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INTRODUCCION

Las citocinas como grupo de sustancias comparten ciertas propiedades: 1) se
producen durante fas fases efectoras de la inmunidad natural y especifica, vy
sirven para mediar y regular las respuestas inmunes e inflamatorias; 2) la
secrecion es breve y autolimitada; 3) muchas citocinas son producidas par
diversos tipos celulares; 4) las citocinas actian sobre diferentes tipos
celulares. A esta propiedad se le llama pleiotropismo; 5) las citocinas a menuda
tienen multiples efectos sobre la misma célula blanco; 6) las acciones son a
menudo redundantes; 7) las citocinas a menudo influyen ea la sintesis v accién
de ofras citocinas; 8) las citocinas inician su accion uniéndose a receptores
especificos en la superficie de la céluta blanco. Estos receptores muestran a
menudo elevada afinidad por sus ligandos con constantes de disociacion entre
10 y 10™%; 9) la expresion de muchos receptares de citocinas estd reguiado
por sefiales especificas; 10) la mayor parte de las respuestas celulares a
citocinas precisan ARNm nuevo y ia sintesis proteica; 11) para muchas células
blanco, las citocinas actian como reguladores de la division celular, o sea,
como factores de proliferacion (1)

INTERLEUCINA 2 (1L.2)

La interleucina 2 fue una de las primeras citocinas en ser descubiertas, juega
un papel criico en la regulacion de la proliferacion de linfocitos, afectando asi
la magnitud de la respuesta inmune (2, 3). La IL-2 es producida por linfocitos
normales de sangre periférica, induce 1a proliferacion  de linfocitos T
estimulados con antigeno, ademas, modula in vitro & in vivo diversas funciones
en celulas del sistema inmune, favorece la proliferacion de célufas B y la
produccion de anticuerpos, asi como la produccion de una clase de moléculas
altamente conservadas en la filogenia. En términos generales, es posibie
afirmar que el efecto mas importante de la IL-2 es la estimulacién autécrina
de celulas T, las cuales presentan receptores de iL-2. Ademas, la IL-2 fleva a
cabo las siguientes funciones (1, 4)

1} Reguta el crecimientofactividad de células citotéxicas.

2) Aumenta la produccion de interferon gamma.

3) Modula la expresion del receptor de IL-2.

4) Reguia la actividad tumoral

Inicialmente fue denominado factor de crecimiento de células T (TCGF), factor
mitogénico de timocitos (TMF), factor auxiliador de células asesinas o factor
coestimulador (KHF), en [a actualidad se le conoce como IL-2 (5)

£l gene que sintetiza la 1.2 tiene 3662 bases con 3 intrones y esta localizado
en el cromosoma 4. |La IL-2, tiene un peso molecular de aproximadamente 15-
18 kDa, el cual depende del grado de glicosilacion, con un punto isoeléctrico de
6.8-8.2. Es sintetizada como un polipéptido de 153 residuos de amincacidos
{aa). Los primeros 20 aa representan una secuencia seftal insertada para
producir el factor maduro. La proteina madura contiene 3 residuos de cistelna,



dos de los cuaies forman una unidn disutfuro que es requerida para la actividad
biolégica. La estructura tridimensional se determiné usando cristalografia de
rayos Xy se demostré que es una proteina compuesta de un centro compacto
de 4 helices a paralelas, conectadas por tres uniones (6).

Son limitados los tipos celulares que producen IL-2, entre los que se
encuentran las células T CD4 (Th1) y en menores proporciones las células T
CD8

La [L-2 promueve la progresion de linfocitos T a través de la fase G1 dej ciclo
celular incrementando el pH infracefular, induce la expresién de su receptor
(iL-2R), de ios genes c-Myc, c-Myb, estimuta la actividad citotbxica y
produccion de citocinas en las que se incluye el interferdn-y. También
promueve ia profiferacién de Linfocitos Granulares Largos (LGL), aumenta ia
actividad de las células asesinas naturales (NK) e incrementa la proliferacion
de monocitos, células B activadas y células oligodendrogliales y mas
recientemente se le considera como inmunoestimulador del cerebro (7, 8).

Se ha demostrado que Ia IL-2 puede actuar negativamente en la regulacién
del crecimiento celular programado de tas células T maduras a apoptosis, lo
cual sugiriere que la IL-2 libera varias sefiales a través de su receptor en un
amplio rango de tipos celulares, via una interaccion con su receptor (9).
También se ha demostrado que el efecto de la IL-2 no esta limitado a2
poblaciones de células inmunes, ya que se ha descubierto que media Ia
profiferacion y fa expresion de Factor de crecimiento Transformante B (TGF-B)
y la lectina mac-2 en iineas epiteliales intestinales de ratas pequefias,
mostrando que la IL-2 producida por la mucosa intestinal incrementa la
migracion celular epitelial en un modelo irt vitro, y sugiere que ésta puede jugar
un importante papel en la reconstitucion epitelial y cicatrizacion in vivo cuando
se presentan herdas intestinales, inflamaciones, infecciones, y radiaciones
{10).

Otros  de los efectos de la IL-2 es su capacidad antiviral, presenta un papel
importante en el rechazo de injertos y debido a que es considerada un potente
activador de células inmunocompetentes, ha sido empleada durante los
ultimos afios en importantes protocolos de tratamientos clinicos, con el
proposito de estimular y mantener la actividad de células citotoxicas en
enfermedades malignas, particularmente en carcinoma renal y melanoma
maligno (11), en donde se han obtenido resultados interesantes de rechazo
fumoral. En la actualidad se tienen reportes de ofra citocina conocida como 1L.-
15, que tiene ciertos efectos bioldgicos semejantes a IL-2.

RECEPTORES DE CITOCINAS
Las citocinas, al igual que las honmonas proteicas necesitan unirse a un
receptor para llevar a cabo sus funciones. La principal funcién de los
receplores de las citocinas es convertir una seial extracetular en una sefal
intracelular. Todos los receptores de citocinas conocidos son proteinas



ransmembranales vy el dominic exiracelular se une a ia citocina
proporcionando ios medios de deteccion extracelular (1)

Los receptores de citocinas son clasificados denfro de varios grupos sobre la
base de sus similitudes estructurales. los receptores de citocinas clase |
(Fig.1) (también conocidos como receptores de hematopoyetina), incluyen los
receptores para la mayoria de las interfleucinas (iL-2 a la 1L-7, IL-9}, Factor
estimulador de colonias de granuiocitos (G-CSF), eritropoyetina (EPO), factor
inhibidor de leucemia (LIF), oncostatina M (OSM), factor ciliar neurotrofico
(CNTF), homona de crecimiente (GH) y prolactina. Estos receptores no
poseen actividad enzimatica intrinseca, como actividad de cinasa o fosfatasa,
pero tienen una estructura distinta en el dominio extracelular, consistente de
aproximadamente 200 residuos de aminodcidos, que forman 14 hojash
plegadas antiparaielas. Las siete hojasf del amino y las siete del carboxi-
terminat forman una estructura similar a un banil, que es semejante al dominio
tipo 11l de la fibronectina. Ademas, los receptores tienen un patron conservado
de residuos de cisteinas en el dominic amino terminal, y una secuencia de
TrpSerXTrpSer {donde X es cualguier aminoacido} en el dominio carboxi-
terminal. En contraste, no tienen una homoiogia significativa en los dominios
intracelulares, pero si una pequefa similitud en la regiébn proximal a la
membrana (12, 13).

