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Via JAK-STAT: UNA VISION GENERAL

Arturo Valle Mendiola
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RESUMEN

La viadetransduccion de sefiales a través de las Janus-cinasas-transductores de la sefial y activadores de la transcripcion
(Jak-STAT) es esencial para la sefializacion de muchas citocinas. Esta via transmite informacion que se recibe de sefiales
polipeptidicas extracelulares, a través de receptores transmembranales, directamente a promotores blanco en el nicleo,
generando en consecuencia un mecanismo para regular la transcripcion sin necesidad de segundos mensajeros. Una
alteracion en la regulacion de la via de sefializacion Jak-STAT esta asociada con varias enfermedades humanas. Estudios
recientes han ayudado a entender los mecanismos reguladores que modifican la cantidad y calidad de la respuesta a esta
viade sefales. Enestarevision se da unavision general de esta via, de laestructura de las JAKs y STATs, asi como de algunos
farmacos inhibidores de la via.

Palabras Claves: JAK, STAT, cinasas, factores de transcripcion, dominio de pseudocinasa, dominio SH2, inhibidor,
AG-490, piceatanol.

The JAK-STAT pathway: a general view

ABSTRACT

The Janus kinase-signal transducer and activator of transcription (Jak-STAT) pathway is essential for the signal transduction
of many cytokines. This pathway transmits information received from extracellular polypeptide signals, through transmembrane
receptors, directly to target gene promoters in the nucleus, providing a mechanism for transcriptional regulation without
second messengers. Dysregulation of Jak-STAT signaling is associated with various human diseases. Recent studies have
helped to shed some light on regulatory mechanisms that modify quantity and quality of the signaling response. Here, we
summarize our current knowledge on Jak-STAT signaling and some of the known inhibitors of the pathway.

Key Words: JAK, STAT, kinase, transcription factor, pseudokinase domain, SH2 domain, inhibitor, AG-490),

piceatannol.
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INTRODUCCION

La via JAK STAT fue originalmente descubierta a través del
estudio de la transduccion de sefiales intracelulares inducidas
por interferon. Entretanto, se han encontrado un gran niimero
de citocinas, hormonas y factores de crecimiento que activan a
las JAKs y STATSs. Las proteinas JAK (Janus cinasas) son la
unica clase de proteinas con actividad de tirosina cinasa que se
asocian con receptores de citocinas. En la unién del ligando,
ellas activan a los miembros de la familia de Transductores y
Activadores de las Senales de Transcripcion (STAT).!

Las citocinas que se unen a los receptores de clase I o II
emplean laviade senalizacion de JAK-STAT para manifestar
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la mayoria de sus efectos sobre las células.?**

Los receptores de citocinas son clasificados dentro de varios
grupos con base a sus similitudes estructurales. Los receptores
de citocinas clase I, incluyen los receptores para la mayoria de
lasinterleucinas, por ejemplo, la familia que utiliza la subunidad
gp130odelalL-6(IL-6,IL-11,0SM,LIF,CT-1,G-CSF,IL-12,IL-
23, leptina, CNTF,NNT-1/BSF3),1a familiadel receptor de IL-2
o que utilizaalasubunidad yC (IL-2,1L-4,1L-9,1L-15,1L-21%)y
los receptores de cadena sencilla (EPO, GH, PRL, Tpo).® Estos
receptores no poseen actividad enzimatica intrinseca, como
actividad de cinasa o fosfatasa; tienen una estructura en el
dominio extracelular, consistente de aproximadamente 200
residuos de aminoacidos, que forman 14 hojasP plegadas
antiparalelas. Las siete hojasf3 del amino y las siete del carboxilo
terminal forman una estructura similar aun barril, que es semejante
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al dominio tipo ITI de la fibronectina. Estos receptores tienenun
patron conservado de residuos de cisteinas en el dominio amino
terminal, y una secuencia de TrpSerXTrpSer (donde X es
cualquier aminoacido) en el dominio carboxi terminal. En
contraste, no tienen unahomologia significativaen los dominios
intracelulares, pero siuna pequeasimilitud en laregion proximal
alamembrana.”®

Losreceptores de la familia del interferon (IFN-a/f3, IFN-y, las
interleucinas (IL-10,1L-19,1L-20, IL-22) son clasificados dentro
de la clase II de receptores para citocinas; estos poseen un
motivo analogo conservado en el dominio extracelular’. Este
dominio contiene otro patron de residuos conservados de
cisteinas, pero carece del motivo TrpSerXTrpSer.

Las STATSs pueden ser activadas por receptores con actividad
intrinseca de cinasa, como el EGF-R, CSF-1R y el PDGF-R.
Algunos miembros de los receptores acoplados a proteina G
han mostrado que pueden sefializar a través de las STATSs, por
ejemplo la angiotensina (AT1)%¢.

Hasta la fecha, se han identificado en los mamiferos cuatro
miembros de la familiaJAK (JAK1,JAK2,JAK3 y Tyk2, todas
ellas poseen mas de 1000 aminoacidos y se encuentran en un
rango de peso molecular que va desde 120 a 130 kDa) y siete
factores STAT (STAT1-STAT6),condosisoformasde STATS,
llamadas STAT5a y STATSb, que existen como dos genes
estrechamente relacionados.*!® Cada receptor de citocina
aparentemente se acopla a una serie especifica de JAKs y
STATS, aunque existe un traslapamiento sustancial entre los
diferentes receptores en diversos contextos biologicos.!! Estas
se muestran en la tabla 1.

