percentuale di parenchima polmonare presentante AAH e lesioni adenocarcinose e (d) numero di lesioni presenti nell’intero
polmone dei topi Kras®12P: Stats*/s* e Kras®!?°. (e) Fotomicrografia delle sezioni polmonari dei topi Kras®?°: Stats**A e Kras®12?
colorate per TTF-1. (f) Quantificazione delle cellule positive per TTF-1 nelle lesioni polmonari e (g) percentuale di colorazione
nelle aree tumorali.

3.3. pS727-STAT3 induce proliferazione delle cellule polmonari in LAC KRAS mutato
Riscontrata quindi questa soppressione del fenotipo LAC negli organismi mutati
per non esprimere pS727-STAT3 e poiché precedenti studi avevano associato pS727-
STAT3 ad un aumento della proliferazione cellulare, & stata eseguita un’analisi
immunoistochimica sui tessuti polmonari dei topi Kras®'2P: StatS*/>* e Kras®!2° per
valutare il numero di cellule positive per la presenza di PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), una proteina ausiliaria della DNA polimerasi 6 in grado di
aumentarne la processivita e che viene considerata un marker proliferativo.
Quello che e emerso & stata una riduzione di circa 2.5 volte del numero di cellule
positive per PCNA nel parenchima polmonare sia con lesioni sia privo di lesioni dei
topi Kras®'?P: StatSSA, Questa osservazione, in linea con i risultati
precedentemente ottenuti, € rafforzata dalla diminuita espressione nei polmoni
di topi Kras®12P: StatS*/sA di regolatori della proliferazione cellulare, ad esempio il
fattore di trascrizione Myc, evidenziata da altri studi.
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Figura 4. (a) Fotomicrografia delle sezioni polmonari dei topi Kras®1?P: Stat**/*A e Kras®!?°colorate con anticorpi contro PCNA.
(b) Quantificazione delle cellule positive per PCNA per campo visivo e (c) percentuale di colorazione nelle aree tumorali. (d)
Fotomicrografia del parenchima polmonare privo di lesioni di topi Kras®12P: Stat**/** e Kras®!2° colorato con anticorpi contro
PCNA. (e) Quantificazione delle cellule positive per PCNA nel parenchima polmonare privo di lesioni dei topi Kras®!2°: Stats/*A
e Kras®'?°, (f) Analisi di gqRT-PCR per I'espressione di geni coinvolti nella proliferazione cellulare.

Raccolti questi dati per quanto riguarda il modello topo, rimaneva la questione se
lo stesso avvenisse anche in uomo. Per rispondere a questa domanda sono state
utilizzate due linee cellulari di LAC umane, A549 e NCI-H1299, ingegnerizzate come
precedentemente descritto. Il potenziale di crescita & quindi stato saggiato
attraverso il saggio di formazione di colonie su soft agar, saggio del cristal-violetto
e saggio dell’ATP. Quello che € emerso ¢ stato che le cellule STAT-KO mostravano
un numero significativamente ridotto di colonie formate, una ridotta
proliferazione ed una ridotta vitalita rispetto al controllo esprimente STAT3
endogeno (CTL) o cellule trasdotte con STAT3-WT o STAT3-YP. Un fenotipo del
tutto simile a quello delle cellule STAT3-KO caratterizza le cellule esprimenti
STAT3-SA e STAT3-SA/YF. Al contrario invece la crescita delle cellule trasdotte con
STAT3-MTS e risultata essere paragonabile a quella delle cellule esprimenti STAT3-
WT o STAT3-YP. Questi dati, dunque, confermano il coinvolgimento di pS727-STAT3
nel determinare il potenziale proliferativo della cellula e il ripristino di un’attivita
proliferativa comparabile al CTL o alle cellule esprimenti STAT3-WT nelle cellule
esprimenti STAT3-MTS suggerisce come la forma mitocondriale di STAT3 sia
sufficiente per determinare il potenziale proliferativo in questo tipo di cellule.
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Figura 5. Grafici raffiguranti i dati ottenuti con il saggio di crescita di colonie su soft agar (a) e con il saggio del cristal-
violetto per la proliferazione cellulare (b) eseguiti sulle linee cellulari A549.

E stato poi eseguito il saggio TUNEL sui modelli murini per vedere se fosse
riscontrabile una differenza nel numero di apoptosi tra i topi Kras®!2P: StatsAe
topi Kras®?®, Sorprendentemente la quantita di apoptosi € risultata minima e
comparabile tra i due genotipi. Inoltre, nonostante sia noto che KRAS scateni una
risposta infilammatoria nei polmoni, il numero di cellule del sistema immunitario
nei polmoni € comparabile tra i due genotipi. Perdipiu, la soppressione della
tumorigenesi polmonare nei topi Kras®'2P: Stat*SA risulta essere indipendente
dall’espressione di numerosi geni inflammatori.

3.4. pS7,7-STAT3 contribuisce alla riprogrammazione del metabolismo in LAC KRAS
mutato

La carcinogenesi indotta da KRAS & associata con una mal regolazione delle
funzioni mitocondriali. La colorazione istochimica con il marcatore della funzione
mitocondriale TOM?20, indica elevati livelli di intensita di colorazione nei polmoni
di pazienti con mutazione in KRAS rispetto ai pazienti con KRAS WT. Dal momento
in cui un metabolismo mitocondriale non regolato e lo stress ossidativo
conferiscono un vantaggio alle cellule tumorali e poiché pS727-STAT3 € coinvolta
nella regolazione della fosforilazione ossidativa mitocondriale e quindi nella
produzione di ROS, si & andati a studiare se pS7,7-STAT3 modulasse lo stress
ossidativo in LAC indotto da mutazione in KRAS. L’analisi tramite Oxyblot ha
mostrato maggiori livelli di ROS nei lisati polmonari da topi portatori di tumore con
Kras mutato rispetto a controlli sani con Kras wild type e che questi alti valori
diminuivano significativamente nei topi Kras®'2P: Stat**/sA, In accordo con il fatto
che I'aumento della glicolisi aerobica e I'associato metabolismo del glucosio in
lattato sono una caratteristica delle cellule tumorali nota con I'effetto Warburg,
elevati livelli di produzione di lattato vengono significativamente ridotti nei tumori
polmonari dei topi Kras®'2P: Stats*/A e questi ultimi sono comparabili a quelli
misurati in individui non affetti da tumore e con Kras wild type.

Si & poi andati a vedere se un comportamento simile fosse anche riscontrabile in
linee cellulari umane (A549). Cio che & emerso e che i livelli di lattato nel
surnatante delle cellule STAT3-SA ¢ significativamente minore rispetto a quello dei
controlli o delle cellule STAT3-WT e simile a quello delle cellule STAT3-KO. In piU i
livelli di lattato riscontrabili nelle cellule STAT3-MTS sono significativamente
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maggiori rispetto a quelli sia STAT3-SA sia STAT3-KO e raggiungono quasi quelli
registrati in CTL e STAT3-WT.

E stato poi eseguito il saggio Seahorse sulle stesse cellule per misurare I'Oxygen
consumption rate (OCR) e I'acidificazione extracellulare (ECAR) che sono indicatori
rispettivamente della respirazione mitocondriale e della glicolisi. Cid che & emerso
e che nelle cellule che esprimono STAT3-SA, in modo simile alle cellule STAT3-KO,
sia OCR sia ECAR risultano essere ridotti rispetto alle cellule di controllo, a quelle
trasdotte con STAT3-MTS e, come ulteriore controllo, a quelle trasdotte con
STAT3-YP. Questi dati suggeriscono quindi in LAC umano KRAS mutato pSrz7-
STAT3 probabilmente sia coinvolta nella regolazione del metabolismo
mitocondriale.
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Figura 6. (a) Livelli di carbossilazione delle proteine determinati tramite Oxyblot dei lisati proteici polmonari di topi Kras®?°:
Stats*A, Kras®?Pe Kras"e (b) quantificazione dell’intensita delle bande dell’Oxyblot normalizzati rispetto all’actina. Saggio
del lattato eseguito sui lisati polmonari (c) e selle linee cellulari A549 (d). (e) OCR e ECAR misurati con il kit Seahorse sulle
linee cellulari A549.

3.5. pS727-STAT3 aumenta la trascrizione di geni nucleari regolatori delle funzioni
mitocondriali e del metabolismo energetico in LAC indotto dall’'oncogene KRAS

Si sono quindi analizzate le basi molecolari della disregolazione del metabolismo
mitocondriale in LAC-KRAS mutato sia in vitro sia in vivo. L'espressione di geni
mitocondriali per componenti chiave dei complessi enzimatici della fosforilazione
ossidativa (MT-ND1 e MT-ATP6) risulta significativamente ridotta sia nei topi
Kras®12P: StatS*/sA rispetto ai topi Kras®!2P, sia nelle cellule A549 STAT3-SA rispetto
a CTL o STAT3-WT. Poiché e stato dimostrato che il target genetico di TFAM
(master mitochondrial transcriptional regular) va a sopprimere la tumorigenesi
polmonare indotta da Kras®'?P, si & considerata la possibilita che pS727-STAT3 possa
in qualche modo influenzare la capacita trascrizionale a livello mitocondriale di
TFAM. Attraverso gRT-PCR e Western-blot, si & vista un’importante riduzione del
livello di mRNA e di proteina espressa di TFAM nei topi Kras®12: StatS*/sA rispetto
ai topi Kras®*?P. Anche nelle cellule A549 STAT3-SA si & vista una riduzione dei livelli
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di mRNA di TFAM paragonabile a quella riscontrata nelle cellule STAT3-KO. La
soppressione di TFAM, un gene nucleare, sia nei topi sia nelle cellule LAC umane &
simile alla riduzione di geni nucleari regolati da STAT3, SOCS3, HIFIA e MYC
(quest’ultimo un regolatore chiave del metabolismo e della glicolisi in cellule
tumorali). La necessita della localizzazione nucleare di STAT3 per I'induzione di
guesti geni & confermata dal fatto che i livelli di espressione di SOCS3, HIF1A, MYC
e TFAM sono significativamente ridotti nelle cellule A549 STAT3-MTS rispetto a
CTL e STAT3-WT.

Per investigare se TFAM sia un target diretto dell’attivita trascrizionale di STAT3 &
stata eseguita una ChlIP in vivo nei polmoni di topi Kras®!2°: Stat*/SAe Kras®12P, Per
controllare di eseguire una precipitazione di un equivalente pool di STAT3 attiva
tra i due genotipi, sono stati impiegati anticorpi contro pY-STAT3 che hanno
mostrato livelli simili di espressione nei polmoni di topi Kras®!?P: StatS~A e
Kras®'?®. Quello che & emerso & che STAT3 veniva reclutata da una putativa
sequenza consenso TTCCc/gGGAA nel promotore endogeno di Tfam con affinita
comparabile tra Kras®2P: Stat*/sA e Kras®?P, Risultato analogo circa la sequenza
di legame a livello promotoriale per STAT3 & emerso anche per i geni regolati da
STAT3, Hifla, Myc e Socs3. Questo suggerisce che il reclutamento di STAT3 in
queste regioni promotoriali sia indipendente dalla fosforilazione della serina e
quindi per spiegare la differenza di espressione tra i genotipi Kras®!2°: Stat5A/sA e
Kras®1?P, ci si & focalizzati sulla possibilita che la mancanza della fosforilazione della
serina potesse impattare a livello di inizio della trascrizione o dell’elongazione da
parte dell’RNA polimerasi Il. E stata quindi eseguita una ChIP in vivo nei polmoni
dei topi Kras®2P: Stat5*/*A e Kras®'?® con anticorpi contro la fosforilazione della

serina 5 e 2 del dominio C-terminale del’lRNA pol. Il che sono associate
rispettivamente all’inizio della trascrizione ed all’elongazione. E emerso un
accumulo di pSer5 Pol Il nei promotori attivi di Tfam, Hifla e Myc

significativamente minore nei tessuti polmonari di topi Kras®'2P: Stat*/SArispetto
ai topi Kras®?P. Al contrario i livelli di pSer2 RNA Pol Il legata a questi geni sono
comparabili tra i due genotipi. Stessi risultati sono stati ottenuti per TFAM e MYC
nelle cellule LAC A549 che esprimono STAT3-SA rispetto STAT3-WT. Questo
suggerisce un’attivita di pS727-STAT3 nella regolazione dell’espressione di geni
nucleari importanti per le funzioni mitocondriali e per il metabolismo in LAC
principalmente potenziando I'inizio della trascrizione da parte dell’lRNA Pol. Il ma
non I'elongazione.