Los receptores para IFN e IL-10 son clasificados dentro de la clase II de
receptores para titocinas; estos poseen un motivo analogo conservado en el
dominio extracelular (12). Este dominio contiene otro patrén de residuos
conservados de cisteinas, pero carece def motivo TrpSerXTrpSer. Ademas hay
algunas otras diferencias estructurales entre las familias de receptores como
en fa familia de receptores para el TNF (14,12), la familia del receptor para el
factor de crecimiento transformante (TGF) (15), la superfamilia de las
inmunoglobulinas (16,12), receptores de quimiocinas y los receptores de
tirosina cinasa {12).

Experimemos de reconsfitucion con receptores de citocinas clonados han
revelado que los receplores funcionales de citocina de clase | y I consisten de
multiples subunidades entre homodimeros y heterodimeros de los miembros de
alguna de estas familias de receptores. A continuacion discutitermos
brevemente la estructura de los receptores de citocina de clase |, en los que se
incluye al receptor para jL-2.
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Fig.1 subfemilias do 105 receptores de clase |. Ei motvo comiin entre 1os receptores de citocina de clase 1
se muestra sombreado, jos residucs conservados de aisteina ¥ la secuencia TrpSerXTrpSer dentro de! motivo
comdn se muestra en lineas delgadas y gruesas, respectivamente. (modificado de 12).

SUBFAMILIA DE RECEPTORES PARA IL-3

La IL-3, el GM-CSF y la IL-5 son citocinas con varias similitudes. Su
estructura terciaria total es similar y consiste de cuatro hélices o, a pesar de
que sus secuencias primarias son diferentes. Aunque ejercen su funcién
especifica en sus célufas blanco particulares, inducen sefiales similares y
exhiben efectos bioldgicos parecidos en las células blanco comunes como los
eosinofilos. Ademas, las tres citocinas compiten por los receptores de alta
afinidad en las mismas células hematopoyéticas que expresan el receptor. Los
receptores de alta afinidad para IL-3, GM-CSF e IL-5 consisten en una
subunidad o especifica de citocina y una subunidad B comin () (17). Las
subunidades ¢ son componentes de unidén primaria de citocina y se unen de
manera especifica con muy baja afinidad estando solas. En contraste la
subunidad . N0 se une a ninguna citocina por si misma, pero es necesafia
para la unién de alta afinidad de las tres citocinas asi como para la
transduccion de senales. Asi, 1a competencia cruzada en la union al receptor
es debida a la subunidad ., que también es responsable de las acciones
comunes de estas citocinas.

Los dominios citoplasmaticos de las subunidades « y B son requeridos para la
transduccion de senales; la expresion de ia subunidad a especifica de citocina
es responsable de la especificidad de la union a ta citocina y, posiblemente, por
induccion de senales intracelulares especificas de citocina también (17) (Fig.1)

SUBFAMILIA DE RECEPTORES DE IL-6
Un segundo subconjunto de citocinas similares estructural y funcionaimente
son: L8, UIF, OSM, IL-11 y CNTF (18, 12). Como en la subfamilia de {L-3,




estas citocinas exhiben efectos bioclégicos muy similares en sus células blanco
comunes. De hecho, los receplores de esta citocinas comparten una
subunidad comdn, gp130, la cual es esencial para la transduccién de sefiales.
La IL-6 se une a una proteina de baja afinidad de 80kDa (IL-6a); el complejo
IL-8/IL-6¢. entonces induce homodimerizacion de la gp130 a través de una
union de disulfuro y la activacién de 1a tirosina cinasa acoplada al receptor, el
cual es un paso crucial para la sefializacién (19,12). En un segundo ejemplo,
el LIF, se une a la profeina de unién de LIF de baja afinidad (LIFBP), la cual
es estructuralmente similar a la gp130, e induce heterodimerizacion de LIFBP y
gp130 (12). La OSM se une a la gp130 con baja afinidad y también induce
hetercdimerizacion de gp130 y LIFBP, a su vez el CNTF se une al CNTFRa, el
cual, es homodlogo de I_-6a, e induce heterodimerizaciéon de gp130 y LIFBP
(12).

La IL-11 tiene varias funciones simifares a las de IL-6 y anticuerpos anti-gp130
bloguean la funcion de iL-11, por o que es probable que la gp130 sea parte del
receptor de [L-11 (20). Finalmente, la L-12 es una cifocina heterodimérica, fa
cual consiste en una subunidad parecida a IL-6 y una subunidad similar & IL-
8, lo cual sugiere la posibilidad de que el receptor para I.-12 este
esfructuralmente relacionado con gp1 30 o LIFBP (12) (Fig.1).

SUBFAMILIA DE RECEPTORES DE IL-2

Las estructuras terciarias de IL.-2, IL4, IL-7 e IL-9 son similares, y todas estas
citocinas tienen actividad de factores de crecimiento para ceélulas T en
diferentes etapas dei desarrollo de las mismas. El receptor de alta afinidad
para IL-2(Ks = 10 pM) consiste de tres subunidades, «, B ¥ v {3). Mientras que
la cadena a se une so0la a la IL-2 con baja afinidad (Ky = 10nM), ni el IL-2R ni
el IL-2Ry se unen solos a la IL-2; sin embargo, la combinacién de $y v se une
a la IL-2 con afinidad intermedia {Ks= 1nM) y fransmiten Ia sefial en ausencia
de la subunidad «. Las subunidades § vy v, pero no la subunidad ¢, pertenecen
a la familia de receptores clase | y son indispensables para la sefializacion (3).
En el gene de H-2Ry fue mapeado e! locus responsable de la
inmunodeficiencia severa ligada a X (XSCID) (2), los defectos en el {L-2Ry
resultan en un fenotipo mucho mas severo que [as desmregulaciones inmunes
debidas a deficiencia de IL-2, sugiriendo gue esta subunidad esta también
implicada en la accidn de ofros receplores que son importanies parma la
maduracion timica. Por ejemplo, el receptor para IL-4 se une a IL4 con una
alta afinidad relativa (Ks=200pM), pero la afinidad de la union fue incrementada
por la coexpresion de IL-2Ry (21,22). La IL-4 induce fosforitacion en tirosina en
células L que expresan [L-4R e WL-2ZRy, pero no en las que expresan el IL-4R
solo (21). Asimismo, a unién de IL-7 al IL-7R aumento con la expresion de IL-
2Ry; ademds, los anticuerpos confra IL-2Ry inhibieron la funcién de IL-4 y de
IL-7, eslos datos en su conjunto nos indican que I1L-2Ry es parte de los
receptores para |L-4 e IL-7. Debe notarse que mientras los receptores para IL-2