Descubrimiento de la via JAK/STAT

Las investigaciones realizadas sobre la transcripcion inducida
por IFN llevaron al descubrimiento de la familia de las STATS.
Elelemento de respuesta genética estimulado por IFN-a (ISRE;
secuencia de nucleétidos AGTTTN, TTTCC) fue utilizado para
purificarporafinidad aun complejo de cuatro proteinas, el ISGF3
(factor genético estimulado por IFN-a) de células HeLa. Las dos
primeras proteinas descubiertas en este complejo son conocidas
ahora como STAT1a y STATI1[ (son iguales excepto por 38
aminoacidos del carboxilo terminal de STAT 1d, los cuales no se
encuentran en STATIP, como resultado de un empalme
alternativo deun solo ARNm). El siguiente miembro del complejo
es STAT2, que comparte mas del 44% de la secuencia de
aminoacidos idénticos y 62% de similitud con STATI, y por
ultimo p48, lacual no es unaproteina STAT, pero representa otra
familia de reguladores de la transcripcion llamada Factores
reguladores de IFN (IRFs).'2!* Dos STATs fueron identificadas
por busqueda de homologia en bibliotecas de ADNc, estas
fueron nombradas STAT3 y STAT4, se descubrid
inmediatamente que STAT3 es activada por el factor de
crecimiento epidermal (EGF) y la IL-6. Algunos factores de
crecimiento y las citocinas que comparten a la subunidad gp130
y sus homologos activan a STAT3. Solo la IL-12 es capaz de

estimulara STAT4. STAT5a fue purificada como el factor de la
glandula mamaria de oveja (MGF), este factor activa la
transcripcion de los genes que codifican para las proteinas de
laleche en respuesta a la prolactina. Una segunda proteina muy
relacionada, STATS5D, se descubri6 que es codificada por otro
gen. STAT6 fue purificado de timocitos humanos como el factor
de respuesta a IL-4.'4

STATI1 esactivada por el IFN-yy forma un homodimero que se
une a los elementos de la secuencia activada por IFN-y (GAS)
enlos promotores de los genes activados por IFN-y. Enrespuesta
al IFN-a, STAT1 forma principalmente el factor de transcripcion
ISGF3, el cual se une a los elementos de respuesta estimulados
por interferdn. La situacion se vuelve mas compleja en el caso
de IFN-y, yaque puede inducir la formacion de ISGF3 en ciertas
células. El homodimero de STAT1 y el heterodimero STAT1-
STAT?2 también se pueden formar en respuesta al IFN-q;
también en ciertas células el IFN-a puede inducir la formacion
del heterodimero STAT1-STAT3, aunque estos heterodimeros
se forman normalmente en respuesta a la IL-6 y a citocinas
relacionadas, las cuales comparten el receptor gp130. Los
homodimeros de STAT1 y STAT3 pueden formarse en esas
mismas condiciones.'

Una contribucion importante que resultoé de los experimentos
genéticos en células somaticas'*? fue la identificacion de las
proteinas requeridas para la respuesta inducida por interferon,
la cual fue determinada en la linea celular U1, que es deficiente
para el IFN-0/3, ya que ha perdido la tirosina cinasa Tyk2, un
miembro de la familia JAK. Estas células no responden al
tratamiento con IFN-a/3.14? Otras lineas celulares, que responden
alFN-0/f 0 IFN-y, mostraron ser deficientesen JAK1 0 JAK?2.!
Aunque es claro que las JAKs fosforilan a las STATSs, existen
receptores que pueden fosforilar directamente a las STATS sin
necesidad aparente de las JAKs.!

Funcién de JAK/STAT en células normales

Sehareconocido que el primer paso en el proceso de sefializacion
através de citocinas es la induccion por ligando de la homo- o
la heterodimerizacion de los componentes de los receptores,
cuyas regiones citoplasmaticas estan acopladas con moléculas
de sefializacion.'® El siguiente paso, de gran importancia, es la
transfosforilacion y activacion de las JAKs asociadas al receptor,
una vez activadas son capaces de fosforilar en residuos de
tirosina a las cadenas del receptor, creando sitios de union para
los dominios homologos a Src2 (SH2) de los Transductores y
Activadores de las Sefales de Transcripcion (STATSs), asi como
para otras moléculas, tales como la proteina adaptadora Shc.!”!8
Las STATSs son reclutadas por el receptor fosforilado, para que
a su vez sean fosforiladas por las JAKSs. Las proteinas STATs
después de ser fosforiladas, se dimerizan, se translocan al
ntcleo, y estimulan la expresion de los genes inducibles por
citocinas.!”!” Al parecer, las STATs se encuentran como
monodmeros libres en el citoplasma, sin embargo, datos recientes
apoyan la teoria de que estas moléculas también se encuentran
formando parte de complejos oligoméricos de alto peso molecular
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llamados STATosomas?’ (Valle Mendiola, datos no publicados).
Sehandescrito2 STATosomas: el STATosomal (200-400kDa)*
(Valle Mendiola, datos no publicados) y el STATosoma II (1-
2MDa)? se encuentran en el citoplasma. Se ha demostrado que
estos complejos pueden ser formados por STAT1, STAT3 o
STATS5%, de estos dos STATosomas, solo en el STATosoma
I se han encontrado STATS fosforiladas, tanto en el citoplasma
como en el nucleo? (Valle Mendiola, datos no publicados).

Las proteinas JAK/STAT también participan en sistemas de
receptores que no son de citocina, por ejemplo, las vias que se
activan por receptores con actividad intrinseca de tirosina
cinasatales,como el PGDF y el EGF, asi como de los receptores
con siete dominios transmembranales como el receptor de
angiotensina. Ademas, las STAT parecen tener un papel en la
sefializacion del receptor de TNF. Las STATs también
interactian en el nucleo con el receptor de glucocorticoides y
CBP/P300 y en ese contexto pueden funcionar como proteinas
que unen al ADN especificamente (a través del dominio de
unién al DNA) en vez de hacerlo como activadores
transcripcionales clasicos. Por ejemplo, STAT3 funciona como
moléculaadaptadorarelacionada con fosfatidilinositol 3-cinasa
en la via del receptor de interferon tipo I. Nuevas evidencias
indican que las STATSs pueden unirse directamente a las JAK
y no al receptor fosforilado en tirosina.!!

JAK1,JAK2y Tyk2 son expresadas de manera ubicua mientras
que JAK3 esta restringida a células de lineas mieloides y
linfoides’, aunque también existen reportes sobre la presencia
de una variante de empalme de JAK3 en células transformadas
de seno? y en células de cancer cervical, donde se encontro6 a
JAK3 activada constitutivamente.?

Las STATs han sido identificadas en Drosophila,
Dictyostelium, Caenorhabditis elegans, Anopheles, Danio y
Xiphophorus, pero estan ausentes en las levaduras'®. La mas
estudiada es el homoélogo de JAK llamado hop, en Drosophila.

JAKs

La primera proteina tirosina cinasa Janus (JAK) fue clonada en
1990. Debido a que no tenia una funcion aparente, una broma
circulante en esa época fue que JAK significaba “solo una
cinasamas” (Just Another Kinase). Esta percepcion peyorativa
se desvanecio con el descubrimiento de que Tyk2 (un miembro
de la familia JAK) es esencial para la sefializacion del receptor
deIFN.