3.6. Eterozigosi per I'espressione di STAT3 in topi Kras®?® mostra un fenotipo
sovrapponibile a quello del genotipo Kras®2P: StatsA/sA,

Per verificare i risultati precedentemente descritti, si &€ proceduto con I'analizzare
il fenotipo di topi Kras®?° con un background eterozigote per la presenza di una
forma di STAT3 funzionante (Kras®2P:Stat37*) in modo da ottenere informazioni
anche circa le conseguenze di un pool di STAT3 ridotto del 50% rispetto alla
condizione selvatica. Come i topi Kras®2P: StatS*/sA anche i topi Kras®!?°:Stat37/*
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mostrano una soppressione del fenotipo LAC con riduzione del numero di cellule
positive per TTF-1 e PCNA nei polmoni e riduzione dell’espressione dei geni Tfam,
Hifla e Myc. Dunque, la mancanza della fosforilazione della serina porta ad un
miglioramento del fenotipo LAC, sia nei topi i topi Kras®'2P: Stats*/*A sia nei topi
Kras®12°:Stat37*; considerando che un deficit nel livello di pY-STAT3 & presente
solo nel genotipo Kras®12P:Stat37*, & ragionevole supporre che la fosforilazione
della serina 727 di STAT3 espleti la sua azione oncogena potenziando I'induzione
di LAC in un background KRAS mutato.

4. Discussione e conclusione finale

Obiettivo del lavoro di Alhayyani et al. [2021] era quello di valutare il diverso
sviluppo dell’adenocarcinoma polmonare in modelli murini in funzione del diverso
background genetico. Quello che € emerso e che la fosforilazione della serina 727
di STAT3 risulta essere condizione necessaria per lo sviluppo di un fenotipo
tumorale indotto dall’oncogene KRAS. Il fatto che nelle linee cellulari di LAC umano
la forma mitocondriale sia in grado di ripristinare lo stesso potenziale proliferativo
delle cellule rispetto a quelle esprimenti STAT3-WT o le cellule di controllo
suggerisce la possibilita che sia il pool mitocondriale di STAT3 a supportare la
trasformazione indotta da KRAS. Per chiarire questo aspetto e per poter verificare
queste deduzioni in un sistema in vivo, potrebbe essere utile verificare
quest’ipotesi utilizzando un modello murino Kras®!2°: StatS/sA opportunamente
ingegnerizzato per esprimere anche un costrutto esogeno codificante per una
forma mitocondriale di STAT3, posto possibilmente sotto il controllo di un
promotore tessuto specifico in modo che questo costrutto esogeno venga
espresso solo a livello polmonare, andando quindi ad evitare possibili alterazioni
al difuori dei polmoni. L'integrazione nel genoma di topo puo essere fatta avvenire
in modo efficiente attraverso l'iniezione di DNA esogeno nei pronuclei allo stadio
di zigote; questa tecnica permette |'integrazione casuale e stabile del materiale
genetico iniettato nel genoma del topo [9]. Se infatti, a seguito dell’attivazione del
gene Kras tramite somministrazione intranasale di Cre-ricombinasi, questi topi
dovessero sviluppare il fenotipo sviluppo tumorale in modo analogo ad un
controllo Kras®?®, allora si potrebbe affermare che il pool mitocondriale
fosforilabile a livello della serina 727 sia sufficiente a supportare la trasformazione
indotta dall’oncogene KRAS. Al contrario, se si dovesse riscontrare la stessa
soppressione del fenotipo tumorale riscontrata nei topi Kras®!2°: Stat**SA allora la
funzione di supporto alla trasformazione indotta da KRAS non sarebbe attribuibile
al pool mitocondriale ma solo alla presenza di una forma di STAT3 fosforilabile a
livello della serina 727 che quindi agirebbe anche al di fuori del mitocondrio,
probabilmente a livello nucleare dove potrebbe andare ad influenzare la
trascrizione di alcuni geni. Se questa seconda ipotesi dovesse risultare vera, si
potrebbero valutare le differenze di espressione di putativi geni target attraverso
analisi quali qRT-PCR, microarray e RNA seq. Tuttavia, i risultati presentati in
questo lavoro ottenuti dalle linee cellulari di LAC umano farebbero protendere piu
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per la prima opzione anche se non & possibile escludere la seconda opzione a priori
perché non & detto che in vitro si ottengano gli stessi risultati ottenibili in vivo;
inoltre non & detto che si ottengano gli stessi risultati in organismi che, seppur
molto simili, presentano comunque differenze.

Gli autori nel loro lavoro hanno utilizzato piu volte I'immunoistochimica per
determinare il numero di cellule positive a diversi marcatori/proteine in un HPF
(high power field). Per confermare tali risultati si sarebbero potute eseguire anche
delle gRT-PCR o dei Western Blot per valutare i diversi livelli di espressione di
gueste proteine tra i diversi genotipi in modo da avere anche una differenza in
termini quantitativi a parita di massa di tessuto di partenza. Inoltre, per una piu
precisa stima del numero di cellule positive per un dato marcatore o comunque
per validare i dati dell'immunoistochimica, si sarebbero potute eseguire delle
analisi al citoflurimetro.

Altro possibile punto critico e I'esiguo numero di modelli murini presi in esame
(solo 6). Nonostante i valori di p-value dimostrino che le statistiche riportate nel
lavoro siano robuste, I’'esiguo numero di modelli analizzati puo, in qualche modo,
aver influenzato il risultato che quindi potrebbe essere ancora piu convincente con
un campione piu vasto. Sicuramente la scelta di analizzare solo sei modelli murini
e stata dettata dai costi associati a questo modello che non permette di fatto studi
su larga scala. Per ovviare a questo inconveniente sarebbe necessario valutare
I'impiego di altri modelli polmonati dai costi ed esigenze piu ridotte. Allo stesso
tempo si dovrebbe pero rinunciare alla vicinanza del modello murino con il
modello umano.

La dipendenza da pS727-STAT3 dei tumori indotti da KRAS suggerisce la possibilita
che questo possa diventare un target terapeutico. Diminuendo infatti la quantita
di pS727-STAT3 si potrebbero ottenere risultati simili alla repressione del fenotipo
LAC dei topi Kras®!2P: Stat®*5A, In questo caso target terapeutico potrebbe essere
il pathway MEK-ERK ma questa possibilita & ostacolata dal fatto che Ia
fosforilazione della serina pud essere operata da diverse chinasi anche quando il
pathway principale viene inibito. Primo passo in questa direzione potrebbe essere
un’analisi in vitro utilizzando linee cellulari umane di LAC con forma WT di STAT3.
Si potrebbe eseguire un saggio di crescita di colonie su agar confrontando la
crescita di cellule non trattate rispetto a cellule trattate con un inibitore del
pathway MEK-ERK. Se l'inibizione del pathway in vitro dovesse risultare in una
minor capacita proliferativa delle cellule tumorali, allora si potrebbe identificare
negli elementi di questa via di segnalazione dei possibili target terapeutici. Se
guesto dovesse avere successo, la difficolta sarebbe individuare un modo per
veicolare il farmaco affinché agisca specificamente sulle cellule tumorali e allo
stesso tempo con effetti collaterali minimi.

Il lavoro di Alhayyani et al. [2021] si inserisce comungue in un contesto pil ampio
per cui si sta ormai abbandonando I'idea che la fosforilazione della serina 727
abbia solo la funzione di potenziare I'attivita canonica di STAT3. Risultati del tutto
analoghi a quelli ottenuti in questo lavoro sono stati dimostrati anche da Balic et
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al. [2019] che invece hanno analizzato la dipendenza oncogenica della
fosforilazione della serina nel tumore allo stomaco umano. Quello che & emerso
dal loro studio e stata una comparabile soppressione del fenotipo tumorale nei
topi esprimenti una forma di STAT3 non fosforilabile a livello della serina 727.
Anche in questo lavoro e stata poi dimostrata la capacita di STAT3 di influenzare
la trascrizione agendo sull’'RNA pol. Il ma in questo caso gli autori sono giunti alla
conclusione opposta. La forma fosforilata a livello della serina 727, secondo i dati
da loro raccolti, non andrebbe ad influenzare il reclutamento e I'inizio della
trascrizione quanto l'elongazione [10]. Risultano quindi necessarie ulteriori
evidenze per stabilire quale sia la natura dell’influenza di pS727.STAT3 sull’attivita
dell’lRNA pol. Il oppure se linfluenza sull’attivita dell’lRNA pol. Il sia tessuto-
specifica.

Rimane poi da chiarire la questione di come STAT3 possa andare a riprogrammare
il metabolismo cellulare in direzioni opposte. Abbiamo detto come ['attivita
nucleare porti la cellula ad esprimere un set di geni responsabili dell’effetto
Warburg mentre il pool mitocondriale pS7,7.STAT3 spinga nella direzione opposta
andando infatti a potenziare l'attivita della ETC. Futuri progetti di ricerca
potrebbero quindi focalizzarsi su cosa sia determinante nel prevalere di una
funzione piuttosto che dell’altra. Lo studio analizzato ha inoltre evidenziato come
anche l'attivita nucleare di STAT3 che porta all’espressione di geni coinvolti
nell’effetto Warburg sia in realta dipendente dalla fosforilazione della serina ed e
quindi presumibile che entrambe le funzioni di STAT3, nucleare e mitocondriale,
vadano a conferire vantaggio metabolico alle cellule tumorali. Potrebbe quindi
risultare interessante verificare se I'attivazione di uno solo dei due pathway sia
sufficiente a garantire tale vantaggio o se al contrario debbano necessariamente
essere compresenti. Per andare a contrastare I'induzione dell’effetto Warburg si
potrebbe utilizzare I'RNA interference andando a bersagliare HIFa, mentre per
andare bloccare il potenziamento della ETC di STAT3 si potrebbero utilizzare degli
inibitori dei complessi della ETC. Quindi grazie ai saggi sopra citati si potrebbe
andare a valutare il potenziale proliferativo delle cellule di LAC umano trattate in
guesti due modi rispetto a cellule di controllo esprimenti STAT3-WT.