e IL-4 comparien a L-2Ry, las sefiales inducidas por estas dos cifocinas son
totalmente diferentes, incluso en las mismas células blanco; por ejemplo, el
patrén de fosforilacion es muy diferente entre las dos citocinas. La 1L-2 induce
la aclivacion de Ras y Raf, mientras que la IL-4 no 1o hace (2). Al contrario de
las subfamilias de la IL-3 y de fa IL-8, fa 1L.-2Ry es compartida por citocinas con
diferentes patrones de seiializacion (2) (Fig.1).

RECEPTOR DE H.-2 (IL-2R})

El receptor para 1L-2 (L-2R) es  un complejo proteico formado por tres
subunidades o cadenas « (p55), B (p75) y N0O(p64); las cuales se  expresan
unidas no covalentemente en la supetficie de linfocitos T, B, NK, macrdfagos v
monocitos (23). Asi mismo se ha detectado su presencia en células normales
no hematopoyéticas como gueratinocifos, células intestinales, oligodendrocitos,
células de origen nervioso, células endoteliales de corddn umbilical,
fibroblastos de médula 6sea, fibroblastos embridnicos humanos y células
pituitarias (Fig. 2) (24,25).

BAJA. AFINIDAD ALTA AFINIDAD MEDIANA AFINIDAD

cisteinas
conservadas
214 28

region WSXWS

region rica en serina

region acida
286 aa

regiéi rica cn prolina

Fig. 2. Esquema de tas tres clases de receptores para IL-2 B! de Baja afinidad es formado por la cadena
ao; ata afinidad formado por las cadenas o, B y v. s afidad intermedia es formada por las cadenas p y y Las
cadenas f§ y v son miembros de la superfamilia de receptores de citocinas, ¢on cuatro misteinas conservadas
(dos pares de bamas) y una regidn  Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS). Los tamaios de los dornios de
aminoécidos {(aa) ctoplasmaticos y extracelulares se muestran para cada cadena. En la regién cioplasmética
delacadena B se observan las regiones ricas en senna, prolina y Ia regién acida, involucradas en tz sefal
de transduccion intracelular,

CADENA o DEL RECEPTOR DE IL-2 (IL-2Ra)

El IL-2Ra descrito originalmente como el antigeno Tac es una glicoproteina
de 55-kDa (p55) capaz de unirse a IL-2 con baja afinidad, con una constante
de disociacion Ky = 10 nM. Su expresion es inducida en células T activadas
con mitégeno o antigeno. Esta compuesta de 251 aminoéacidos (aa), asi como



un péptido sefial de 21 aa de longitud. La estructura primaria det IL-2Ra no
muestra una secuencia homdloga importante cont ofras moléculas de
receptores conocidos (28) vy no pertenece a la familia de receptores ciase | de
citocinas(3).

Los 219 aa terminales forman un dominio extracelular, Este domninio contiene
dos sitios potenciales de glicosilacion de unién N y maltiples sitios de posibles
uniones a carbohidratos. Los multiples residuos de cisieina identificados
participan en la formacion de enlaces disulfuro requeridos para unirse ala it~
2. Un segundo dominio contiene una regidn hidrofébica simple proxima al
carboxilo temminal {(COOH-terminal) de 19 aa, la cual es una regidn
transmembranal. El tercer y Gitimo domtinio es una region citoplasmatica muy
corta de 13 aa, que contiene aa cargados positivamente. Los sitios potenciales
aceptores de fosfato (serina y treonina, pero no lirosing) estan presentes en el
dominio intracitoplasmatico. Ei gene que codifica para el IL-2Ra consiste de 8
exones y 7 intrones empalmados en una distancia minima de 24 Kb, esta
iocalizado en el cromosoma 10 (29).

CADENA p DEL RECEPTOR DE iL.-2 {IL-2Rp)

Ensayos de afinidad posteriores a la caracterizacidon de la cadena «
identificaron bioguimicamente otro componente del iL-2R (30). La estructura
de este componente, la IL-2Rp (p75), fue confirmada a través de la expresién
clonal de ADN para el IL-2Rp humano, usando anticuerpos monoclonales
contra el 1L-2Rp (31).

la cadena B es una proteina transmembranal que consiste de 551
aminoacidos. La proteina presenta una secuencia sefial seguida de 525
residuos de aminocacidos que forman la profeina madura del IL-2Rf. La
porcion citoplasmatica del IL-2Rf es mas grande que el {L-2Ra, perc ésta no
contiene ningtin dominio aparente de cinasa. Esta proteina es rica en prolina
(24/286) v residuos de serina (30/286), v esta notablemente inclinada o torcida
por los aminoécides cargados negativamente, por lo {anto, esta region contiene
40 aa cargados negativamente (dcido glutamico y aspértico), y solamente 18
@a cargados positivamente (lisina y argining). Esta  inclinacién  es
particularmente evidente en la porcidén media de esta region (aminoacidos 345-
390). La regidn citoplasmatica del IL-2RB puede ser dividida en tres
subregiones basadas en su composicion de aa. Estas subregiones han sido
designadas como la “region rica en serina”, “regién acida” y “region rica en
prolina”; esta subunidad presenta una constante de disociacion de méas de 100
nM (32).

El gene del IL-2RpB consta de 10 exones y 9 intrones empalmados en 24 Kb
en el cromosoma 22q. La forma madura del IL-2Rp, deducido por 1a secuencia
de nucledtidos que consiste de 525 residuos de aa, pertenece a ia superfamilia
de receptores de citocinas de clase [, con un factor comdn de dos pares de
residuos de cisteina conservados cerca de la region amine terminal y un Trp-
Ser-X-Trp-Ser (WSXWS, region WS) en el dominio extracelular (33). La regidn
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WS es importante parata  union al ligando vy la transduccion de la sefial, que
a su vez son faclores para la formacion del IL-2R funcional; mutaciones
puntuales en el sitio de la regidn WS del IL-2Rp disminuye su capacidad
de union a la 1L-2 (34). E! dominio citoplasmatico que consiste de 286 residuos
de aa, es suficientemente largo para contribuir a la transduccion de la sefal
intracelular. El dominio citoplasmético contiene una region que esta
involucrada en la transduccian de [a sefal, tal como la regién 1, rica en serina
y regiones ricas en prolina. Ademas se demositrd que la transfeccién de la
cadena p75 en células linfoides induce la expresién de un receptor funcional de
afinidad intermedia y con actividad transduccional (35).