En contraste, desde que las STATS (transductores y activadores
de la sefales de transcripcion) fueron aisladas como proteinas
de union al DNA de los genes inducibles por interferon, su
importancia fue reconocida inmediatamente®.

Las proteinas JAKs son un componente central en la regulacion
delasefializacion de las citocinas. Debido al papel critico de las
citocinas en la mediacion de la inflamacion y la inmunidad,
podria proponerse que la activacion constitutiva de las JAKs
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puede contribuir a los desérdenes hematopoyéticos y a las
enfermedades inflamatorias y de autoinmunidad?.

Varios eventos pueden observarse después de la activacion de
lasJAK, incluyendo: el reclutamiento y activacion de la via She-
Grb2-Sos-Ras-Rafl1-MAPK, llevando a la transcripcion de los
genes tempranos (c-fos, c-jun); segundo, el reclutamiento y
activacion de las STATs; tercero, la fosforilacion del sustrato
del receptor de insulina (IRSs), seguido por el reclutamiento y
activacion de la PI-3K*

Existen otras cinasas que pueden ser activadas por las JAK,
entre ellas se encuentra Pyk2 (AKB/RAFTK), la cual es un
miembro de la familia de cinasas de adhesion focal (FAK). Pyk2
es activada después de la estimulacion con IL-2 de una manera
dependiente de JAK; hay una asociacion fisica y fosforilacion
de Pyk2 por parte de JAK3, sugiriendo que Pyk2 es un
componente de laviade sefializacion de laIL-2 aunque de forma
independiente de la activacion de las STATs.?

Lasobreexpresion deuna JAK3 mutante (que carece del dominio
C-terminal, el cual posee la actividad de cinasa, pero conserva
la capacidad de union con el IL-2Ry) en la linea F7, resultaen la
inhibicion selectiva de la activacion de JAK1/JAK3 y de la
proliferacion celular inducida porlaIL-2. Dos genes inducibles
porlallL-2, c-fosy c-myc fueron dafiados, pero bel-2, no, lo cual
sugiere un papel critico de JAK3 en lasefializacion por IL-2 pero
ademas de la existencia de una via independiente de JAK para
el gen bel-2.7

Se ha propuesto que la AKT (PKB), una proteina con actividad
de cinasa de serina/treonina puede participar. La activacion de
AktporlalL-2 viaPI3-K y el rescate de las sefiales antiapoptoticas
y proliferativas de laIL-2 mediadas por PI3-K mediado por una
Akt activa constitutivamente indica que estas sefiales son
transducidas por Akt?,

Otra via que induce la activacion de las JAKSs involucra a la
ceramida. Se ha demostrado una intercomunicacion entre la via
JAK/STATylaviadelaesfingomielinasa (Smasa). Laceramida
puede activaraJAK?2, y por consiguiente a STAT1 y 3. Ademas
la ceramida ex6gena natural puede promover la uniéon al DNA
de STAT1/3,locualindicaque, probablemente, la CER endgena
es un segundo mensajero importante en los efectos de la
Smasa.”

Diversos resultados han mostrado que JAK1 juega un papel en
lamediacion de las respuestas bioldgicas inducidas por las tres
subfamilias de citocinas: Los receptores de citocina de clase 11
(receptores para IFNa/B, IFNy ¢ IL-10), los receptores que
utilizanalasubunidady_ (subfamilia dereceptores de IL-2)ylos
receptores que utilizan a la subunidad gp130 (subfamilia de
receptores de IL-6)° (Tabla 1).

Los resultados de los analisis de células y tejidos derivados de
ratones JAK 17~ demostraron que hay un requerimiento absoluto
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Proteina Familiadereceptores Fenotipo por deleciéon genética
Tyk2 IFN-0/f3,IL-10,1L-6,1L-12 No reportado
JAK1 IFN-a/B,IFN-y,IL-6,IL-11,0SM, LIF,CNTF, | Muerte perinatal
G-CSF,IL-2,1L-4,1L-7,IL-9,IL-13,IL-15,
EGF,PDGF, CSF-1
JAK2 IFN-y, IL-6,0SM, LIF, CNTF, leptina, [ Muerte embrionaria
IL-12,IL-13,IL-5,GM-CSF,EPO,GH,PRL,
G-CSF,EGF,PDGF,CSF-1,ATl1
JAK3 IL-2,1L-4,1L-7,1L-19,1L-15 SCID autosdémica, analoga a la deficiencia de y, ligada a X
STATI1 IFN-a/f, IFN-y, IL-10, IL-6,IL-11, OSM, | Defectos en las defensas antimicrobianas principalmente debido a la
LIF, CNTF, G-CSF, IL-2,IL-7, GH, PRL, | falta de respuesta a [IFN
PDGF,EGF,CSF-1,ATI
STAT2 IFN-y,AT1 No reportado
STATS3 IFN-y, IL-10, IL-6, IL-11, OSM, CNTF, | Muerte embrionaria
leptina, IL-12,1L-15,1L-2,1L-7,1L-9, GH,
G-CSF,EGF,PDGF
STAT4 IL-12 Pérdida de la respuesta a IL-12 como la diferenciacion de células Th1
STAT5a/b | IFN-y,IL-10.1L-2,1L-7,IL-9,1L-15,1L-3,IL- | STATS5a: Pérdida del desarrollo de la glandula mamaria y de la
5,GM-CSF,EPO, GH, PRL, G-CSF, Ieptina | lactogénesis
STATSb: Pérdida de la funcién de GH, incluyendo ausencia de
dimorfismo sexual en la tasa de crecimiento, expresion de genes en el
higado y reduccion de la fertilidad
STATSa/b: Pérdida de la proliferacion de células T periféricas en
respuesta a IL-2
STAT6 IL-4,1L-13,leptina Pérdida de la respuesta a IL-4 como la diferenciacion de células Th2
CNTF, factor ciliar neurotréfico; CSF-1, factor estimulante de colonias 1; EGF, factor de crecimiento epidermal; EPO, eritropoyetina; G-CSF,
factor estimulador de colonias de granulocitos; GH, hormona de crecimiento; GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos-
macrofagos; LIF, factor inhibidor de leucemia; OSM, oncostatina M; PGDF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; PRL, prolactina;
SCID, sindrome de inmunodeficiencia severa combinada.