Nella discussione finale, I'attenzione di Alhayyani et al. [2021] si sposta sul
coinvolgimento di STAT3 nella determinazione del microambiente tumorale.
Vengono infatti citati altri studi nei quali il targeting mirato di STAT3 tramite Cre-
ricombinasi nell’epitelio polmonare Kras®?® vada a determinare un ambiente
tumorale pro-inflammatorio e pro-angiogenico suggerendo quindi anche un ruolo
alternativo per STAT3 di soppressore del tumore. Inoltre questi effetti opposti
sembrano essere genere-specifici in quanto alcuni studi hanno dimostrato come
la delezione di STAT3 risulti nelle femmine in una riduzione mentre nei maschi in
un aumento della massa tumorale. L'effetto pro o anti-tumorale provocato dalla
delezione condizionale di STAT3 nell’epitelio polmonare dipenderebbe
dall’aumento o dalla riduzione dell’espressione di citochine e chemochine indotte
da NF-kB che sono le principali attrici del rimodellamento di un microambiente
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tumorale pro-tumorale ed immunosoppressivo piuttosto che antitumorale.
Tuttavia lo studio analizzato non ha riscontrato differenze nei livelli di espressione
di citochine o chemochine come IL6, IL17, CXCL1 nei topi Kras®'2P: StatSA/sA,
Kras®'?® e Kras®120:Stqt3/*.

L'effetto antitumorale dovuto alla delezione di STAT3 e stato supposto essere
dovuto ad una alterazione della specificita delle citochine. In particolare, IL6 in
guesto contesto non andrebbe ad attivare il pathway di STAT3 determinando
quindi una risposta pro-inflammatoria e pro-tumorale ma andrebbe ad attivare
una risposta di tipo interferonica guidata da STAT1. La delezione di STAT3 ¢ infatti
emersa essere associata ad un aumento dell’espressione del gene Infg che &
responsabile di una risposta antitumorale guidata da STAT1.

Il lavoro analizzato e molti altri hanno evidenziato come STAT3 possa localizzarsi
in diversi compartimenti cellulari e come questo possa interagire con diverse altre
proteine. Prospettive future di ricerca potrebbero quindi focalizzarsi
sull'interattoma di STAT3 anche in dipendenza da modifiche post-trascrizionali
(fosforilazione della tirosina o della serina e non solo) combinando ad esempio la
centrifugazione frazionata con I'immunoprecipitazione seguita da spettroscopia.
L'identificazione dell’interattoma, completo delle dipendenze delle interazioni da
eventuali modifiche post-traduzionali, compresi eventuali co-interattori,
permetterebbe di approfondire le conoscenze circa i meccanismi molecolari con
cui STAT3 espleta le sue diverse funzioni.

5. Esperienza di Stage

Real-Time PCR

Attraverso un’analisi di qRT-PCR si € andati a vedere come cambiava I'espressione
di alcuni geni nei campioni non irradiati ed irradiati con raggi gamma (2 Gy) o con
raggi UVC (5 J). Fibroblasti embrionali di topo della linea NIH-3T3, sono stati
seminati su piastre da 10 mL e a 24 h dall’irradiazione sono stati raccolti e
centrifugati a 156g per 10 min. Quindi ho proceduto con I'estrazione del’lRNA
totale. L'RNA estratto e stato quantificato al Nanodrop e con lo stesso strumento
si @ valutata la contaminazione proteica (rapporto assorbanza A260/A280) e la
contaminazione da carboidrati (A260/A230). Quindi ho proceduto alla
retrotrascrizione dell’lRNA in cDNA utilizzando il kit Promega; i campioni cosi
ottenuti sono stati utilizzati per gli esperimenti di gRT-PCR. | geni analizzati sono
stati Gapdh (utilizzato come gene reference), P21, TP53, Gadd45a, Ddb2 e C-Myc.
In particolare, si € visto come variava la risposta a 24h dall’irradiazione nelle cellule
NIH-3T3, in cellule NIH-3T3 trasdotte con una forma wild type di STAT3, NIH-3T3
trasdotte con STAT3 in cui la serina 727 & stata mutata in alanina non fosforilabile
(mut. A) e NIH-3T3 trasdotte con STAT3 in cui la serina 727 e stata mutata in acido
aspartico per mimare una fosforilazione costitutiva (mut. D). | risultati che ho
ottenuto mostrano un comportamento diverso delle 4 linee cellulari circa
I’espressione dei geni in analisi.
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Figura 7. Analisi dell’espressione genica in cellule NIH-3T3. L’espressione relativa di ogni trascritto é stata determinata
tramite gqRT-PCR a 24h dall’irradiazione con raggi gamma o raggi UVC.

Sia a 24h dall’irradiazione con i raggi gamma sia a 24h dall’irradiazione con i raggi
UVC, si osserva l'induzione di P21 che codifica per un inibitore delle chinasi ciclina-
dipendente che va a bloccare la progressione del ciclo cellulare. L'aumento
dell’espressione di questo gene in risposta al danno al DNA da radiazioni risulta
essere in linea con i risultati in letteratura. | geni Ddb2, Gadd45, TP53 e C-Myc
codificano anch’essi proteine coinvolte nella risposta al danno al DNA o nella
regolazione del ciclo cellulare ma, a differenza di quanto detto per P21, non e
emersa un’induzione in tutte le linee in esame in quanto i profili di espressione
risultano essere diversi. Questo suggerisce che il diverso corredo genetico delle 4
linee cellulari sia responsabile di una diversa risposta da parte di queste cellule al
danno. Tuttavia questi non possono essere definibili come risultati veri e propri
quanto delle osservazioni percio si rendono necessarie delle repliche per poterli
validare.
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The oncogenic potential of the latent transcription factor signal transducer and activator of transcription (STAT)3 in many human
cancers, including lung cancer, has been largely attributed to its nuclear activity as a tyrosine-phosphorylated (pYos site)
transcription factor. By contrast, an alternate mitochondrial pool of serine phosphorylated (pS;,7 site) STAT3 has been shown to
promote tumourigenesis by regulating metabolic processes, although this has been reported in only a restricted number of mutant
RAS-addicted neoplasms. Therefore, the involvement of STAT3 serine phosphorylation in the pathogenesis of most cancer types,
including mutant KRAS lung adenocarcinoma (LAC), is unknown. Here, we demonstrate that LAC is suppressed in oncogenic
Kras®'*P-driven mouse models engineered for pS,,,-STAT3 deficiency. The proliferative potential of the transformed Kras®'?" lung
epithelium, and mutant KRAS human LAC cells, was significantly reduced upon pS;,;-STAT3 deficiency. Notably, we uncover the
multifaceted capacity of constitutive pS;,7-STAT3 to metabolically reprogramme LAC cells towards a hyper-proliferative state by
regulating nuclear and mitochondrial (mt) gene transcription, the latter via the mtDNA transcription factor, TFAM. Collectively, our
findings reveal an obligate requirement for the transcriptional activity of pS;,,-STAT3 in mutant KRAS-driven LAC with potential to

guide future therapeutic targeting approaches.

Oncogene (2022) 41:809-823; https://doi.org/10.1038/s41388-021-02134-4

INTRODUCTION
Lung adenocarcinoma (LAC) is the most common subtype (~40%)
of lung cancer, the most lethal worldwide, and is associated with a
poor overall 5-year relative survival rate of 15-20% [1]. The
majority of LAC patients are diagnosed at an advanced stage
when current standard-of-care (i.e. surgery, chemotherapy and/or
radiation therapy) or targeted (e.g. tyrosine kinase inhibitors for
epidermal growth factor receptor activating mutations) therapy
options provide minimal clinical benefit and are associated with a
high risk of tumour re-occurrence and/or drug resistance [2-4].
A strong link exists between chronic lung inflammation
triggered by cigarette smoking and LAC, and one of the most
established disease-associated consequences of the genotoxic
effects of cigarette-derived carcinogens is activating mutations in
the KRAS proto-oncogene [5, 6]. Activating mutations in KRAS are
found in 25-40% of human LAC cases, with the highest incidence
of point mutations found in codon 12 (leading to substitutions of
the glycine (G) residue) that is associated with poor survival
outcomes cases [6-8]. A definitive role for KRAS in the initiation
and progression of lung carcinogenesis is evidenced by the
spontaneous development of LAC in mouse models genetically
engineered to express the oncogenic Kras®'?" allele in the airway
epithelium [9, 10]. Despite the recent advent of small molecule

inhibitors against mutant KRAS with promising in vivo anti-cancer
activity, the long-held uncertainty regarding the translation of
such pharmacological approaches directly targeting oncogenic
KRAS to the clinic remains [11, 12]. Accordingly, the identification
of essential downstream mediators of mutant KRAS in LAC (and
for that matter, other cancers such as pancreatic and colorectal)
provides an alternative rationale to indirectly target the oncogenic
activity of KRAS.

Oncogenic KRAS activates multiple downstream cytokine
signalling cascades to promote LAC, namely ERK MAPK, PI3K/
Akt and STAT3 [8, 13-15]. Regarding the latter, elevated tyrosine
phosphorylation (pY) of STAT3 (Y55 site), which is required for
its dimerisation and subsequent nuclear translocation, is
observed in over 50% of human LAC cases, and is associated
with poor overall survival outcomes for patients [16-18]. Indeed,
a critical driver role for STAT3 in LAC is suggested by studies
reporting that reduced pY,0s-STAT3 levels in the Kras®'*P-driven
LAC model are linked to tumour regression [14, 19]. Further-
more, overexpression of an artificially engineered hyperactive
form of STAT3 (STAT3-C) in the pulmonary epithelium of mice
drives spontaneous lung inflammation and adenocarcinoma
[20]. In these settings, the oncogenic activity of STAT3 has been
largely assumed to be the result of its canonical nuclear role as a
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tyrosine-phosphorylated transcription factor that regulates a
multitude of gene networks affecting cellular processes such as
proliferation (e.g. Ccnd1, TIr2), survival (e.g. Bcl2l1, Birc5),
angiogenesis (e.g. Mmp2, Vegf), inflammation (e.g. ll6, II11,
II17a) and metabolism (e.g. Myc, Hifla) [21-23].
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Notably, a mitochondrial pool of STAT3, dependent on its serine
phosphorylation at reside 727 (pS;,7), has been shown to be a
requisite for mutant RAS tumours by regulating the electron
transport chain, and thus mitochondrial function, resulting in the
metabolic reprogramming of cancer cells towards aerobic
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Fig. 1 Constitutive expression of serine phosphorylated STAT3 in human LAC patients and the Kras®'?® LAC model. a Quantification of
pS;27-STAT3-positive cells per high-power (HP) field in lung cross-sections from normal (cancer-free) control individuals and LAC patients
either KRAS wild-type (WT) or mutant (MUT). n = 6/patient group. b Immunohistochemical (IHC) staining intensity of pS,,,-STAT3-positive
epithelial versus immune cells in lung cross-sections from the indicated patient groups. n = 6/patient group. ¢ Representative high-power
photomicrographs of lung cross-sections from the above patient groups stained with an anti-pS;,7,-STAT3 antibody. Scale bars, 50 pm. White
arrows point to representative positively-stained immune cells, and black arrows point to representative positively-stained pneumocytes.
d Quantification of pY;os-STAT3-positive cells per HP field in the indicated patient lung cross-sections. n = 6/patient group. e IHC staining
intensity of pY;s-STAT3-positive epithelial versus immune cells in lung cross-sections from the indicated patient groups. n = 6/patient group.
f Representative high-power photomicrographs of lung cross-sections from the above patient groups stained with an anti-pY;o5-STAT3
antibody. Scale bars, 50 pm. White arrows point to representative positively-stained immune cells, and black arrows point to representative
positively-stained pneumocytes. g Representative images of pS;,7-STAT3 (green) or pY;os-STAT3 (green) and either Cytokeratin (magenta) or
CD45 (magenta) immunofluorescence on a KRAS mutant LAC patient tumour cross-section. 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) nuclear

staining is blue. Merged images show co-localisation (white/turquoise). Scale bars: 10 pm. h Quantification of the number of pS 27-STAT3 or

pY70% STAT3 positive cells per HP field in normal lung parenchyma of Kras™"
inhalation. n =6 mice/genotype. i Representative high-power photomicrographs of lesions in lung cross-sections from Kras

(Kras®'2P)

mice at 6 weeks following Ad-Cre inhalation that were stained with antibodies against pS;,7-STAT3 or
j Quantification of the number of pPS;,7-STAT3 or pY-0s-STAT3 positive cells per HP field in lesions of Kras®'

G12D ) or Ad-Cre

G12D

and Kras mice at 6 weeks post vehicle (Kras"

Y705-STAT3 Scale bars, 50 pm.
P mice at 6 weeks post Ad-Cre

inhalation. n =6 mice/genotype. In d, e and h, *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, One-way ANOVA.
<

glycolysis (“Warburg effect”) [22, 24-27]. However, in a mutant
RAS-independent gastric cancer model, a pro-tumourigenic role
for pS;,7-STAT3 has recently been assigned to its nuclear
localisation as a direct transcriptional regulator of STAT3-target
genes that drive tumour cell proliferation, survival, angiogenesis
and inflammation [28]. While this finding is supported by earlier
studies indicating a transcriptional regulatory role for pS;,,-STAT3
[29-31], it nonetheless raises the critical question as to whether
S;27 is an integral regulator of STAT3's oncogenic potential via
dual nuclear (i.e. transcriptional) and mitochondrial (i.e. metabolic)
activities.