En muchos casos, como en el de IL-2R(3, las regiones proximaies a la
membrana del receptor son necesarias para la mitogénesis. El dominio
citoplasmico de IL-2RpB se acopla con p58 , Syk y Jak1i, (2, 26). La proteina
tirosina cinasa de Ia familia src p56 ", se asocia con la regidn acida
citoplasmatica de la IL-2RB  (Fig.3) (2). Por otro lado, la cinasa Syk se asocia
con la region rica en serina (Fig.3), una regidn requerida para la induccién de
profiferacion celular inducida por IL-2 (2). La asociacién de Jak 1 con el IL-2R
es selectiva: Jak 1 se asocia con IL-2Rp via la region rica en serina (2). La
region rica en senna y la regidn acida de ta IL-2RpB son requeridas para ia
activacion de p56™* despues de la estimulacion con IL-2, indicando que la
interaccion fisica de p56'™* con la region acida es necesaria, pero no suficiente

para activar a Lek (36,2); 1a activacion de Syk por la IL-2 requiere de la region
rica en serina (2).

CADENA y DEL. RECEPTOR DE IL-2 (IL-2Ry)

Basandose en la secuencia de aa, se aisld el clon completo de ADN que
codifica una molécula de 64 kDa, demostrando que ésta es el tercer
componente del IL_-2R conocido como cadena y (IL-2Ry), del receptor para iL-2
(37). La fornma madura de la cadena, p84, consiste de 347 residuos de aa con
una secuencia tipica que lo incluye en la familia de receptores de clase |, tal
como la cadena B (3). El dominio extracelular contiene una region de leucina
tipo cremallera, pero no se sabe si esta regidn esta implicada en alguna
funcidn del receptor. Este dominio citoplasmatico contiene 86 residuos de aa,
presenta la region conocida como  SH2, la cual es homébioga a los dos
subdominios de la regidn de homologia 2 de Src {SH2) compuesta de 5
subdominios conservados (38).

Se sugiere que este componente especifico celular ahora conocido como  1L-
2Ry, esta involucrado en la formacion de Jos receptores de IL-2 de afinidad alta
e intermedia. El IL-2Ry (p64) puede ser coprecipitado con ei IL-2RB en
presencia de IL-2 en células iinfoides produciendo el IL-2R de alta afinidad.
Recientemente el ADN de fa cadena del IL-2Ry humano fue clonado, v las
secuencias completas de nucledtidos  fueron determinadas. De aqui se
propone que la proteina posee 22 aa en el extremo amino terminal y con 347
aa mas se conforma la proteina madura. En esta cadena, las regiones de los
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aminodacidos 232, 29 y 86 constituyen ia longitud extracelular que atraviesa la
membrana y Ia region citoplasmatica respectivamente. La regién citoplasmatica
de IL-2Ry es considerablemente mas corta que el IL-2RB. El dominio
extracelular del IL-2Ry contiene importantes regiones que se conservan en
otros receptores de citocinas, indicando que et IL-2Ry pertenece a la familia de
receptores hematopoyéticos o de clase | {(37).

Ei pape! critico de la IL-2Ry en la sefializacién por -2 ha sido sugerido por
varias observaciones. Primero, se ha mosfrado que una linea mutante de
células T que han perdido la capacidad de expresar a IL-2Ry, pero retienen a
IL-2Ra. ¥y a {L-2RB han también perdido la habilidad de responder a IL-2.
Segundo, se ha encontrado que un ratén mutante en et que fa IL-2 se une a
IL-2Ra vy a IL-2RB, pero no a IL-2Ry, falla en la transmision de las sefales
profiferativas (2). El papel critico de la region citoplasmatica de 1L.-2Ry ha sido
enfatizado por la observacion de la expresion de un mutante ectopico en el que
IL-2Ry ha perdido la mayor parte del dominic citopldsmico, inhibiendo la
habilidad det .-2R para transmitir las sefiales proliferativas en las células
BAF-B0O3(2).

Mutaciones en el extreamo carboxjilo-terminal que son resultade de una
truncacion en el gene para IL-2Ry, se han encontrado en pacientes, que sufren
de inmunodeficiencia severa combinada ligada al cromosoma X (XSCID), una
enfermedad caracterizada por {a ausencia o [a reduccidon marcada del niimero
de célutas T, lo que sugiere que la IL-2Ry juega un papel importante en la
maduracion de los precursores de las células T (2).

Jak3 se asocia a IL-2Ry via la regidn carboxi-terminal; al menos 48 aa de la
regidn carboxi-terminat son necesarios para la asociacion de Jak3 (39).

TRANSDUCCION DE SENALES A TRAVES DEL RECEPTOR PARA iL-2

En el caso del IL-2R se ha demostrado que puede reclutar multlp[es protelnas
con actividad de tirosina cinasa (PTKs): de la familia de las src p56 y p5g-",
de la familia Syk/ZAP-70 a Syk y de Ja familia de las Janus cinasas a JAK1 y
JAK3 (2, 24); el dominio citoplasmico de IL-2RB se acopla con p56*, Syk y
JAK1, mientras que IL-2Ry lo hace con JAK3 (2, 26).

Se ha reportado que algunas cinasas de serinaftreonina, incluyendo a Raf~1
la profeina unasa activada por mitogeno (MAPK), las cinasas p70 S6, p34
(Cdk2) y p34°** son activadas después de estimular con IL-2 (2,27); en adicion
a estas proteinas cinasas, fa lipido cinasa fosfatidilinositol-3 cinasa (PI-3
cinasa) es también activada después de estimular con IL-2 (2).
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Fig.3 Esquema que representa la via de sefiafizacibn de IL-2. Las PTKs representan a las proteinas
tirosina cinasas Syk ¥ Pyk2 y a los miembros de fa familla Src pS6~* pS3/p56'™, y p59™" Las lineas
punteadas y ef signo de intefrogacion ndican fos papeles de la sefiahzacion por IL-2 que necesitan més
investigacidn, La niparicina se represent2 como Rap En ¢ nldeo, tos fadtores de transcripcién se indican
como TF, los coactivadores como Co y la ADN polimerasa como POL

La actividad de ila PI-3 cinasa asociada al IL-2R es dramaticamente
incrementada por estimulacion con iL-2, posiblemente a través de la asociacion
entre los dominios src de homologia 2 (SH2) de la subunidad reguladora
(85kDa) del P 3 cinasa y ta IL-2Rp fosforilada en tirosina (2).