Tabla 1. Unién de las proteinas JAK/STAT con receptores de citocina.

de JAK1 en la mediacion de la respuesta bioldgica a IFNa e
IFNy.3%32 Estos resultados establecen que JAKI1 es un
componente comtin de la via JAK/STAT, el cual es compartido
por todos los miembros de la familia de receptores de clase II,
es decir, a los receptores de citocinas; ademas, JAK1 en la
hematopoyésis, solo se asocia a receptores de citocina que
selectivamente inducen el desarrollo de poblaciones de células
linfoides.?

Otros resultados revelan que la respuesta mediada por el
receptor de IL-7 requiere aJAK 1 asi como aJAK3. Se demostro
que JAKT es el socio obligado de JAK3 para la induccién de la
sefial de supervivencia.

Los timocitos provenientes de ratones nulos para JAKI, no
responden a otras citocinas linfopoyéticas como laIL-2 y laIL-
4, ambos incorporan a y, como parte del complejo de receptor

activado.?® Estos resultados demuestran que la asociacion de
JAK1yJAK3 esnecesaria para inducir las respuestas biologicas
por los receptores que utilizan a la subunidad y. JAK1 no es
requerido por otros receptores hematopoyéticos, como aquellos
que unen a GM-CSF o G-CSF, los cuales se habia reportado que
activaban a JAK1 y JAK2 in vitro.>** Las células T periféricas
de ratones Knockout (KO) para JAK3 presentan caracteristicas
inusuales; exhiben en la superficie el fenotipo de células T
activadas o de memoria, pero no responden y son altamente
susceptibles a la apoptosis. Ademads, una gran parte de las
células KO con JAK3 proliferan in vivo.%

Las células T deficientes en JAK3 asi como las deficientes en
Y, se parecen a las células T activadas o de memoria ya que
expresan altos niveles de CD44 y CD69, y bajos niveles de
CDG62L. Esta activacion de células T periféricas parece ser
dependiente de la estimulacion antigénica, por lo que, es
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probable que las interacciones entre si mismas o con los
antigenos ambientales provoquen la activacion policlonal de
las células T deficientes en JAK3 y y >

En ensayos in vitro, se ha observado que las células deficientes
en JAK3 son incapaces de secretar IL-2 o de proliferar, ain en
presenciade IL-2 ex6gena.* Estos defectos proliferativos indican
que JAK3 es esencial para la sefializacion del receptor de IL-2.

Datos recientes muestran que las células T provenientes de
ratones deficientes en JAK3 oy, son mas propensas a la muerte
celular; se ha descubierto que las células T deficientes en la
subunidad y_expresan bajos niveles de bcl-2. Consistente con
estas observaciones, la IL-2 y las sefiales de JAK3-y previenen
laapoptosis por un mecanismo que involucra la sobreexpresion
de los genes anti-apoptoticos bcl-2 y bel-xL.

El analisis de ratones KO deficientes de JAK3 y de humanos
deficientes en JAK3 ha demostrado claramente el papel esencial
y no redundante de JAK3 en algunas vias de sefializacion
inducidas por citocinas. Por ejemplo, la sefializacion del receptor
paralL-2,al cual seune JAK1 pormedio delacadenaByaJAK3
por la cadena Y; si esta sefializacion es inhibida se produce el
sindrome de inmunodeficiencia severa combinada (SCID). En
una linea de células B provenientes de un paciente con SCID,
(esta enfermedad tiene como caracteristica que las células del
sistema inmune presentan una JAK3 mutada, la cual no es
cataliticamente activa, por lo que las células son JAK3-), por lo
que la IL-2 no induce fosforilacion de JAKI1, IL-2R[3 o de
STATS5.3634

JAK3 hasido recientemente implicada en el funcionamiento de
otros inmunoreceptores. Se ha demostrado una asociacion
constitutiva entre la proteina de superficie celular CD40y JAK3
en varias lineas de células B humanas, en donde JAK3 se activa
y fosforila a CD40. Esta asociacion ha sido encontrada en la
region rica en prolina, en una secuencia de ocho aminoacidos
enlacolacitoplasmicade CD40 que se parece almotivo Box 1 de
los miembros de la familia de receptores de citocinas. Ladelecion
de esta secuenciaresulta en la pérdida de la expresion de genes.
Ademas, se ha descrito una asociacion entre JAK3 y Sam68, un
intermediario asociado con el receptor de antigeno de células T
(TCR)!'. Interesantemente, timocitos procedentes de ratones
que han perdido a JAK3 tienen respuestas disminuidas a la
coestimulaciéon con anti-CD3 y anti-CD28 cuando son
comparadas con ratones que han perdido y, sugiriendo que
JAK3 puede tener un papel en la sefial mitogénica al estimular
al receptor de antigeno de los timocitos.!!

Sehademostrado que laIL-2 estimula principalmente aJAK3 en
comparacionaJAK1 enlinfocitos T humanosy enlalineacelular
YT.3® También se ha demostrado que la activacion de JAK1 no
se requiere para la activacion de JAK3 y STATS en las células
MOLT4%; lasobreexpresion de JAK3 resulta en su activacion®
y la activacion de JAK3 precede a la activacion de JAK1#;
ademas JAK3 puede autofosforilarse.*?
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Se ha demostrado recientemente la existencia de una activacion

jerarquica de las tirosina cinasas en la sefializacion mediada por
laIL-2, esto es, Lck puede funcionar en forma paralelaa JAK3,
mientras que Syk funciona como un elemento rio abajo de las
JAKsenlasenalizacionporIL-2.JAK3 puederegularlaactividad
cataliticade Syk viaJAK1 (ya que JAK3 fosforilaa JAK1, pero
noalainversa). LaactivaciondelaviaJAK3/STAT no depende
de Lck o Syk.*#

A pesar de la importancia de las JAKs, la regulacion de su
actividad enzimatica aun no es bien comprendida. En general,
lamayoriade las PTKs son sustratos para la fosforilacionen Tyr,
y este es un importante aspecto de su regulacion. Evidencia
experimental ha revelado que la autofosforilacion de residuos
criticos de Tyr en el dominio de cinasa de las PTKs es requerido
para la completa actividad de la cinasa. > Por ejemplo, se han
identificado losresiduos Y416 de c-Srcy Y1162 del receptor de
insulina (IRK)*#* como sitio criticos de autofosforilacion y
como reguladores positivos de la actividad de cinasa .