Here, we have emplox/ed a genetic strategy by coupling pS;27-
STAT3-deficient Stat3**** mice [29]—harbouring an S;,,A
knockin substitution in the endogenous Stat3 locus (SA allele)—
with the mutant Kras®'?® LAC model to demonstrate that
constitutive pS;,7,-STAT3 expression is an essential downstream
oncogenic effector of mutant KRAS-driven lung carcinogenesis.
The driver role for STAT3 in mutant KRAS LAC was verified upon
heterozygous ablation of endogenous Stat3 in Kras®'?® mice,
which phenocopied the suppressed LAC observed in Kras®'?®:
Stat3**** mice. Our data indicate that pS;,,-STAT3, but not pY5qs-
STAT3, in the lungs of Kras®'?® mice promoted tumour cell
proliferation, which was supported by our findings in STAT3-
deficient human KRAS mutant LAC cells reconstituted with a
pS;,7-defective STAT3 mutant. Furthermore, our findings reveal
that the oncogenicity of STAT3 was associated with the dual
capacity of pS;,; to modulate the transcription of STAT3-regulated
nuclear-encoded and mitochondrial-encoded genes, the latter via
upregulation of mitochondrial transcription factor A (TFAM),
leading to augmented mitochondrial respiration and glycolysis
in hyper-proliferating tumour cells.

RESULTS

Constitutive expression of pS,,,-STAT3 in LAC
Immunohistochemical analysis of pS;,,-STAT3 expression in the
lungs of a cohort of LAC patients, stratified into either KRAS wild-
type or mutant, along with cancer-free individuals (Supplementary
Table S1), indicated comparable numbers of pS;,,-STAT3™ cells
which were widely distributed throughout the epithelial and
immune (inflammatory) cell compartments within the stroma,
with stronger staining intensity observed in epithelial cells (Fig.
la-c and Supplementary Fig. S1). By contrast, in lung sections
from both LAC patient cohorts and cancer-free controls, numbers
of pY;05-STAT3™ cells were significantly higher in KRAS mutant
LAC sections (Fig. 1d-f and Supplementary Fig. S1). Interestingly,
immunohistochemical and immunofluorescence staining of both
PS727-STAT3 and pY;p5-STAT3 in the transformed (and normal)
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cytokeratin-positive lung epithelium (i.e. pneumocytes) was
predominantly nuclear, whereas pS;,7-STAT3" and pY,5-STAT3™
staining in immune (CD45-positive) cells were cytoplasmic and
nuclear (Fig. 1g and Supplementary Fig. S2).

We next explored the expression of pS;,,-STAT3 in the mutant
Kras®'?P-driven LAC model, in which the lung-specific oncogenic
activation of the Kras®'?" allele—initiated by intranasal adminis-
tration of adenoviral Cre recombinase—leads to the formation of
lesions comprising atypical adenomatous hyperplasia (AAH) that
advance to adenocarcinoma within 6 weeks [10, 14, 32]. Immu-
nohistochemical analysis of lung sections from tumour-bearing
Kras®'*® mice and, as controls, tumour-free Kras"'™ mice indicated
similar numbers of pS;,,-STAT3" type | and Il alveolar epithelial
cells (pneumocytes) in unaffected lung parenchyma, with nuclear
and, to a lesser extent, cytoplasmic staining of weak-moderate
(Kras™") compared to moderate-strong (Kras®') intensity (Fig. 1h
and Supplementary Fig. S3a). By contrast, significantly lower
numbers of meS-STATS+ pneumocytes were observed in the
lung parenchyma of Kras"" mice (predominant nuclear staining
of weak intensity) compared to unaffected lung parenchyma of
Kras®'?® mice (moderate-strong nuclear staining), the latter of
which were similar in number and staining intensity to pS;.7-
STAT3" pneumocytes (nuclear and cytoplasmic) in unaffected
Kras®'*® lung parenchyma (Fig. 1h and Supplementary Fig. S3a).
Furthermore, in lung lesions of Kras®'?® mice, comparable
numbers of pY,5-STAT3' and pS;,,-STAT3™" transformed epithe-
lial cells of moderate-strong staining intensity (predominantly
nuclear) were present (Fig. 1i, j and Supplementary Fig. S3b).

Taken together, these data demonstrate predominant nuclear
expression of pS;,7-STAT3 throughout the epithelium of both
unaffected lung parenchyma and lesions, unlike pY;os-STAT3
whose predominant nuclear expression is upregulated only in
lesions by the presence of oncogenic KRAS.

Genetic ablation of STAT3 serine phosphorylation suppresses
the LAC phenotype of Kras®'*® mice

To evaluate whether pS,,7-STAT3 contributes to the pathogenesis
of oncogenic KRAS-driven LAC, male and female Kras®'*® mice
were generated on a pS;,;-STAT3 deficient background
(Stat3>**"). In the absence of pS;,7-STAT3, immunoblotting and
immunohistochemistry confirmed unchanged pY;os-STAT3 levels
in the lungs of Kras®'?P:Stat3°*** (compared to parental Kras®'?")
mice (Fig. 2a and Supplementary Fig. S3b). At 6 weeks following
activation of the oncogenic Kras®'?® allele, histopathological
evaluation of H&E-stained lung sections revealed that the lung
tumour burden of Kras®'?P:Stat3*** mice was significantly
reduced by ~2.5-fold compared to parental Kras®'?® mice, with
fewer lesions comprising smaller sized diffuse AAH and sporadic
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adenocarcinoma in situ (Fig. 2b-d). Consistent with the sup-
pressed LAC phenotype in Kras®'?":Stat3°*>* mice, we observed a
significant (up to ~2.5-fold) reduction in the numbers of alveolar
epithelial type Il cells staining positive for TTF-1, a clinical indicator
of LAC [33], in Kras®'?P:Stat3°~>* compared to Kras®'*® lung
lesions and tumour areas (Fig. 2e—g). At 12 weeks post induction
of oncogenic KRAS, a similar suppression of the LAC phenotype
was observed in Kras®'?P:Stat3°*>* mice, with lesions predomi-
nantly comprised of early-stage AAH which contrasts the 100% of
lesions in Kras®'?® lungs that progressed to adenocarcinoma
(Supplementary Fig. S4a—e). No gender bias was observed in these
studies, with comparable suppressed lung carcinogenesis
observed in male and female Kras®'?P:Stat3°*** mice. These
findings indicate that pY;s-STAT3 is unaffected by the absence of
S;27 phosphorylation in the lung, and support the notion that
pS727 is critical for the pro-tumourigenic role of STAT3 in Kras®12P-
induced lung carcinogenesis.

PS727-STAT3 promotes lung cellular proliferation during
Kras®'?*P-induced LAC

We have previously reported that STAT3 contributes to the
pathogenesis of oncogenic KRAS-induced LAC by promoting
cellular proliferation [14]. Notably, immunohistochemical staining
of Kras®'?P:Stat3**** and Kras®'*® mouse lungs at 6 weeks post
induction of the oncogenic Kras®'?® allele for the proliferative
marker, Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), indicated
significantly reduced numbers (up to ~2.5-fold) of PCNA™ cells

SPRINGER NATURE

in both lesions and lesion-free parenchyma of Kras®'?P:Stat3>*A

lungs (Fig. 3a—e). These observations were also supported by the
significantly lower gene expression in Kras®'??:Stat3**** lungs of
numerous cell proliferation regulators, among which includes Myc,
that have been previously implicated in oncogenic KRAS-driven
LAC [15, 34-37] (Fig. 3f).

To evaluate the importance of pS;,7-STAT3 as a proliferative
driver of human mutant KRAS LAC cells, we employed CRISPR/
Cas9-mediated gene editing to knockout (KO) endogenous STAT3
gene expression in A549 cells, and then reconstituted STAT3-KO
cells with expression constructs for wild-type STAT3 (STAT3-WT)
and the S;,,A phosphorylation-defective STAT3 mutant (STAT3-
SA) (Fig. 4a, b). As controls, STAT3-KO cells were reconstituted with
a YyosF phosphorylation-defective STAT3 mutant (STAT3-YF)
previously shown to display impaired growth in A549 cells [38],
along with a double STAT3-SA/YF mutant, and a STAT3 variant
carrying a mitochondrial targeting sequence (MTS) to determine
whether mitochondrial-localised STAT3 in mutant KRAS human
LAC cells is linked to cellular proliferation (Fig. 4a, b). The growth
potential of cells was assessed by a combination of assays for soft
agar colony formation, crystal violet and ATP cell proliferation, and
MTT cell viability. STAT3-KO A549 cells displayed significantly
reduced colony formation, cell proliferation and viability com-
pared to either control (CTL) non-targeted/empty vector cells
expressing endogenous STAT3 or cells reconstituted with STAT3-
WT, thus further supporting a growth-promoting role for STAT3 in
human LAC (Fig. 4c, d and Supplementary Fig. S5a, b). Moreover,
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PCNA-positive cells b per high-power (HP) field in lung lesions, and c as a percentage of staining in tumour areas, of the indicated mice (n=6
mice/%roup). *P < 0.05, **P < 0.01, unpaired t test. d Representative photomicrographs of PCNA staining in lesion-free lung parenchyma from
Kras®™®P and Kras®'?P:Stat3°*** mice, at 6 weeks post Ad-Cre inhalation. Positively stained cells are brown in colour. Scale bars = 100 pm.
e Quantitative enumeration of PCNA-positive cells in lesion-free lung parenchyma, per HP field, in the indicated mouse groups. Data are
presented from 6 mice/group. **P < 0.01, unpaired t test. f JPCR expression analyses of the indicated cell proliferation genes in lung cDNA
from the indicated genotypes at 6 weeks post Ad-Cre inhalation. Expression data are normalised against 18s rRNA (n = 5 mice/genotype). *P <

0.05, **P < 0.01, unpaired t test.

the growth potential of A549 cells expressing STAT3-SA and
STAT3-SA/YF was markedly reduced compared to CTL cells, as well
as cells expressing STAT3-WT and/or STAT3-YF, and was similar to
that of STAT3-KO cells (Fig. 4¢c, d and Supplementary Fig. S5a, b).
By contrast, the growth of STAT3-MTS expressing cells was
markedly greater than STAT3-KO, STAT3-SA and STAT3-SA/YF
expressing cells, and was comparable to the growth of CTL and
STAT3-WT cells (Fig. 4c, d, Supplementary Fig. S5a, b). To verify the
observed preferential requirement of pS-STAT3 over pY-STAT3 for
the proliferative potential of A549 cells, we used a second human
LAC cell line, NCI-H1299, in which a mutant KRAS®'?Y expression
construct was transiently transfected. Indeed, as shown in Fig.
4e, f, the proliferation of mutant KRAS NCI-H1299 cells expressing
STAT3-SA and STAT3-SA/YF was again comparable to STAT3-KO
cells, and significantly reduced compared to either CTL cells, or
cells expressing STAT3-WT, STAT3-YF or STAT3-MTS. Taken
together, these data support our findings in the Kras®'?® LAC
model, and suggest that the growth-potentiating activity of S;,,-
STAT3 on human LAC cells occurs in a cell intrinsic manner.
Furthermore, the contrasting growth profile of STAT3-SA and
STAT3-MTS expressing cells suggests that mitochondrial-localised
(pS727) STAT3 function is largely sufficient for the growth
potentiating effects of STAT3 on A549 cells.