{a interaccidn de la [{ -2 con su receptor dispara varios eventos de sefializacion
intracelular, incluyendo fosforilacion de proteinas intracelulares y la induccion
subsecuente de algunos protooncogenes criticos para la proliferacion celular
(2,3} (Fig. 3).

Se ha reconocido que el primer paso en el proceso de sefalizacion a fraves de
citocinas es la induccidn por ligando de la homo o 1a heterodimerizacién de los
componentes del receptor, de tos cuales las regiones citoplasmaticas estan
acopladas con moléculas de sefializacion {28); el siguiente paso, el cual es de
gran importancia, es el de transfosforilacion y activacion de las JAK asociadas
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al receptor, una vez activadas son capaces de fosforitar en Tyr a las cadenas
del receptor, creando sitios de union para los dominios sic de homologia 2
{8H2) de los Transductores y Activadores de las Sefiales de Transcripcion
{STATs), asi como para otras moiléculas, como la proteina adaptadora She (40,
41}, las STATs son reclutadas por el receptor fosforitado, para que ellas a su
vez sean fosforiladas por las JAK: las STATs después de ser fosforiladas,
dimerizan, se translocan al nucleo, y estimulan la expresion de los genes
inducibles por citocinas (40, 42) (Fig.4)

Una importante via activada después de la estimulacidn con IL-2 es la via de
las cinasas Ras-Raf-MAPK (Fig.3). La cascada involucra la formacion
transitoria de la molécula ras-GTP y la aclivacion de la cinasa raf en la
membrana celular para activar a la cinasa MAPK (MAPKK o MEK), la cual
activa a la MAPK cinasa en turno a través de una fosforilacion en freonina y en
tirosina. La MAPK aclivada transioca al nicleo y fosforila al complejo factor
ternaric TCF, el cual activa la expresion de genes inmediatos tempranos, como
el c-fos v egr-1 (42 ,43).

Como muchas otras citocinas y factores de crecimiento, {a IL-2 también activa
a la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI1-3K) (Fig.3). JAK1 ha mostrado ser importanie
para el reclutamiento de la PI-3K. La PI-3K activada es probablemente
responsable de la activacion de Ia Proteina Cinasa B (Akt) y de ia cinasa p70
S6, las cuales estan involucradas en las funciones antiapoptoficas vy
proliferafivas en respuesta a fa IL-2. Ademas, la proteina tirosina cinasa Syk y
Pyk-2 y las cinasas de la familia Src, incluyendo a p56*, p53/p56'Y" y p59™™",
las cuales pueden asociarse con IL-2Rp y pueden ser aclivadas en respuesta a
iL-2; sin embargo, 1& importancia bioldgica in vivo de su activacion no es claro
y requiere mas invesiigacion (42).

En contraste, la IL-2 también puede inducir muerie celular; la IL-2 predispone a
la via de muerte endégena en células T CD4" y CD8". Si ta li.-2 precede a la
ocupacion del receptor de antigene, conduce a la apoptosis , la {L-2 predispone
a la via de muerte endogena en células T CD4" y CD8". Si la IL-2 precede a la
ocupacion del receptor de antigeno, conduce a la apoptosis, una inmunizacién
repetitiva puede llevar a una reestimulacion con antigeno de las células
axpuestas a ia IL-2 y provocan una delecion dependiente de IL-2 de las clonas
de celutas T in vivo. La apoptosis de finfocitos T inducida por IL-2 y el receptor
de antigeno tiene caracteristicas de inhibicion por retrealimentacion: 1) es
preducida por un “producto final®, por ejemplo la IL-2, en la estimulacidn inicial
con antigeno; 2) ia apoptosis gaumenta conforme se aumenia la dosis de IL-2;
3) se invierte el incremento en et namero de células T inicialimente causado por
el antigeno. La especificidad clonal de las células T es mantenida por el
requerimiento de 1a estimulacidon con antigeno, pero la sola ocupacion del
receptor de antigeno es insuficiente para la apoptosis. Esta via de
retroalimentacion puede ser llamada regulacién propiocida (del latin proprius,
uno mismmo) para indicar la muerte selectiva de las celulas T estimuladas, su
progenie y clonas de especificidad relacionada, por lo que contribuye a la
tolerancia inmune (9}
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Fig.4 Mecansmo de la transduccion de sefiales por JAK-STAT: Las proteinas JAK se une a las
subunidades del receptor. La unién del ligando induce dimerizacién de fas subunidades del recepior y la
achvacién de JAK resulta en fosforilacion del receptor. Las fosfotirosinas en ef receptor de citocina son
reconocidas por los dommios SH2 de las STATS. Las STATs reclutadas son fosfonladas y dimenzan a través
de interacciones reciprocas entre los dominios SH2-fosfotirosina. Los STATs activados se translocan al nacleo
donde se unen at ADN y modulan 12 expresién genética. Abreviaciones, JAK prateina Janus trosina cinasa,
SH2, domtinio de homalogfa 2 de Src, STAT, transductores y activadores de las sefiales de transcripaion, Y,
tirosina, (Modificade de: Peter Lamb, Peter Tapley and Jomathan Rosen Biochemical approaches to
discovering modulators of the JAK-STAT pathway. Orug Dfscovery Today 1998, 3: 122-130)

Otro importante papel desempefiado por fa IL-2 es volver a las célylas T
activas suscepfibles a la activacion de la muerte celular inducida por Fas
{AICD). Esfa funcion es especiaimente importanie para la eliminacion de las
cetulas T autorreactivas jn vivo para terminar con las respuestas anormales de
las células T y mantener la folerancia (42, 9)

GENES BLANCO DE LAS SENALES DE IL-2

Los protooncogenes c-fos, cun y c-myc, son blancos potenciales para las
sefiales proliferativas mediadas por factores de crecimiento {(2,3). Los
productos de estos protooncogenes funcionan como reguladores de la
transcripcion genética, en consecuencia de esto, regulan respuestas celulares
como la proliferacion. De hecho, se ha demostrado que la estimulacion con IL-
2 induce la expresidn de los protooncogenes c-fos, cjun y c-myc asi como a
genes reguladores del ciclo celular {2); ademas de estos, el gen bcl-2, cuyo
producto genético previene a las células de la muere celular programada
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{apoptosis), también ha sido identificade como gene blanco de la 1L-2 (44},
Ciertas observaciones indican que fa induccion de {0s genes c-myc y bel-2 por
la IL.-2, responden y requieren la misma region del IL-2Rp, y son activados por
una via independiente de JAK; esto sugiere que la iL-2 induce dos vias: una
dependiente de JAK y la otra independiente de JAK (44).