La fosforilacion de estos residuos usualmente se asocia con un
gran incremento en laactividad de cinasa, y, por el contrario, las
mutaciones en estas Tyr resultan en un marcado decaimiento de
la actividad catalitica. En contraste, la fosforilacion de otros
residuos de Tyr en las PTKs puede regular de manera negativa
la actividad de cinasa; un sitio regulador negativo importante
en c-Src es Y527, un sitio fuera del dominio catalitico.*

En el caso de JAK3, el residuo Y980 regula positivamente la
actividad de cinasa, mientras que el residuo Y981 lo hace
negativamente.*?

Una diferencia importante entre JAK1 y JAK3, es que son
reguladas de manera diferencial por fosforilacion en tirosinas
especificas dentro de sus respectivos dominios asas de
activacion (activation loop); para JAK1 se ha encontrado que
latirosina 1033 esrequerida paralaactividad de cinasa, mientras
que latirosina 1034 no es necesaria paralamismaactividad.** En
el caso de JAK3, existen ciertas diferencias entre los resultados
presentados por dos grupos (41, 42); uno de ellos menciona un
par de tirosinas diferentes dentro del asa de activacion (las
tirosinas 975-976), y adiferenciade JAK 1, la presencia de estas
tirosinas no es necesaria para la actividad de cinasa. Estos
resultados divergentes, pueden deberse a que ambos utilizaron
sistemas diferentes: en el sistema que utilizo células U4A*
todas las mutantes de JAK3 dentro del asa de activacion fueron
igual de eficientes en cuanto a su actividad catalitica, pero en
el sistema de COS-7*, la mutante Y981F mostr6 mucho mas
actividad que la JAK3 normal, mientras que JAK3 Y980F tuvo
una menor actividad.

Ya que se ha demostrado que la activacion de JAKI1 no es
requerida para la activacion de JAK3 y STATS en las células
MOLT4* y la activacion de JAK3 precede a la activacion de
JAK1#, estudios recientes se han enfocado a descubrir el
mecanismo de la fosforilacion de JAK 1 por JAK3, utilizando un
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péptido, que corresponde al asa de activacion de JAK1 (J1L)
(KAEITDKEY’Y!TVKD).JAK3 fosforilaaJ1L preferentemente
en Y, esto es, se fosforila primero una de las tirosinas (Y!?)
seguido de la liberacion del péptido monofosforilado; para
obtener el péptido difosforilado, es necesario que el péptido
monofosforilado se vuelvaaunira JAK3. Este mecanismo se ha
llamado distributivo. Ademas, el ATP y el péptido se unen de
maneraindependiente ala cinasa, de manerasimilaraloreportado
para las cinasas Src.*647

ESTRUCTURA DE LAS JANUS CINASAS

La familia de las Janus cinasas (JAK) consiste en cuatro
proteinas homologas en los mamiferos (JAK1, JAK2, JAK3 y
Tyk?2),cadaunaconsiste de 1100-1200 aminoacidos, organizados
en siete dominios de homologia Janus (JH), basados en su
similitud en la secuencia entre los miembros de la familia.!? 4850
Esta familia no posee los dominios clasicos de SH2 o SH3, y
excepto por el dominio catalitico, exhiben poca homologia con
otras proteinas tirosina cinasas.'>’® Las JAKs son tinicas entre
las proteinas tirosina cinasas, ya que presentan un dominio
catalitico C-terminal (JH1) yuxtapuesto con un dominio de
pseudocinasa (JH2).% 5!

Dominio N-terminal

Aunque la mitad N-terminal de las cinasas JAK contienen los
dominios JH3-JH7,los cuales son requeridos para lainteraccion
con el receptor en varios sistemas, la naturaleza precisa de las
interacciones aun no ha sido resuelta.!> Experimentos de
quimeras de JAK2-JAK1 en una linea deficiente de JAK2,
sugieren que los dominios JH7-JH6 de JAK2 son suficientes
para la asociacion fisica con el IFN-yR2 y para la activacion de
STATI1 inducible por IFNy. Experimentos usando auna quimera
de JAK1-JAK2, sugirieren que lamitad N-terminal (JH7-JH3) de
JAK 1 esrequeridaparaunirse al IFN-yRIy paralaactivacionde
STATI inducible por IFN.!%52

Enelsistemadel receptorde IL-2 (IL-2R), un fragmento de JAK3
que contenia a JH6 y JH7 pudo unirse a la cadena y,, pero la
reconstitucion de la respuesta inducida por IL-2 se mostré solo
con la region larga, que consiste en los dominios JH7-JH4.%
Aunque las regiones necesarias de las Janus cinasas para la
asociacion con el receptor se encuentran en la region N-
terminal, aun no se han definido las regiones cortas o los
dominios discretos requeridos para la union.'?

La region proximal a la membrana de la cola citoplasmica del
receptor de citocina, conocida como Box1/Box2, es esencial
para la transduccion y activacion de JAK. Las cinasas JAK se
unen directamente con esas regiones.>*

Aunque laregion Box1 es débilmente conservada, cadareceptor
presentaun motivo oregionricaen prolina dentro de Box1, ylas
mutaciones dentro de esta region pueden interrumpir la
asociacion. Un punto de mutacion (L271Q)enlaregion Box 1 de
la subunidad y, del receptor interrumpe la interaccion JAK3-y,,
y provoca inmudeficiencia combinada ligada al cromosoma X

(XCID).>® La unica proteina JAK o STAT para la que se han
reportado mutaciones “naturales” es para JAK3.% 2535505536

Estudios estructurales recientes han determinado que la region
JH3-JH4 muestra similitud conlos dominios SH2, y que laregion
JH4-JH7 constituye un dominio de homologia FERM (four-
point-one, Ezrin, Radixin, Moesin); este dominio FERM media
interacciones proteina-proteina.’’” El dominio FERM de JAK1
puede ser critico para la interaccion con la porcion citoplasmica
del receptor gp130.3¢