In contrast to these observations, the extent of apoptosis, as
determined by terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP
Nick-End Labelling (TUNEL) assay, was minimal and comparable
between both genotypes (Supplementary Fig. S6a, b). Similarly,
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although oncogenic KRAS has been reported to trigger an
inflammatory response in the lung [14, 15, 39], the numbers of
CD45™ total immune cells, and B220" B and CD3™ T cell subsets,
were unaltered in the lungs of Kras®'?P:Stat3°**A compared to
Kras®'?® mice (Supplementary Fig. S6c-h). In addition, the
suppressed lung tumourigenesis in Kras®'?°:Stat3°*>* mice was
independent of changes in the expression of numerous inflam-
matory genes, as well as an angiogenic gene signature comprising
the glutamic acid-leucine-arginine (ELR) motif-containing chemo-
kines CXCL-1 and CXCL-2, matrix metalloproteinase (MMP)2 and
vascular endothelial growth factor (VEGF) [40] (Supplementary Fig.
S7a, b).

pS727-STAT3 is required to maintain dysregulated
mitochondrial metabolism in oncogenic KRAS-induced LAC
Consistent with previous reports showing that KRAS-induced
tumourigenesis is associated with dysregulated mitochondrial
function (i.e. metabolism and oxidative stress) [41, 42], immuno-
histochemical staining with the mitochondrial function marker,
Tom?20, indicated elevated staining intensity in the lungs of KRAS
mutant compared to KRAS wild-type patients (Supplementary Fig.
S8a, b). Since dysregulated mitochondrial metabolism and
oxidative stress confer tumour cells with a proliferative advantage
[41, 42], together with a key function of pS;,,-STAT3 being the
regulation of mitochondrial oxidative phosphorylation and sub-
sequent generation of reactive oxygen species (ROS) [22, 24], we
investigated whether pS;,,-STAT3 modulated oxidative stress in
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Fig. 4 pS;,,-STAT3 deficiency in human KRAS mutant LAC cells selectively suppresses cellular proliferation. a Immunoblots with
antibodies against pS;.7-, pY70s- and total-STAT3, as well as Actin, on lysates from the indicated A549 LAC cell lines during normal culture
conditions. CTL, control non-targeted cells; KO, knockout; WT, wild-type; SA, S;»;A; MTS, mitochondrial target sequence; YF, Y;qsF.
b Representative immunofluorescence images of STAT3-KO human A549 LAC cells, as well as those reconstituted with STAT3-WT and STAT3-
MTS expression constructs, co-stained for STAT3 (green) and the mitochondrial marker apoptosis-inducing factor (AIF; red). 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) nuclear staining is blue. Scale bars, 50 pm. Arrowheads in merged images indicate dual-positive STAT3/A IF-expressing
cells. Graphs depicting ¢ colony (>50 cells) formation per well in soft agar, and d crystal violet cell proliferation assays, of the indicated A549
cell lines. Data are from 3 independent experiments performed in triplicate. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, One-way ANOVA. e Inmunoblots
with antibodies against pS;.7-, pY7os- and total-STAT3, as well as Actin, on lysates from the indicated NCI-H1299 LAC cell line KRAS mutant
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KRAS mutant transfectants. Data are from 3 independent experiments performed in triplicate. *P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001, One-

way ANOVA.

Kras®'*P-induced LAC. Indeed, oxyblot analyses indicated that
increased levels of ROS observed in lung lysates from tumour-
bearing Kras®'?® mice (versus tumour-free Kras"'" controls) were
significantly reduced to wild-type levels in Kras®'?P:Stat3>*** mice
(Fig. 5a, b). Furthermore, consistent with enhanced aerobic
glycolysis and associated metabolism of glucose to lactate being
a feature of cancer cells (the ‘Warburg effect’) [43], elevated lactate
production in Kras®'*® mouse lung tumours was significantly
lower in lung tumours of Kras®'?P:Stat3®»** mice, the latter
comparable to that in control Kras™" tumour-free lungs (Fig. 5¢).

We next investigated whether the requirement of pS;;,-
STAT3 for the metabolic alterations in Kras®'?®-induced LAC
extended to mutant KRAS human LAC cells. Consistent with our
in vivo data, the production of lactate was significantly reduced
in STAT3-SA expressing A549 cells compared to CTL and STAT3-
WT expressing A549 cells, with low lactate levels in STAT3-SA
expressing cells similar to those in STAT3-KO cells (Fig. 5d). In
addition, lactate levels in supernatants from STAT3-MTS
expressing cells were significantly increased compared to
STAT3-KO and STAT3-SA expressing cells, almost reaching the
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same levels as those observed in CTL and STAT3-WT
expressing cells.

To further investigate the role of pS;,,-STAT3 in regulating
metabolic activities in human LAC A549 cells, Seahorse assays
were performed to measure the oxygen consumption rate (OCR)
and extracellular acidification rate (ECAR), which are indicators of
mitochondrial respiration (oxidative phosphorylation) and glyco-
lysis, respectively. In STAT3-SA expressing cells, both OCR and
ECAR were significantly impaired (along with that of STAT3-KO
cells) compared to CTL cells, as well as cells expressing STAT3-WT,
STAT3-MTS and, as an additional control, STAT3-YF (Fig. 5e,
Supplementary Table S2). These data, therefore, suggest that in
KRAS mutant human LAC cells, pS;,,-STAT3 likely contributes to
mitochondrial metabolic activities.

pS727-STAT3 augments the transcription of nuclear-encoded
genes that are master regulators of mitochondrial function
and energy metabolism in oncogenic KRAS-induced LAC

We next investigated the molecular basis for the pS;,,-STAT3-
dependent dysregulated mitochondrial metabolism in mutant
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KRAS LAC both in vitro and in vivo upon pS;,,-STAT3 deficiency.
Interestingly, the expression of representative mitochondrial-
encoded genes for key components of enzyme complexes of
oxidative phosphorylation, MT-ND1 and MT-ATP6, was 5|gn|ﬁ-
cantly reduced in both lungs of Kras®'?P:Stat3°*** versus Kras®'?°
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mice, and STAT3-SA versus STAT3-WT (and CTL) expressing A549
cells (Fig. 5f, g). Since the genetic targeting of the master
mitochondrial transcriptional regular, TFAM, has previously been
shown to suppress Kras®'*°-driven lung tumourigenesis [42], we
explored the possibility that pS;,7-STAT3 deficiency may impair
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Fig. 5 pS;27,-STAT3-mediated dysregulation of oxidative stress and mitochondrial respiration in Kras mutant LAC associates with
transcriptional regulation of nuclear- and mitochondrial-encoded genes. a Protein carbonylation levels were determined by oxyblot of lung
protein lysates from Kras™", Kras®'?® and Kras®'?P:Stat3°*** mice at 6 weeks post Ad-Cre inhalations. Each lane represents an individual
mouse sample. b Densitometric quantification of total protein carbonylation (from a) was performed and normalised against corresponding
Actin protein levels. **P < 0.01, One-way ANOVA. c and d Lactate production was measured in the indicated (c) mouse lung lysates (n =6/
genotype) and d A549 cell line culture medium during passaging (n = 3 independent experiments). NTC, non-targeted control; KO, knockout;
WT, wild-type; SA, S;,7A; MTS, mitochondrial target sequence. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, One-way ANOVA. e Oxygen
consumption rate (OCR) and basal extracellular acidification rate (ECAR) were assayed using the Seahorse XFp Analyser in the indicated A549
cell lines for 24 h after sequential treatment with compounds oligomycin, FCCP and a mix of antimycin A and rotenone. Data are from 3
independent experiments. Exact P values for significant differences between cell lines are specified in Supplementary Table S2. Two-way
ANOVA. gPCR expression analysis of the indicated genes in f lungs from the stated mouse genotypes (n = 5/genotype) and g passaged A549
cell lines (n =3 independent experiments). Expression data are normalised against 78S rRNA. *P < 0.05, **P < 0.01, One-way ANOVA. h qPCR
expression analysis of Tfam in lungs from the stated mouse genotypes (n = 5/genotype). Expression data are normalised against 78S rRNA.
**P < 0.01, One-way ANOVA. i Immunoblots with antibodies against TFAM and Actin on lung lysates from the indicated mouse genotypes at
6 weeks post Ad-Cre inhalations. Each lane represents an individual mouse sample. Also shown is semi-quantitative densitometry of TFAM
protein levels (relative to Actin) in lung lysates from i. **P < 0.01, unpaired t test. j-m gPCR expression analysis of the indicated human genes
in passaged A549 cell lines (n =3 independent experiments). Expression data are normalised against 18 S rRNA. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001, ****P < 0.0001, One-way ANOVA. n and o qPCR expression analysis of the indicated genes in lungs from the stated mouse genotypes

the mitochondrial transcriptional capacity of TFAM. Indeed, gPCR
and immunoblotting analyses revealed a striking reduction in
mRNA and protein expression levels of TFAM in Kras®'2P:Stat3>"*
mouse lungs compared to the elevated levels observed in
Kras'P lungs (Fig. 5h, i). In support of this finding, TFAM mRNA
levels were also significantly reduced in A549 cells expressing
STAT3-SA, comparable to the low levels observed in STAT3-KO
expressing cells (Fig. 5j). Notably, the suppressed expression of
TFAM, a nuclear-encoded gene, in both KRAS mutant mouse lung
tumours and human LAC cells was akin to the reduced mRNA
levels observed for the bonefide nuclear-encoded STAT3-regu-
lated genes, SOCS3, HIFTA and MYC (Figs. 3e, 5k-0), the latter of
which are also key transcriptional drivers of mitochondrial
metabolism and glycolysis in cancer cells [44-48]. The require-
ment for nuclear-localised STAT3 for the transcriptional induction
of these STAT3-target genes was also confirmed by the observa-
tion that gene expression of SOCS3, HIFTA, MYC and TFAM was
significantly reduced in A549 cells expressing STAT3-MTS (i.e.
exclusively mitochondrial STAT3 localisation) versus STAT3-WT
and CTL expressing A549 cells (Fig. 5j-m).