Analisis estructura-funcidn de la cadena B han revelado gue tanto [a regidn nca
en serina y la regién acida son requeridas para la activacion de p56
activacion de Ras y para la induccion de los genes ¢-fos/cHun, mientras que la
region rica en serina sola es requerida para la induccion de los genes c-myc y
bcl-2 (2) Asi, la induccién de los genes c-fos/cjun parece ser mediada por fa
p56 , por la via de la aclivacion de Ras, y la induccién presumiblemente
habna de seguir por la conocida via de la cascada de la proteina cinasa
activadas por mitdégeno (2, 45).

EFECTO DE LA IL-2 EN CELULAS TUMORALES

En células de melanoma humano, en cultivos libres de iL-2 exégena se ha
detectado la presencia de 1L.-2 en una localizacién nicleo/nucieolar, sugiriendo
una produccion autdcrina de IL-2 por estas células. En las células de
melanoma G361, se ha observade que la IL.-2 producida endégenamente esta
involucrada en la regulacion del crecimiento en dos etapas: {a primera, en la
que se observa la presencia dei IL-2RB, segunda, disminucion de [a expresion
de la subunidad § del IL-2R y el marcaje nicleo/nucleolar de IL-2 cuando las
célutas estan en confluencia (46).

La localizacion nicleo/nucleolar de tas cadenas §§ y v del IL-2R en las células
tumorales de carcinoma de mama, putmdn, colorrectal y melanoma sugiere
que estas células son capaces de producir iL-2 y que la IL-2 endogena puede
unirse al |L-2RB expresado en la superficie de las células tumorales. Asi
mismo, se ha observado que al adicionar un anticuerpo especifico que bloguea
la cadena B del .-2R  en estas células se observa una inhibicion de 1a
proliferacion. Por esia razén se sugiere que la expresion de la cadena 3 parece
ser necesaria para el crecimiento celular del tumor y que la IL-2 endégena
puede estar involucrada en la regulacion del crecimiento tumoral, ya que se
ha demostrado que esfa iL-2 es biologicamente activa (46).

Con el descubrimiento de que las células tumorales no linfoides humanas son
capaces de producir citocinas, existe la posibilidad de una estimulacion
autacrina del crecimiento celular del tumor, lo cual conduce a mantener en el
micrcambiente tumoral las condiciones adecuadas para continuar con esta
proliferacion (47).

El efecto de {a IL-2 en células T transforrmadas o células no finfoides incluye
cambios en la sensibilidad de las células tumorales a ofras citocinas,
alteraciones en [a expresion de moléculas de superficie tales como ICAM-1 o
CMH-I e inhibicidn del crecimiento de células de carcinoma (48). Trabajos
previos han descrito un efecto duai de IL-2 en la expresion de ICAM-1 el cual
depende del tipo y la densidad celular (49). El aumento en la proliferacion in
vitro e in vivo en las células de melanoma puede ser debido a un efecto directo
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estimulador de IL-2 y una baja secrecibn de una citocina antiproliferativa
como la IL-6 (50).

Recientemente se ha enfocado la atencion en la posibilidad de que las células
tumorales humanas no linfoides, puedan producir y responder a algunas
citocinas, ya que se ha demostrado que las interleucinas IL-1 {a y B) e iL6
estimulan ia profiferacion de ciertas lineas celulares de tumores sélidos
humanos jn vifro, por otro lado, existen evidencias de que las céiulas
tumorales también pueden secretar cierias citocinas como fa IL-6, 1z cual en
celulas de carcinoma de rifign funciona como un factor de crecimiento
autocrinc (51).

Algunas células de melanoma pueden secretar IL-2, modificando la expresion
de moléculas de superficie (ICAM-1, CD44 y HLA-DR) involucradas en el
inmunorreconocimiento y progresion de melanoma (45). La adicidn exégena y
la produccion jn sifu de IL.-2, asi como de la sintesis de ofras citocinas como Ia
IL-3, IL-8, L4, IL-7 y IL-9, que pueden interactuar con el complejo del IL-2R
que es reconocido por €stas, induce la formacion de ofros complejos que
contribuyen a generar sifuaciones bioldgicas, las cuales pueden ser
desfavorables para el paciente pero favorables para la progresion del tumor, ya
que se ha demostrado que la adicién exdgena de IL-2 @ pacientes con
melanoma induce la progresion def tumor hasta Hlegar a una metastasis (50).

RECEPTOR PARA IL-2 EN CELULAS TUMORALES

El concepto inicial relacionado con la expresion restringida del IL-2R funcional
a ciertos tipos celulares, asi como especificidad de los componentes del IL-2R
ha cambiado recientemente, ya que se ha demostrado que el IL-2R no es
exclusivo de células hematopoyéticas o células normales no hematopoyéticas,
como las det pancreas vy fibroblastos de pulmén. Existen reportes de ia
presencia del IL-2R en células neoplasicas tanto en lineas linfoides como
obtenidas de tumores sdlidos humanos. La expresion de las cadenas ay § del
IL-2R han sido reportadas in vitro en fibrosarcomas humanos, fibroblastos de
medula 6sea, piel, carcinoma de pulmén, cancer de mama y melanomas
(47 48) y carcinoma escamoso de cabeza y cuello (52).

En et caso de las células tumnorales se ha observado una abundante expresion
de la cadena § del IL-2R y muy baja de la cadena « (52). Por su parte, la
cadena y del IL-2R ha sido defectada en un 50% de lineas celulares de
melanoma y en lineas celulares de carcinoma de cabeza y cuello, géstrico y
renal, de igual forma se detectaron en ceélulas epitefiales intestinales (10).
Usando anticuerpos especificos contra las cadenas a y § del IL-2R se ha
demostrado que en tumores malignos humanos de diversas histogénesis, las
celulas neopldsicas, pero no ef tejido normal adyacente, expresan la IL-2RB;
sin embargo, no se detectd la presencia de IL-2Ra en dichas células. Por otra
parte, ademas de la expresidon de las cadenas o y B del IL2R en células
tumorales, también se ha detectado la presencia intracelular de IL-2 en
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tumores de pulmén, mama, colorrectal y melanoma, fo cual indica que dichos
receptores son funcionales, ya que permiten la internalizacién de citocinas.

£l efecto de la 1L-2 sobre células no hematopoyéticas parece ser diferencial,
ya que altas concentraciones inhiben la proliferacion en un 50% de lineas
celulares de carcinoma escamoso de cabeza y cuello tanto  in vifro como in
vivo, incrementando la sensibilidad del tumor al efecto citostatico de otras
citocinas; esfte efecto es blogueado al ulilizar un anticuerpo monoclonal
especifico dirigido contra la cadena B del IL-2R. En las lineas celulares de
carcinoma gastiico y renal se ha observado ef mismo comportamiento pero en
este caso con bajas concentraciones de IL-2, ¥ en estas células el fratamiento
con esta citocina también disminuye la expresion de ICAM-1 y antigenos de
MHC clase i (52).