Dominio de pseudocinasa

La presencia de un dominio de pseudocinasa distingue a las
JAKs de otras tirosina cinasas.’! El dominio de pseudocinasa
(KL, JH2) muestra todas las caracteristicas de un dominio de
cinasa, excepto la actividad catalitica. No es muy claro el papel
de este dominio en la actividad de las JAKs, pero recientemente
se ha propuesto que este dominio tiene funciones conservadas
enJAK2yJAK3. Eldominio JH2 esrequerido para dos funciones
distintas en la sefalizacion por citocinas: (i) para la inhibicion
de la actividad basal de JAK2 y JAK3, y (ii) para la activacion
de la sefializacion inducida por citocinas. Los mutantes por
delecion del dominio JH2 son cataliticamente activos, activan
a STATS e interactian con otras JAKs, pero el dominio JH2 se
requiere para conectar estos eventos de sefializacion a la
activacion del receptor. Se ha propuesto que el dominio JH2
contribuye a la formacion de complejos JAK-receptor en
respuesta al ligando, donde JH2 actua como un switch que
regula la transduccion de sefales.*

Dominio de cinasa

El dominio de cinasa se encuentra en JH1 y muestra las
caracteristicas clasicas de una tirosina cinasa.®’ Estas incluyen
tirosinas conservadas que constituyen un componente critico
del asa de activacion; Y1038/1039 en JAK1, Y1007/1008 en
JAK2,Y980/981enJAK3yY1054/1055en Tyk2. Lafosforilacion
de estas tirosinas lleva a cambios conformacionales que facilitan
la unidn del sustrato.

STATs

Las siete proteinas STAT identificadas en los mamiferos se
encuentran en el rango de 750 a 800 aminoacidos. Ladistribucion
cromosOmica, asi como la identificacion de las STATSs en
eucariotes mas primitivos'®, sugiere que esta familia surgio de
un solo gene primordial.

Para que las STATSs se activen, necesitan ser fosforiladas,
usualmente por las JAKs. Los dominios JH2 de las JAK2 y 3 se
asocian directamente con STATS, 1y 3. Pero también esta el
modelo tradicional, el cual requiere que las STATS se asocien
primero con el receptor.

Ademas de los residuos de tirosina en las STATSs, algunas de
las STATSs también son fosforiladas en serina. Algunas STATs
contienen unaserina altamente conservada (Ser727en STAT1),
la cual es un sitio potencial para la fosforilacion en el dominio
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carboxi-terminal. En STAT 1 y STATS3, hay evidencia de
fosforilacion de esta serina in vivo, y se ha demostrado que esta
fosfoserina es requerida para una maxima actividad
transcripcional, aunque no todas las STATSs requieren la
fosforilacion en Ser para ejercer su actividad transcripcional %
Estudios posteriores demostraron que la fosforilacion en tirosina
de STAT1 no es un prerrequisito para la fosforilacion en Ser,
aunqueunaJAK?2 activa es requerida para ambas fosforilaciones.
Ya que la fosforilacion en Ser puede ocurrir sin la fosforilacion
en Tyr, es muy probable que la fosforilacion en Ser tenga lugar
en el citoplasma.®

Aun no es claro cual es la cinasa implicada en la fosforilacion
en Ser, pero existen algunas candidatas, por ejemplo, las cinasas
activadas por mitégeno (ERK, JNK o p38MAPK) tienen un
importante papel en la fosforilacion del motivo PMSP. Este
motivo, asi como el PSP son secuencias que contienen sitios
potenciales de fosforilacion en Ser por cinasas dirigidas por
prolina, particularmente la familia de las MAP cinasas. Las
STATSs 1, 3 y 4 contienen un motivo PMSP conservado entre
los aminoacidos 720y 730, lo que hace pensar que se trata de
posibles candidatos para ser fosforiladas por la familia MAP.%
Sin embargo, otros estudios indican que ERK?2 activado por
sucinasarioarriba, MEK 1, reprime la actividad transcripcional
de STAT3 inducidapor Src 0o JAK2. ERK?2 fosforilaaSTAT3 en
tres serinas (ser 727, ser 705, y una tercera serina cuya posicion
no se ha determinado). Se ha propuesto que la cascada de la
MAP cinasa puede regular negativamente las actividades de
STAT3 tanto porque disminuye la fosforilacion en Tyr, como
por su asociacion directa.® Tal vez diferentes niveles de
fosforilacion en Ser llevan a efectos opuestos en la actividad de
las STATs.

Las proteinas STATs pueden interactuar consigo mismas y con
otros factores de transcripcion. Por ejemplo, el analisis mutacional
de STAT3 indica que la formacion del homodimero requiere
residuos en las regiones C- y N-terminal.®® Se ha encontrado
actividad transcripcional cooperativa entre Juny STAT3[3 (esta
STAT3 cortahaperdido 38 aminoacidos del extremo C-terminal
de la forma larga (STAT30Q) y posee 7 aminoacidos mas en este
mismo extremo). Esta forma corta de STAT3 (STAT3p) es
transcripcionalmente activa bajo condiciones donde STAT3a
no lo es; STAT3B y c-Jun son capaces de activar
cooperativamente ciertos promotores.®’

Ademas de formar dimeros en respuesta al ligando, dos dimeros
de STATS pueden interactuar en sitios de union de baja afinidad
enserie, como en el caso del gene del IL-2Ra®; unresiduo clave
enlaformacion detetrameros de STAT esel Trp37. Este residuo
se encuentra conservado en todas las STATs.?’ Otras regiones
de las STATSs pueden interactuar con otras proteinas, por
ejemplo, la region de superenrrollamiento (coiled-coil) de los
residuos 1502200 de STATI esta involucrada en la interaccion
con p48. STAT1 también se une al factor USF-1, un miembro
de la familia “B zipper hélice-vuelta-hélice”, en la caja GAS/E™
STAT1 y HSF-1( factor de transcripcion activado por estrés) se
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unen junto aotros elementos al DNA paraactivarlatranscripcion
de Hsp90.™