To further explore the notion that TFAM is a direct transcrip-
tional target of STAT3, we performed in vivo ChIP assays on the
lungs of Kras®'?P and control Kras®'?P:Stat3°*** mice. To control
for immunoprecipitation of an equivalent cellular pool of activated
STAT3 between genotypes, we employed an antibody against pY-
STAT3 which displags similar expression levels in the lungs of
Kras®'?® and Kras®'?P:Stat3°*** mice (Fig. 2a). Notably, STAT3 was
recruited to a putative consensus TTCCc/gGGAA binding site in
the endogenous Tfam promoter with equal affinity in both
Kras®'?® and Kras®'?P:stat3°*** lungs (Fig. 6a, b). A similar finding
for STAT3 binding to the promoters for STAT3-regulated Hifla,
Myc and Socs3 genes was also observed in Kras®'?® and Kras®'?:
Stat3**** lungs (Fig. 6a, c—e).

Since these data indicate that STAT3 recruitment to the
promoter for Tfam, as well as for Socs3, Myc and Hifla, is
independent of its serine phosphorylation in the lung, we next
investigated whether the reduced transcription of STAT3-
target genes in pS;5,-STAT3 deficient Kras®'?P:Stat3*/A
mouse lungs occurs via defective transcription initiation and/
or elongation activity of RNA polymerase Il (Pol Il). For this
purpose, we performed in vivo ChIP assays on Kras®'?® and
Kras®'?P:Stat3°*°" mouse lungs with antibodies against
distinct serine phosphorylation sites, pSer5 and pSer2, within
the C-terminal domain of Pol Il that are associated with
transcription initiation and elongation, respectively (Fig. 6f). As
shown in Fig. 6g—j, the accumulation of pSer5 RNA Pol Il on the
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21 = 5/genotype). Expression data are normalised against 78s rRNA. *P < 0.05, **P < 0.01, One-way ANOVA.

active Tfam, Hifla, Myc and Socs3 gromoters was significantly
lower in lung tissues from Kras®'?P:Stat3%»** mice compared
to Kras®'?® mice. By contrast, pSer2 RNA Pol Il levels bound to
these genes were comparable in Kras®'?® and Kras®'?P:Stat3>*

mouse lung tissues (Fig. 6g-j). We note that these
observations for TFAM and MYC were confirmed in human
A549 LAC cells expressing STAT3-WT and STAT3-SA (Supple-
mentary Fig. 9a, b). Taken together, these data reveal a hitherto
unknown capacity of pS;,,-STAT3 to direct the expression of
nuclear genes critical for mitochondrial function and metabo-
lism in LAC primarily by augmenting RNA Pol Il-driven
transcription initiation, but not elongation.

Heteroszgous deficiency for total STAT3 expression in
Kras®'?® mice phenocopies the su/ppressed lung
carcinogenesis of Kras®'2P:Stat35"** mice

To further verify our findings that STAT3 plays a pro-
tumourigenic role in KRAS-induced LAC, we undertook an
alternative yet complementary genetic strategy by generating
Kras®'?® mice on a STAT3 heterozygous background (Kras®'2P:
Stat3~'"). Importantly, this approach facilitates interrogation of
the phenotypic consequences of ~50% reduction in the total
pool of STAT3 protein, as well as serine and tyrosine
phosphorylated forms (Fig. 7a), whilst simultaneously preser-
ving sufficient STAT3 protein expression without disruption of
the transcriptional output of other STATs (i.e. STAT1) that is
seen upon conditional cell type-specific ablation of Stat3
(Supplementary Fig. S10a, b) [49, 50].

As shown in Fig. 7b-d, compared to parental Kras mice,
male and female Kras®'?°:Stat3~'* mice displayed a signiﬁcantg/
ameliorated LAC phenotype, similar to that observed in Kras®':
Stat3***A mice. The suppressed lung tumourigenesis in Kras®'2P:
Stat3™'" mice, like that in Kras®'?P:Stat3>*** mice, was also
associated with significantly lower numbers of TTF-1* and PCNA™
cells in the lung (Fig. 7e-h). In addition, similar to our findings in
Kras®'?P:stat3°"* mice, in the lungs of Kras®'?°:Stat3 /" mice the
expression of STAT3-requlated and disease-associated Myc, Tfam
and Hifla genes was reduced, whereas the expression of
representative an%iogenic or inflammatory genes was unchanged,
compared to Kras®'?® mice (Fig. 7i-k, Supplementary Fig. $10c, d).
Therefore, considering that compromised STAT3 S;,; phosphor-
ylation is common to the ameliorated LAC phenotype in both
Kras®'?P:Stat3~* and Kras®'?P:Stat3°*>* mice, whereas pYsos-
STAT3 is reduced only in Kras®'?®:Stat3™'" mice, these data lead
us to propose that the S;,; site in STAT3 invokes its oncogenic
actions to potentiate mutant KRAS-induced LAC.
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DISCUSSION

In cancer, the oncogenic potential of STAT3 has traditionally been
assigned to its status as a tyrosine-phosphorylated transcription
factor that is activated via numerous upstream ligand-bound
cytokine and growth factor receptors [21, 23]. However, the
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multifaceted oncogenicity of STAT3 also extends to its non-
transcriptional mitochondrial function as a serine phosphorylated
metabolic regulator [22, 27]. This has specifically been the case for
mutant RAS transformed cancer cells, which demonstrate an
oncogenic reliance on mitochondrial pS;,7, but not nuclear pY,gs,
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Fig. 6 pS;27-STAT3 binding to the promoter of Tfam and other STAT3-regulated genes modulates the transcription initiation activity of
RNA Polymerase Il. a Schematic diagram of the location (black rectangle) and sequence of STAT3 binding sites within the 5" promoter regions
of the indicated mouse genes. Arrows indicate the relative positions of the transcription start sites (TSS), and arrowheads indicate thefosition
of the primers used for PCR amplification in ChIP assays (see below). b-e, Nuclear enrichments from Kras®'?® and Kras®'?®:Stat3°~** mouse
lungs taken at 6 weeks post Ad-Cre inhalations were subjected to ChIP analysis with antibodies against either pY;os-STAT3 or IgG isotype
control. gPCR (n =4 mice/genotype) was performed with primers against the STAT3 binding region (depicted in a) of the b Tfam, c Hifla,
d Myc, or e Socs3 gene promoters, or control primers against the respective 3’ untranslated regions (UTR) for each gene. f Promoter and
structure of the indicated mouse genes depicting the regions amplified by primer pairs to detect RNA Polymerase (Pol) Il loaded on the
promoters, and its progress through the gene body. pSer5 (pS5) and pSer2 (pS2) of the C-terminal domain (CTD) of RNA Pol Il marks
transcription initiation and elongation, respectively. Nuclear enrichments from panels (b-e) above were subjected to ChIP with antibodies
against pSer5 RNA Pol Il CTD, pSer2 Pol Il CTD, or IgG isotype control, and proximal promoter (STAT3 binding site) or distal gene regions of

g Tfam, h Hifla, i Myc and j Socs3 were qPCR amplified. *P < 0.05, **P < 0.01, unpaired t test.
<

STAT3 for optimal ETC activity and augmented metabolic
functions, including oxidative phosphorylation and glycolysis
[24, 25, 27, 51]. Notably, constitutive pS;,7-STAT3 has also recently
been shown to promote gastric tumourigenesis independent of
both Ras and its non-canonical mitochondrial role, but rather via
its capacity to augment RNA polymerase Il-driven transcription of
many nuclear-encoded STAT3-regulated genes implicated in
oncogenic cellular processes, such as proliferation, survival,
angiogenesis and inflammation [28]. This finding challenges the
long-held dogma of a supportive role only for pS;,; to maximise
pYsos-driven transcription of STAT3-target genes [29-31], and
suggests that in certain cancer types, pS;y7; is a critical post-
translational modification within STAT3 that drives its oncogenic
transcriptional activities. Indeed, in our current study, we reveal
that in mutant KRAS-addicted LAC, constitutive pS;,7-STAT3
exhibits a hitherto unknown capacity to metabolically repro-
gramme cancer cells towards a hyper-proliferative state by
augmenting the transcription of both key nuclear- and
mitochondrial-encoded genes. In this respect, we propose a
cancer cell-autonomous function of pS;,,-STAT3 in LAC, which is
supported by our i) in vitro studies whereby ablation of
STAT3 serine phosphorylation (STAT3-SA mutant) directly impairs
the proliferative and growth (i.e. colony-forming) potential of, and
disrupts metabolic activities in, human LAC cell lines, and ii)
findings that ablation of pS;»7-STAT3 (using Stat3**** mice) does
not impact on immune/inflammatory cell infiltrates in the tumour
microenvironment in the lung of Kras®'?® mice. It will therefore be
of interest for future studies to further explore the tumour cell
autonomous role of pS;,,-STAT3 in KRAS-driven LAC by, for
example, comparing oncogenic cellular responses in immunodefi-
cient versus ‘humanised’ mouse models xenografted with human
LAC cell lines engineered to express the STAT3-SA mutant.

A key aspect of our study was the inclusion of Kras®'?® mice
heterozygous null for Stat3 (displaying reduced pY;s- and pS;,7-
STAT3 levels), which phenocopied the suppressed tumourigenesis
in the absence of pS;,,-STAT3 (displaying unaltered pY;os-STAT3
levels), thus supporting pS;,7 as a critical STAT3 post-translational
modification driving KRAS-addicted LAC. These findings are
consistent with other in vivo models and clinical studies
implicating a driver role for STAT3 in lung cancer, although the
involvement of pS;,,-STAT3 was not reported [14, 16, 18-20, 52].
Conversely, the conditional targeting of Stat3 (by Cre-recombi-
nase) in the Kras®'?® transformed lung epithelium has been
reported to cause a pro-inflammatory and pro-angiogenic tumour
microenvironment that enhances LAC initiation, suggesting an
alternate tumour suppressor role of STAT3 in the lung [53, 54].
Somewhat intriguingly, another study involving the conditional
targeting of Stat3 in the lung epithelium reported a gender-
specific function of STAT3 during oncogenic KRAS-driven LAC, in
which epithelial Stat3 deletion in female and male mice resulted in
reduced and increased lung tumour burden, respectively [55].
Mechanistically, the contrasting pro- or anti-tumourigenic effect of
conditional ablation of Stat3 in the airway epithelium was
attributed to the increased or reduced NF-kB-induced expression
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of inflammatory chemokines (e.g. CXCL1) and cytokines (e.g. IL-6,
IL-17), respectively, in lung tissues that shapes either a pro-tumour
immunosuppressive or anti-tumour immune response in the
microenvironment [54, 55]. However, in our current study we did
not observe any gender-specific effects on tumourigenesis, nor
did we detect any changes in, for instance, CXCL1, IL-6 or IL-17
expression in the lungs of Kras®'?P mice either deficient for pS,55-
STAT3 or heterozygous null for STAT3.

Notably, a caveat with conditional (i.e. cell- or tissue-specific)
ablation of certain STAT family members, in particular STAT3 or
STAT1, is the alteration to cytokine specificity [49]. For example,
ablation of STAT3 in mouse embryonic fibroblasts induces a
molecular switch of IL-6 from a typical STAT3-driven pro-
inflammatory and pro-tumour response towards an ‘interferon-
type’ STAT1-driven response, the latter of which is generally
considered tumour suppressive in solid tumours [50, 56]. In this
respect, the reported anti-tumour immune response in the lungs
of female Kras®'*® mice harbouring epithelial-specific Stat3
ablation was associated with highly upregulated Ifng gene
expression, which would be expected to drive a STAT1-mediated
anti-tumour response [55]. Also, the conditional ablation of STAT3
in numerous cell types invariably provokes a marked in vivo
inflammatory response in tissues caused by the biased disruption
of STAT3-activating anti-inflammatory regulators (e.g. IL-10) at the
expense of pro-inflammatory cytokines (e.g. IL-6) that also signal
via STAT3 [57-59]. However, unlike STAT3-null (epithelial) cells,
cells harbouring the pS;,;A-STAT3 homozygous mutation (i.e.
Stat3*»>*) maintain their capacity to elicit certain STAT3-driven
cellular responses that are dependent on other post-translational
modifications retained in STAT3-SA mutant-expressing cells (e.g.
pY;0s) which are important for its function (including homoeo-
static) downstream of activating cytokines (e.g. IL-6, IL-10).
Therefore, the above compensatory mechanisms in STAT3-null
cells that alter the biological response of STAT3-activating
cytokines and lead to a tumour suppressor function are not
predicted to feature in cells expressing the STAT3-SA mutant.