Las lineas celulares de cancer intestinal, pubmoén y mama incrementan su
proliferacion en presencia de 1L.-2, mientras gue en mejanoma la {L-2 no tiene
efecto en la proliferacion, pero si en la expresion de moléculas de superficie
ICAM-1, MHC Ly if, que son inhibidas aumentandose la expresion de CD44 (7).
En las células de melanoma que expresan tanto in vifro como in vivo las
cadenas o« y p del IL-2R, en un 50% expresan bajos niveles de la cadena y
{47), que al adicionar -2 estabiliza la expresién su ARNm incrementando la
union (48). En los tumores sélidos que expresan ef IL-2R y que responde a IL-2
exégena, se ha observado que existen asociaciones entre las cadenas que o
constituyen. Asimismo, se han determinado variaciones en su densidad que
influyen en la formacion de un receptor funcional o no, lo cual se ve reflejado
en su respuesta bioldgica y aquellos tumores pueden responder directamente
a IL-2 exdgena que favorece la progresian del tumaor (52, 53). La presencia de
las cadenas o y B del IL-2R pueden proporcionar la formacién de un pseudo-
receptor de alta afinidad, que puede responder de una manera espontanea al
estimulo de (L-2.

Alternativamente, es posible que la unién de la IL-2 a la molécula § del IL-2R
en carcinomas pueda estar regulada de manera diferente a la de células
linfoides, esto fal vez debido a la estructura de la cadena B, el mas prominente
componente del complejo IL-2R, o a la falta de asociacion de fa cinasa JAK1
con la cadena B, gue se sabe es necesaria para la activacion funcional det IL-
2R (39).

Es posible que el complejo IL-2R que se expresa en carcinomas humanos
pueda formarse con las fres subunidades descritas en células linfoides, o que
contienen cadenas P alteradas o cadenas y expresadas que evitan una
activacion nonmal de proteinas que estan asociadas con diferentes elementos
transductores de sefiales, Se ha demostrado que la IL-2 y ofras citocinas
como la 1L4, iL-7, L8 e IL-15, usan la cadena f det IL-2R que se expresa en
células tumorales para inducir su proliferacion. En vista de las similitudes entre
la IL-2 y {a IL-15, asi como las evidencias de gue esta citocina comparte el IL-
2Rp., no puede descartarse la idea de que la 1L-15 puede utilizar tas cadenas p
0 ¥ en carcinomas humanos para inducir su proliferacion (54). Sin embargo,
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reportes mas recientes nos indican que la -2 y fa IL-15 activan la via
JAK/STAT de manera similar; la IL-2 y la {L.-15 inducen fosforifacion en Tyr y
activacion de STAT3 y STAT3 en células sanguineas periféricas, por lo tanto,
tla L-15 no solo se une al receptor de iL-2, sino que también induce
respuestas similares a la IL-2 en células T (55).

La importancia biolégica de la presencia del IL-2R en células no
hematopoyéticas aln no se esclarece, sin embargo, algunos estudios indican
que la IL-2 exGgena puede inhibir parcialmente el crecimiento de carcinomas
como los de cabeza y cuelio; aunque el mecanismo del efecto anfiproliferativo
mediado por IL-2 en células tumorales que presentan el IL-2R no es claro.
Trabajos anteriores de nuestro grupo de trabajo evaluaron la proliferacion en
presencia de IL-2, la actividad mitogénica fue evidenciada a través de la
incorporacion de timidina tritiada después de 5 dias en presencia de 1,10 y
100Ul/mL. La mayor incorporacion se presento con 10UImL y poca o nula con
100UKmML. En el ensayo de MTT, la concentracién de 100UVmL inhibié la
profiferacion desde los 4 dias; al tratar con anticuerpos monodionales contra el
IL-2R se bloqueo el crecimiento de estas células, ademés en co-cultivo, las
lineas celulares CALO e INBL, compiten con los finfocitos por la IL.-2,

Asimismo se determinaron las cadenas o y B del IL-2R por Westem biot,
comprobandose {a presencia de ambas cadenas (56)

Por fo tanto, el objetivo del presente trabgjo fue determinar si las sefales
iniciadas por el receptor para IL.-2 presente en las lineas CALO e INBL son las

mismas que se desencadenan en linfocitos normales al unirse la IL-2 a su
receptor.

VIA JAK-STAT
La via JAK STAT fue originaimente descubierta a través del estudio de la
transduccion de sefiales intracelutares inducidas por interferon. Entretanto, se
han encontrado un gran nidmero de citocinas, hormonas y factores de
crecimiento que activan a las JAKs y STATs. Las proteinas JAK (Janus
cinasas) son la Unica clase de tirosina cinasa que se asocia con recepiores de
citocina. £n la unién del ligando, ellas activan a los miembros de la familia de
Transductores y Activadores de ias Sefiales de Transduccion (STAT) (57).
Las citocinas que se unen a los receptores de clase [ o Ul emplean la via de
sefalizacion de JAK-STAT para manifestar la mayoria de sus efectos sobre las
celulas (57-59).
Hasta la fecha, se han identificado en los mamiferos cuatro miembros de la
familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2) y siete factores STAT (STAT1-STATS6),
con dos isoformas de STATS, llamadas STAT5a y STATSb, existiendo como
dos genes estrechamente relacionados (59, 60). Cada receptor de citocina
aparentemente se acopla a una serie especifica de JAKs y STATS, las cuales
se muesiran en ia tabla 1, aungue existe un solapamiento sustancial entre los
diferentes receptores en diversos contextos biatdgicos (61).
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Descubrimiento de la via JAK-STAT.

las investigaciones de la franscripcién inducida por IFN llevaron al
descubrimiento de la familia de las STATs. El elemento de respuesta genética
estimulado por IFN-a (ISRE; secuencia de nucledtidos AGTTTNSTTTCC) fue
utilizado para purtficar por afinidad a un complejo de cuatro proteinas, el ISGF
{factor genetico estimulado por IFN-a) 3 de células Hel.a. Las dos primeras
proteinas descubiertas en este complejo son conocidas ahora como STAT1a v
STAT1B (las cuales son iguales excepto por 38 aminoscidos en el carboxilo
terminal de STAT1q, los cuales no se encuentran en STAT1B, como resuitado
de un empalme alternativo de un solo ARNm), el siguiente miembro del
complejo es STATZ, que comparte mas del 44% de la secuencia de
aminoacidos idénticos (v 62% de similaridad) con STAT1, y por ultimo p48, el
cual no es una proteina STAT, pero representa otra familia de reguladores de
transcripcion llamada Factores reguladores de [EN (IRFs) (62, 63). Dos STATs
fueron identificadas por bisqueda de homologia en bibliotecas de ADNc; estas
STAT fueron nombradas STAT3 y STAT4, se descubrié inmediatamente que
STAT3 es activado por el factor de crecimiento epidermal (EGF) y a 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 ha mostrado ser capaz
de estimular a STAT4. STAT5a fue purificada como el factor de la glandula
marnaria de oveja (MGF), el cual activa Ia transcripcion de jos genes que
codifican para las proteinas de la leche en respuesta a la prolactina. Una
segunda proteina muy relacionada, STATSD, se descubrid que era codificada
por un gen separado. STATS fue purificado de timocitos humanos como ef
facior de respuesta a IL-4 (64).