Por otro lado, también podemos encontrar activacion de las
STATsen condiciones patologicas. Un ejemplo lo encontramos
en la linea Du-145 de cancer de prostata, donde una mayor
expresion de BRCAL resulta en una fosforilacion constitutiva
de STAT3 tanto en Tyr como Ser. Ademas, JAK1 y JAK2
interactian y son activados por BRCA1, indicandonos que esta
molécula puede modular la via JAK-STAT.” Otro ejemplo lo
hallamos en algunas lineas de cancer de seno. En 6 lineas
derivadas de carcinoma de seno se analiz6 la expresion de ErbB
ySTAT, laexpresiony activacion de las STATSs fue consistente.
Se descubrieron 2 niveles de activacion de STAT3 en cuanto a
suunion al DNA: (i) el efecto inducible por el EGF, requiere un
alto nivel de actividad de ErbB1 y de JAK; (ii) un efecto que
depende de un nivel alto de suero y es mantenida por una sefial
paracrina/autocrina y requiere a JAK, pero es independiente de
ErbB1. La activacion de STAT3 se correlaciond con
proliferacion.”> También se ha encontrado una activacion
constitutiva de STAT3 y 5 en lineas de cancer cervical; la
fosforilacion de las mismas aumenta con estimulo de 1L-2.%3

Laactivacion constitutiva de STATI, 3 y 5 ha sido demostrada
en leucemias cronicas y agudas, ya que estas proteinas median
respuestas celulares para factores de crecimiento. Enlaleucemia
cronicamielogénica, STATS es muy importante en lapatogénesis
de esta leucemia. Por el contrario, en la leucemia linfocitica
cronica, no se ha encontrado una activacion constitutiva de las
STATs.™

EsTRUCTURA DE LAs STATSs
Almenos siete STATSs han sido identificadas en los mamiferos,
tienen un tamafio de entre 90 y 115kDa.

Las STATs comparten algunos dominios con alta homologia.
Para formarlos dimeros, el dominio Src de homologia2 (SH2) de
un monémero se une a una fosfotirosina opuesta de otra STAT
o de alguna otra molécula; esta fosfotirosina se encuentra cerca
de C-terminal y esta altamente conservada. E1 dominio linker,
tiene una funcion poco definida. Sin embargo, mutaciones en
dos residuos dentro de este dominio en STATI eliminan la
respuesta transcripcional del IFN-y pero no del IFN-a.!>7 El
dominio de unién al ADN es muy cercano al N-terminal, y el
dominio N-terminal por si mismo esta involucrado en muchas
interacciones proteina-proteina y también en la translocacion al
nucleo asi como en la desactivacion de las STATSs.”

Dominio N-terminal

El dominio N-terminal comprende aproximadamente 130
aminoacidos, y estd conservado entre las STATs. Algunos
estudios sugieren que la dimerizacion de este dominio promueve
la union cooperativa a los elementos GAS.””>7® Otros estudios
han sugerido que el dominio N-terminal promueve lainteraccion
con el co-activador transcripcional CBP/p300” y que puede
regular la translocacion nuclear.®
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Dominio de superenrollamiento (coiled-coil)

Una cadena polipeptidica flexible une al dominio N-terminal con
el dominio de superenrollamiento. Este Giltimo dominio consiste
en 4 hélices a (aminoacidos 135-315). Puede interactuar con
proteinas como p48/IRF86, c-Jun, proteina de interaccion con
(Nmi) N-Myc y StIP.8"82 Estudios recientes muestran que este
dominio esta involucrado con la unién al receptor, con la
fosforilacion en Tyr y con la exportacion nuclear.®

Dominio de unién al DNA

Eldominio de union al DNA (aminoacidos 320-480) es un barril-
3 con un pliegue de inmunoglobulina. Esta estructura es una
reminiscencia de los dominios de union de las proteinas NF-kB
yp53.Lacooperatividad enlauniénal DNA parece serimportante
para una actividad transcripcional efectiva. Ademas,
probablemente el dominio de unién al DNA exhiba diferentes
conformaciones antes de la activacion, esto hace pensar en que
tienen posiblemente actividades adicionales.®

Dominio SH2 y motivo de activacién en Tyr

El dominio SH2 (Oresiduos 580-680) de las STATSs juega un
importante papel en la sefializacion, debido a su capacidad de
unir fosfotirosinas que se encuentran en motivos especificos de
otras proteinas; consistente con esta funcion, este es el dominio
mas altamente conservado en las STATs.

Este dominio consiste de hojas [ antiparalelas flanqueadas por
dos hélices a, las cuales forman un bolsillo. Una arginina
conservada (Arg602 en STAT1, Arg609 en STAT3) interacttia
con el fosfato.

Este dominio tiene tres papeles importantes en la sefializacion:
(i) participa en el reclutamiento de las STATSs al receptor de
citocina a través del reconocimiento de fosfotirosinas
especificas; (ii) asociacion con las JAKs activadas® y (iii) para
la homo o heterodimerizacion de las STATS.

Dominio de activacién transcripcional

La primera evidencia de que el extremo carboxilo terminal
contiene el dominio de activacion transcripcional (TAD)
proviene de los analisis comparativos entre la forma completa
de STAT1 y una variante de empalme, la isoforma STAT1[3, la
cual carece de los ultimos 38 aminoacidos en el carboxilo
terminal. Se han caracterizado isoformas truncadas en el C-
terminal de STAT3, STAT4 y STATS5. Estas formas parecen
funcionar como reguladores dominantes negativos.

Mecanismos de regulacién negativa de JAK-STAT
Existen mecanismos de regulacion para apagar la senal de
transmision después de la estimulacidon con citocinas; sin
embargo, se conoce poco acerca de estos mecanismos
reguladores negativos. Existe la regulacion negativa por
competencia del ligando con formas solubles del receptor de
citocina, que se generan por rompimiento proteolitico o por
empalmes alternos del ARNm. Otro mecanismo comun
utilizado por las células para prevenir la sefializacion continua

es la endocitosis del receptor.’?

Otro es el mecanismo de regulacion es la proteolisis.’® En
particular, la via ubiquitina-proteasoma, juega un papel
importante en la degradacion de un gran nimero de proteinas
celulares incluyendo a los factores de transcripcion.’® Las
proteinas blanco son primero cebadas con multiples moléculas
de la pequena proteina ubiquitina y entonces son destruidas
porel complejo del proteasoma.®#¢ Existen reportes que indican
el papel potencial de la proteolisis mediada por proteasoma en
la regulacion negativa de la actividad de STAT1 después de
estimulacion con IFN-y, estos estudios se realizaron en células
HelLa, las cuales se trataron con un inhibidor de proteasoma y
la ubiquitinacion y degradacion de STATI1 se redujo. La
ubiquitina puede también estar involucrada en la endocitosis de
los receptores de la hormona del crecimiento (GH)¥, y los
inhibidores de proteasoma también pueden prolongar la
activacion de las JAKSs, sugiriendo que el sistema ubiquitina-
proteasoma puede participar en varios pasos de la via de
sefializacion por citocinas.