We speculate that the above compensatory mechanisms may
also apply, at least in part, to a recent study reporting that the
ex vivo CRISPR/Cas9-mediated ablation of Stat3 (i.e. STAT3-KO) in
primary lung epithelial cell cultures from Kras®'?®;p53~'~ mice
reduces tumour latency, whereas oncogenic Kras mutant lung
epithelial cell cultures engineered to over-express either STAT3-
WT or a constitutively active STAT3-YeqoF mutant increases
latency, upon subcutaneous implantation in a xenograft tumour
model [60]. However, this engineered manipulation of STAT3
expression and activity in lung epithelial cultures also affected the
differentiation status of subcutaneous tumours (STAT3-WT and
STAT3-Yea0F, squamous cell carcinoma versus STAT3-KO, carcino-
sarcoma). Since previous studies targDeting endogenous STAT3 in
the native lung epithelium of Kras®'*® mice have not affected the
LAC histological tumour type [14, 53, 54], it is possible that the
artificial subcutaneous environment of transplanted tumour cells
and/or ex vivo culturing conditions of tumour cells may also skew
the functional outcomes of altered STAT3 signalling. Nonetheless,
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Fig. 7 _Heterozygous ablation of Stat3 suppresses Kras®'?P-induced LAC. a Representative immunoblots with the indicated antibodies of

Kras®'?P and Kras®'?P:Stat3~’" mouse lung lysates at 6 weeks post induction of oncogenic Kras via Ad-Cre inhalation. Each lane represents an
individual mouse sample. b Representative low-power (left panels) and high-power (right panels) photomicrographs showing H&E-stained
lung cross-sections from Kras®'*® and Kras®'?P:Stat3~/* mice at 6 weeks post Ad-Cre inhalations. Scale bars = 3 mm (left panels) and 300 pm
(right panels). ¢ and d Graphs depicting ¢ quantification of the percentage of lung parenchyma area containing hyperplastic AAH and
adenocarcinoma lesions, and d number of lesions present in the whole lung, in the indicated mouse genotypes at 6 weeks post Ad-Cre
inhalations. Data from 6 mice/genotype. **P < 0.01, unpaired t test. e Quantification of TTF-1-positive cells per high-power (HP) field in lung
lesions of the indicated mice. n =6 mice/group. **P < 0.01, unpaired t test. f Representative high-power photomicrographs of TTF-1-stained
lung cross-sections from Kras®'2® and Kras®'?":Stat3°*/** mice at 6 weeks post Ad-Cre inhalations. Scale bars = 60 pm. g Quantification of
PCNA-positive cells per HP field in lung lesions of the indicated mice. n=6 mice/groug). **P < 0.01, unpaired t test. h Representative high-
power photomicrographs of PCNA-stained lung cross-sections from Kras®'?® and Kras®'?P:Stat3°*** mice at 6 weeks post Ad-Cre inhalations.
Scale bars = 60 pm. qPCR gene expression analysis of i Myc, j Tfam and k Hif1a (normalised against 18 s rRNA) in lungs of the indicated mice at
6 weeks post Ad-Cre inhalations (n =5 mice/genotype). *P < 0.05, **P < 0.01, unpaired t test.
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we propose that the tumour suppressor role assigned to STAT3—
based on the endogenous ablation of Stat3 in lung epithelial cells
—may be more indicative of the altered compensatory transcrip-
tional outputs of others STATs (e.g. STAT1) and/or selective
impairment of anti-inflammatory STAT3-activating cytokines (e.g.
IL-10) that also exhibit tumour suppressive functions [61].
Although these mechanisms were not investigated in Kras®'?°
lung epithelial cells specifically lacking STAT3 [54, 60], our current
study overcomes these limitations since there remains sufficient
cytokine-driven homoeostatic endogenous STAT3 activity (e.g.
~50% upon heterozygous loss) within the native lung environ-
ment to prevent disruption of the transcriptional output of STAT1
whilst reducing the threshold of STAT3 oncogenic signalling.

Another key finding of our current study was that the
oncogenic role of pS;,,-STAT3 associated with the transcriptional
regulation of key nuclear-encoded genes involved in glycolysis
and mitochondrial function, namely those encoding HIF1a, MYC
and TFAM. While HIFIA and MYC have previously been
documented as STAT3-regulated genes [45, 47], to the best of
our knowledge we present the novel finding that TFAM is also
transcriptionally regulated by STAT3. Of note, our findings here
also build upon the previous report that TFAM is transcriptionally
regulated by MYC, thus highlighting the importance of the STAT3-
MYC axis in regulating TFAM expression and activity [62]. Indeed,
the suppressed expression of these three genes collectively in
both pS,,,-STAT3-deficient Kras®'?® tumour tissues and human
KRAS mutant LAC cells provides a robust molecular explanation for
the pronounced reduction observed in glycolysis and mitochon-
drial respiration upon pS;,,-STAT3-deficiency, which is turn results
in the reduced proliferative capacity of mutant KRAS transformed
epithelial cells. This notion is supported by a previous report that
blocking mitochondrial function with a mitochondrial electron
transport inhibitor (antimycin A) suppresses the in vitro growth
potential of human LAC cells [63]. Considering that MYC, in
addition to its role as a key regulator of glycolysis, is also a potent
stimulator of cell proliferation by transcriptionally inducing
numerous target genes encoding cell cycle regulators (e.g. cyclins,
cyclin-dependent kinases), the reduced expression of MYC alone
in pS;,7-STAT3-deficient LAC cells is likely to have a further
suppressive effect on LAC cell growth [44, 64]. With respect to
TFAM, in mouse keratinocytes mitochondrial-localised (pS;57)
STAT3 can bind to the mitochondrial genome by complexing
with TFAM and regulate the expression of mitochondrial genes,
and thus mitochondrial respiration [65]. This finding, together with
our current data, suggests the potential of pS;,,-STAT3 to
influence TFAM-dependent transcription of the mitochondrial
genome by regulating both the expression and functional
activation of TFAM.

Despite our in vivo demonstration that STAT3 was recruited to
the Tfam gene promoter, this was independent of pS;,7, since
STAT3 occupancy of the Tfam promoter was comparable in both
PS;27-STAT3-deficient and STAT3-WT-expressing Kras®'?® mouse
lungs. Rather, we reveal that pS;,,-STAT3 promotes oncogenic
KRAS-induced lung carcinogenesis by augmenting RNA polymer-
ase Il-mediated transcriptional initiation, but not elongation, of
STAT3-target genes, in particular Tfam, Myc and Hifla (and Socs3).
In this respect, we compare our findings here with those of a
recent study that, in the context of gastric cancer, reported
constitutive pS;,y; can drive the transcriptional activation of
STAT3-regulated genes by enhancing RNA polymerase II-
mediated transcriptional elongation, but not initiation [28]. In
the gastric compartment, while pS;,; was also not required for the
recruitment of STAT3 to the promoter of STAT3-target genes (e.g.
SOCS3), instead pS;,; facilitated the binding of STAT3 with RuvB-
like AAA ATPase 1 (RUVBL1/Pontin) and enhancer of rudimentary
homologue (ERH), both of which can directly modulate gene
transcription among their complex repertoire of activities, to
augment the transcription elongation phase by RNA polymerase |I
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[28, 66, 67]. While these divergent roles for pS;,,-STAT3 in
modulating the transcriptional elongation versus initiation of
STAT3-regulated mRNA transcripts may be attributed to cell- and/
or tissue-type differences (i.e. gastric versus lung epithelium), it
will be of most interest to undertake similar proteomic studies in
oncogenic KRAS-addicted LAC to identify interacting partners of
pS727-STAT3 that specifically facilitate maximal RNA polymerase II-
mediated transcriptional initiation of STAT3-regulated genes in
the transformed lung epithelium. Nonetheless, these observations
further emphasise how pS;,7-STAT3 can differentially modulate
discrete phases of the RNA polymerase ll-dependent transcription
cycle, namely initiation and elongation, of target genes in certain
cancer settings (i.e. pSer-STAT3 for initiation of gene transcription
in mutant KRAS LAC).

Collectively, our demonstration here of an uncoupling of pS;,,-
STAT3 from pY;o5-STAT3 in driving mutant KRAS LAC emphasises
the growing need for new therapeutic approaches to selectively
target pS;,; in STAT3 for evaluation in LAC and other KRAS-
addicted cancers associated with STAT3 activation (e.g. colorectal,
pancreatic).

MATERIALS AND METHODS

Clinical samples

Snap-frozen and formalin-fixed resected lung tissues were collected from
LAC patients and control LAC-free individuals (Supplementary Table S1)
upon formal written informed consent from either Monash Medical Centre
or the Victorian Cancer Biobank. Studies were conducted in accordance
with the ethical principles for medical research involving human subjects,
as stated in the World Medical Association Declaration of Helsinki and
Department of Health and Human Services Belmont Report. Ethics
approval was provided by the Monash Health Human Research Ethics
Committee.

Mice and treatments

The mouse strains Stat3*»** and Stat3~/* (harbouring heterozygous
knockout of Stat3) were individually backcrossed with Kras®'?®* mice on
the C57BL/6x129Sv background [9, 14, 29]. Randomly assigned
equivalent numbers of male and female mice aged 6 weeks received
adenoviral Cre (Ad-Cre) recombinase at 5x10° plaque-forming units
(University of lowa), or, as a control, equivalent volume (125 pl) of Modified
Eagle’s Medium as vehicle, by intranasal inhalation [10, 14, 15], and were
culled after 6 or 12 weeks. The reporting of these mouse studies conforms
with the Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments guidelines [68].
All mice were housed under specific pathogen-free conditions, and
experiments were approved by the Monash University/Monash Medical
Centre “B” Animal Ethics Committee. Where possible, the investigator was
blinded to individual animals being experimented on.