En 1997, una proteina fue aislada, se inducia después de la
estimulacion por citocinas como laIL-6, IL-2.1L-3, IFN-y, entre
otras, e inhibia la transduccion de sefiales desencadenada por
estas citocinas, uniéndose a las JAKs. Estas proteinas son
conocidas por diversos nombres: SSI-1 (Inhibidorde STAT-1),
SOCS-1(supresor de las sefiales de citocina)®’ o proteina de
union a JAK, JAB.%%

Se ha reportado que SSI-1 se une a las 4 JAKs (JAK1, JAK2,
JAK3yTyk2)yposiblemente a otras tirosina cinasas como Tec,
Pyk2 y otras®, aunque existen otros reportes que indican que
la especificad in vitro de SSI-1 no ha sido bien definida.®’

Se conocen 8 proteinas relacionadas a SSI-1, las cuales tienen
2 dominios caracteristicos, un dominio SH2 y un dominio
carboxilo terminal conservado, el cual se hallamado motivo SC
(también llamado caja SOCS). Esta familia de proteinas muestra
un nuevo tipo de inhibicion de la actividad de tirosina cinasa,
através de la union independiente en la tirosina critica en el asa
deactivacion (activation loop) del dominio catalitico y uniéndose
al surco catalitico.®?*

Farmacos inhibidores de la via JAK-STAT

Ya que la inactivacion de las STATs muy probablemente este
relacionada con la inhibicion del crecimiento celular, se han
identificado una serie de inhibidores especificos para estas
moléculas; por ejemplo, se ha reportado que el piceatanol, que
es un inhibidor de tirosina cinasa, es capaz de inhibir
selectivamente la activacion de STAT3 y STATS a/b mediada
por IFN-a, mientras que STAT1 no es afectado; el piceatanol
también es capaz de inhibir a JAK1.%°

UnaSTAT] activaes esencial para los efectos antiproliferativos

del IFN-a'2, mientras que STAT3 es un oncogene®!, el uso de
inhibidores especificos como el piceatanol pueden tener un uso
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como agentes farmacologicos para inhibira STAT3 y STATS,
pero no a STATI, lo que probablemente desemboque en una
inhibicion especifica de células tumorales. Esto en base a la
observacion de que la linea celular CALO, que representa un
estadio menos avanzado, expresamasaSTATI1 que INBL, una
linea celular que proviene de un estadio mas avanzado y expresa
menos esta misma molécula (Valle Mendiola, datos no
publicados).

Un inhibidor de la via JAK-STAT es el AG-490, que es un
miembro de la familia de las tirfostinas, las cuales son derivados
del malononitrilo benzilideno. A concentraciones relativamente
bajas puede bloquear las formas hiperactivas de JAK2 en
leucemias linfoblasticas agudas (ALL), también bloquea
efectivamente laactivacionde STAT3.°%% Este inhibidor bloquea
laproliferacion mediada por IL-2 en células T e induce apoptosis
encélulasde ALL yno ejerce un efecto aparente en el crecimiento
de células T normales.”® El AG-490 se ha considerado un
inhibidorespecificode JAK2 en estudios realizados en ALL, sin
embargo, otros estudios sugieren que también es un inhibidor
de JAK3 (inhibicion de J3/S5a/b) y no tiene efectos sobre otras
cinasas (Lck, Lyn, Btk, Syk o Src)*

Estatirfostina es bien tolerada in vivo y no afecta el crecimiento
de células deficientes en JAK3 (Jurkat), por todos estos datos,
el AG-490 promete ser un agente terapéutico potencial en
enfermedades con JAK3 hiperactiva, alergias y desordenes
autoinmunes.®?

Por otro lado, los glucocorticoides (GC) son utilizados como
agentes inmunosupresores, los mecanismos moleculares de
inmunosupresion han sido ampliamente investigados. Dos
mecanismos importantes involucrados en este fenomeno son la
inhibicion de citocinas, quimiocinas y la produccion de moléculas
deadhesion, y laaccion antagdnica de citocinas anti-inflamatorias
comolalL-1yel TNF.Los GC también pueden tener interaccion
fisica directa con el AP-1y el NF-KB para inhibir su actividad
transcripcional.”* Recientemente se ha descrito que los GC
pueden inhibir a la via JAK-STAT por supresion de JAK3 e
inactivacion de STATS anivel de su fosforilacion. Lasefializacion
inducida por IL-2 fue suprimida en pacientes tratados con
esteroides. Esta inhibicion de la sefializacion por IL-2
probablemente contribuya a los efectos inmunosupresivos de
los GCsyalaeficaciadeestos en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias.”

Recientemente, otras moléculas se han involucrado con la
inhibiciéndelaviaJAK-STAT;tal es el caso de lahidroxilamina
derivada del sulfametoxazol (SMX-HA), este subproducto es
capaz de producir supresion en el crecimiento de células T en
concentraciones administradas durante el tratamiento; este
metabolito fue capaz de prevenir las fosforilacion de lavia JAK-
STAT en células mononucleares de sangre periférica.”

Un ejemplo de inhibidor disefiado para JAK3 lo encontramos
con el compuesto 4-(3°, 5’-dibromo-4’-hidrofenil) amino-6, 7-
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dimetoxiquinazolina (WHI-P97), pero sumecanismo no hasido
bien establecido.”® También se han desarrollado anticuerpos
que pueden inactivar a algunas de las STATS, por ejemplo, el
anticuerpo quimérico de ratéon anti CD20 humano, llamado
rituximab. Este anticuerpoy el anticuerpo anti-IL-10 disminuyen
lahabilidad de STAT3 paraunirse al DNA. Esta disminucion se
correlaciona con la disminucion de la expresion de Bel-2.7

LaviaJAK-STAT hasido ampliamente estudiada en los tltimo
afos, y se han logrado grandes avances en este campo, pero aun
queda mucho por descubrir, por ejemplo, si se pueden utilizar
las STATs como blanco para tratamientos de leucemias y de
otras enfermedades con una via JAK-STAT hiperactiva.

También es claro que las implicaciones de esta via en la
oncogénesis deben ser objeto de mayor atencion.
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