Histopathology, immunohistochemistry and
immunofluorescence

Dissected mouse and human lungs were fixed in formalin and then embedded
in paraffin for sectioning as before [14, 15]. Haemotoxylin and Eosin (H&E)
stained lung sections were subjected to blinded histological evaluation.
Immunohistochemistry was performed with Cell Signalling Technology
antibodies against pS;,,-STAT3 (Cat. No. 9134), pY;5-STAT3 (Cat. No. 9145)
and PCNA (Cat. No. 2586), BD Biosciences antibodies against CD45 (Cat. No.
550539) and B220 (Cat. No. 550286), Santa Cruz Biotechnology antibodies
against CD3e (Cat. No. sc-1127) and Tom20 (Cat. No. sc-11415), and a Novus
Biologicals antibody against TTF-1 (Cat. No. NBP2-29434), as per the
manufacturers recommended protocols. Apoptosis was assessed by the
TUNEL assay (Chemicon/Merck Millipore), as described previously [14, 15, 28].
Staining for positive cells was quantified on digital images of lung
photomicrographs (60x or 100x high-power fields) that were visualised using
Image J software (National Institutes of Health). Positive-staining cells were
counted manually (n=10 fields) within a grid that was placed over
photomicrographs with a random offset. In addition, the percentage of
staining positivity for PCNA and TTF-1 was measured in tumour areas of lung
sections using Aperio ImageScope software (Leica Biosystems). The staining
intensity of cells positive for either pS;,7-STAT3 or pY,0s-STAT3 in lung sections
was evaluated using the following system: 0 (none), 1 (weak), 2 (moderate) and

Oncogene (2022) 41:809-823



3 (strong). Multilabel immunofluorescence was performed on FFPE human
lung tissue sections using a DAKO Autostainer Plus (Agilent Technologies) with
the following primary antibodies: anti-pS;,7,-STAT3 (Cell Signalling Technology,
Cat. No. 9134), anti-pY;5s-STAT3 (Cell Signalling Technology, Cat. No. 9145),
anti-human CD45 (DAKO, Cat. No. M0701), and anti-human Cytokeratin (DAKO,
Cat. No. M351501-2). Secondary antibodies were as follows: anti-mouse Alexa
Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cat. No. 715-605-151) and
anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cat. No.
711-545-152). Slide scanning was performed on an Olympus VS120 research
slide scanner, and images were captured with an Olympus XM10 digital
camera. The following filters were used for detection of fluorophores: 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue, nuclear counterstain), Alexa Fluor 488
(pseudo-colour green, pS;,7-STAT3 or pY;os-STAT3), and Alexa Fluor 647
(pseudo-colour magenta, CD45 or Cytokeratin).

Cell lines and cell growth assays

The human A549 and NCI-H1299 LAC cell lines were maintained in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% foetal calf serum
(FCS), 1% penicillin-streptomycin and 1% L-glutamine (Thermo Fisher
Scientific). Human LAC cell lines were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) and were characterised/authenticated via short
tandem repeat profiling, and passaged for under 6 months after receipt. Cells
were routinely tested for mycoplasma contamination (MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit, Lonza) throughout the duration of experiments.
Cell viability (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide;
MTT (Sigma-Aldrich)) and proliferation (CellTiter-Glo Assay (Promega)), as well
as soft agar colony formation, were assessed as described previously [15, 46].
For crystal violet proliferation assays, cells (5 x 10°) were plated into each well
of a 96-well plate in triplicate, and were cultured over 96 h. Cells were fixed in
ice-cold methanol, then cell monolayers were covered with a 50% v/v solution
of glycerol in phosphate-buffered saline (PBS), following which upon removal
cells were stained in crystal violet solution (0.2% crystal violet, 2% ethanol,
ddH,0). Cells were washed extensively in tap water and allowed to dry, and
crystal violet was solubilised in 70% ethanol and absorbance measured at
570 nm using a ClarioStar spectrophotometer (BMG LABTECH).

Engineered human LAC cell lines

Human A549 and NCI-H1299 STAT3 knockout (KO) LAC cells were
generated by the genetic targeting of STAT3 (exon 3) using the CRISPR/
Cas9 system with self-complementary oligonucleotides (Sigma) comprising
single-guided RNA sequences, as described previously [46]. STAT3-KO cells
were reconstituted with lentriviral expression constructs (pLVX-IRES-
mCherry backbone; Clontech) for STAT3-WT, STAT3-SA, STAT3-SA/YF
STAT3-MTS and STAT3-YF, and reconstituted cells were sorted by flow
cytometry (for mCherry) to select cell populations with equivalent STAT3
expression levels, as before [28]. Using a similar strategy as published
previously [69], NCI-H1299 cells were transiently transfected with a
KRAS®™?Y mutant construct (Addgene, Cat. No. 46746; gift from D. Gough,
Hudson Institute of Medical Research, Melbourne, Australia). Briefly, NCI-
H1299 cells were plated in cell culture media for 24 h, following which cells
were transfected with pBABE-Puro-Kras*G12V construct using Fugene” HD
Transfection Reagent (Promega) according to manufacturer’s instructions.
The presence of the Kras*G12V construct in transfectants was confirmed by
PCR amplification of a 668 bp band (observed by 1.5% agarose gel
electrophoresis) using the following primers: pBABE-F, 5'-CTTTATC-
CAGCCCTCAC-3, and pBABE-R, 5-GGAATGTGTGTCAGTTAGGGT-3'. Immu-
noblotting and cell proliferation assays were performed at 24 and 72h,
respectively.

Immunoblotting

Total protein lysates were prepared from snap-frozen mouse lung tissue
and human LAC cell lines, and subjected to immunoblotting as described
previously with the following antibodies: pS;,,-STAT3 (Cat. No. 9134),
pY705-STAT3 (Cat. No. 9145), total STAT3 (Cat. No. 9139), TFAM (Cat. No.
80765) (Cell Signalling Technology), and Actin (Cat. No. A4700) (Sigma-
Aldrich) [15, 28]. Oxyblot assays were performed on lung lysates as
described previously [70]. Protein bands were visualised using the Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR) and quantified using Image J software.

Lactate assay

Lactate was assessed in protein lysates from human LAC cells or mouse
lung tumour issues using the L-lactate colorimetric assay kit (Abcam), as
described previously [71].
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Mitochondrial localisation assay

Cells were cultured overnight in an eight-well chamber (lbidi, USA),
following which cells were washed twice with ice-cold PBS and fixed with
ice-cold methanol. After PBS washing, cells were permeabilised with 0.1%
Triton-X in PBS, then blocked with CAS blocking reagent (Invitrogen, USA).
Cells were incubated with primary antibodies against STAT3 (Cat. No. 9139)
and AIF (Cat. No. 4642) (Cell Signalling Technology) overnight at 4°, then
washed and incubated for 1h at room temperature with Alexa Fluor
secondary antibodies (Invitrogen, USA). Nuclear staining was achieved
using DAPI.

Seahorse assay

The oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate
(EACR) of human LAC cells were measured using a Seahorse XF Cell Mito
Stress Test Kit (Agilent) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 5x 10* cells in DMEM plus 10% FCS were seeded in triplicate
overnight in Seahorse XF Cell Culture Microplates. On the following day,
each well containing sub-confluent cells at comparable cell density
were washed and incubated in Seahorse assay medium supplemented
with T mM pyruvate, 2 mM glutamine, and 10 mM glucose (pH 7.4) in a
37 °C non-CO, incubator for 1 h prior to assay. Oligomycin (1 uM), FCCP
(0.2 pM), antimycin (0.5 pM) and rotenone (0.5 uM) compounds were
then added to the Seahorse XFp Analyzer (Agilent) for calibration,
following which warmed assay medium was added to the cell culture
microplates for incubation (37 °C, non-CO,) for 45 min. OCR and ECAR
data were then recorded and analysed by Seahorse Wave Controller
software.

Quantitative chromatin immunoprecipitation (ChIP)

In vivo ChIP on mouse lung tissues was performed with antibodies against
pPY705-STAT3 (Cat. No. 9145) (Cell Signalling Technology), pSer2 RNA
Polymerase Il and pSer5 RNA Polymerase Il (Cat. No. ab103968) (Abcam), as
well as concentration matched Rabbit IgG antibody (Cat. No. 2729) (Cell
Signalling Technology), using methodology as described previously [28].
The percentage input was calculated using the 272" method [28]. qPCR
was performed with the following primers (Sigma-Aldrich): STAT3 binding
site on mouse Socs3 promoter, as well as RNA polymerase Il proximal Socs3
gene, forward 5-CACAGCCTTTCAGTGCAGAGT-3/, and reverse 5-TATT
TACCCGGCCAGTACGC-3’; Socs3 3’ UTR, forward 5-TCGGTCAGTAGGTCC
GAGAG-3, and reverse 5-AGGTAATTGCATGGCTGCTG-3/; STAT3 binding
site on mouse Tfam promoter, as well as RNA polymerase Il proximal Tfam
gene, forward 5’-agcctgactgacctggaattt-3/, and reverse 5’-cacatagagcagg
catggtg-3’; Tfam 3’ UTR, forward 5-GCAGGCACTACAGCGATACA-3/, and
reverse 5-TACCTTTCCCATTCCCTTCC-3’; STAT3 binding site on mouse Myc
promoter, as well as RNA polymerase Il proximal Myc gene, forward 5-
gtccgactcgectcactcaget-3/, and reverse 5'-caaccgtccgctcactcect-3'; Myc 3/
UTR, forward 5'-tccttctgacagaactgatg-3/, and reverse 5-CATTTCAAGGCCC
TATTTACA-3’; STAT3 binding site on mouse Hifla promoter, as well as RNA
polymerase Il proximal Hifla gene, forward 5’-ccctagctgcacacagacaa-3/,
and reverse 5-GCGCGGAGAAAGAGACAAGT-3'; Hifla 3' UTR, forward 5'-
TCAGCATTTCACCATTGCAT-3’, and reverse 5'-AAGGGACAAACTCCCTCACC-
3’; RNA Polymerase Il distal Socs3 coding, forward 5-GAGGCAGGAGGT
GATGGAG-3/, and reverse 5-TTGTTTCTCCCCAACACAGG-3’; RNA Polymer
ase Il distal Tfam coding, forward 5-CAAAGGATGATTCGGCTCAG-3/, and
reverse 5'-tccatttgcgattttccttc-3’; RNA Polymerase Il distal Myc coding,
forward 5’-TGCCACGTCTCCACTCACCAG-3/, and reverse 5/-
GCGGTTGTTGCTGATCTGCT-3; RNA Polymerase Il distal Hifla coding,
forward 5'-tgcaccaccacatcaactaaa-3’, and reverse 5-GGCTGGGAAAAGT
TAGGAGTG-3; RNA polymerase Il proximal TFAM gene, forward 5'-
tggtctcaagaccaccgaca-3’, and reverse 5-TCGGAGTTCAGAAATAGTAACG-3/;
RNA Polymerase Il distal TFAM coding, forward 5- AAGATTCCAAGAAGC
TAAGGGTGA-3/, and reverse 5-GAGTTTACTGTCTGGATATTCA-3’; RNA
polymerase Il proximal MYC gene, forward 5’- gcctcgagaagggcagggct-3/,
and reverse 5'-GGCCGCCCGCTCGCTCCCTCTG-3’; RNA Polymerase |l distal
MYC coding, forward 5’-gaatgtcaagaggcgaacac-3’, and reverse 5-TGGACG
GACAGGATGTATGCT-3'.

RNA isolation and gene expression analyses

Total RNA was extracted from snap-frozen mouse lung tissues and human
LAC cell lines using a RNeasy mini kit (Qiagen). Quantitative RT-PCR (qPCR)
was performed on cDNA with SYBR Green (Life Technologies) using the
7900HT Fast RT-PCR System (Applied Biosystems) as described previously
[15, 28]. Gene expression data acquisition and analyses were performed
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using the Sequence Detection System Version 2.4 software (Applied
Biosystems). Forward and reverse human and mouse primer sequences for
specified genes have been previously published [15, 28].

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism for Windows
version 7.0 software (San Diego). Significance between experimental
groups was determined by two-tailed Student’s t tests (unpaired or paired,

as

appropriate) or ANOVA (one-way or two-way) assuming normal

distribution. P <0.05 was considered statistically significant, as indicated
in figure legends along with experimental sample sizes, where relevant.
Experimental sample size estimates were based on power analyses
assuming a significance level (alpha) of 0.05 and a power of 80%
confidence of detecting a 25% difference between the means (standard
deviation of 15%), as well as on our previous studies [14, 15]. Data in all
figures are expressed as the mean * standard error of the mean.
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