STAT1 es activada por el IFN-y y forma un homodimero que se une a los
elementos de la secuencia activada por y (GAS) en los promotores de los
genes activados por IFN-y. En respuesta al IFN-c, STAT1 forma principaimente
el factor de transcripcion ISGF3, el cual se une a los elementos de regpuesta
estimulados por interferon. La situacién se vuelve méds compleja en el caso de
IFN-y, ya que puede inducir la formacion de ISGF3 en ciertas céfulas, y el
homadimero de STAT1 y el heterodimero STAT1-STATZ también se pueden
formar en respuesta al IFN-a; en dertas células el IFN-« puede inducir la
formacion del heterodimero STAT1-STAT3, aunque los heterodimeros de
STAT1-STAT3 se forman nommalmente y a yna mayor magnitud en respuesta
a la IL-8 y citocinas relacionadas, las cuales comparten el receptor gp130. Los
homodimeros de STAT1 y STAT3 se forman en esas condiciones (65).

Una contribucion critica fueron los experimentos genéticos en células
somaticas para identificar a las proteinas requeridas para la respuesta inducida
por interferdn, la cual fue determinada en la linea celular U1, la cuat es
deficiente para el IFN-o/B, ya que ha perdido la tirosina cinasa Tyk2, un
miembro de la familia JAK. Las celulas deficientes en Tyk2 responden
normalmente al IFN-y, fallan al responder al tratamientc con IFN-c/B, pero
puede complementarse su respuesta por fransfeccion con Tyk2, implicando
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claramente a esie grupo de cinasas en la activacion de las STATs (64, 68).
Ofras lineas celulares no responsivas a IFN-w/p o IFN-y, mostraron ser
deficientes en JAK1 o JAKZ (64). Aunque es claro que las JAKS sirven para
fosforilar a las STATs cuando los recepiores de citocina carecen de actividad
infrinseca de cinasa, los receplores que si poseen esa actividad pueden
fosforilar a las STATS sin necesidad aparenie de las JAKs (64).

Funcién de JAK/STAT en céfulas normales

La via JAK/STAT también esta involucrada en sistemas de receptores que no
son de citocina, como fas vias que se Hevan desde receptores de tirosina
cinasa, como et PGDF y el EGF, asi ¢como de los receptores con siete dominios
transmembranales como el receptor de angiotensina; ademas, las STAT
parecen teqier un papel en la sefializacion por el receptor de TNF. Las STATs
también interactuan en el niicleo con el receptor de glucecorticoide y CBP300 y
en ese coniexte pueden funcionar como proteiias que unen ai ADN
especificamente en vez de hacerio como activadores iranscripcionales
clasicos. En un ejemplo, STAT3 mostré funciones de molécula adaptadora
acoplada al fosfatidilinositol 3-cinasa en el receptor de interferén tipo . Nuevas
evidencias indican que las STATs a veces pueden unirse directamente a las
JAK en lugar del receptor fosforilado en tirosina para mediar la sefializacion
61).

Las STATs han sido identificadas en Drosophila, Dictyastefium, Caenorhabditis
elegans, Anopheles, Danio y Xiphophorus, pero estan notablemente ausentes
de las levaduras (65). La méas estudiada es la Drosophila, ia cual también
expresa al homologo de JAK llamado hop.

Janus cinasas {(JAK)

La regulacion de las JAKs es un componente central en 2 regulacion de la
sefializaciéon por citocinas. Debide al papel critico de las citocinas en la
mediacion de la inflamacion y la inmunidad, podria proponerse que ia
acfivacion consfitutiva de las JAKs puede contribuir a ‘os desordenes
hematopoyéticos y a las enfermedades inflamatorias y de autoinmunidad (67).
Varias vias de sefializacion pueden responder después de la activacion de las
JAK, incluyendo: primero el reclutamiento y activacion de la via SHC-Grb2-Sos-
Ras-Raf1-MAPK, llevando a la ftranscripcion de los  genes
tempranosfinmediatos (c-fos, c-jun); segundo, el rechdamiento y activacion de
las STATs; tercero, la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRSs),
seguido por el reclutamiento y activacion de la Pl-3K {88)

Diversos resuitados han mostrado que JAK1 juega un papel indispensable en
la mediacion de las respuestas biologicas inducidas por las tres mayores
subfamilias de citocinas: Los receptores de citocina de clase il (receptores para
[FNa/B, IFNy e IL-10), los receptores que utilizan a la subunidad v, (subfamilia
de receptores de IL-2) y los receptores que utilizan a la subunidad gp130
(subfamilia de receptores de IL-6). Estos resultados demostraron que, bajo
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condicicnes fisiologicas, las JAKs juegan un papel especializado y no
redundante en la respuesta efectora bioiogica especifica de las citocinas (58).
{.os resultados de los analisis de células y tejidos derivados de ratones JAK1”
demostraron que hay un requerimiento absoluto de JAK1 en la mediacion de la
respuesta biolégica a IFNa e IFNy. Estos resultados ast establecen gue JAK1
es un componente comun de ia via JAK/STAT, el cual es compartido por todos
los miembros de la familia de clase Il de receptores de citocina; ademés, JAK1
en la hematopoyésis, solo es requeride por los receptores de citocina que
selectivamente inducen el desarrollo de pobiaciones de células linfoides
(58).

Oftros resultados revelan que la induccion de respuesta por el receptor de -7
requiere a JAK1 asi como a JAK3 y demostraron que JAK1 en el socio
obligado de JAK3 para 1a induccién de fa sefial de supervivencia (58).

Los timocitos provenientes de ratones nulos para JAK1, fallan al responder a
ofras citocinas linfopoyéticas como la IL.-2 y 1a IL-4, ambos incorporan a v
cormo parte del complejo de receptor activado. Estos resultados demuestran la
asociacion de JAK1 y JAK3 es necesaria para inducir respuestas biologicas por
todos los receptores que utilizan a la subunidad v.. JAK1 no es requerido por
ofros receplores hematopoyéticos, como aquellos gue unen a GM-CSF o G-
CSF, los cuales habian sido reportados que activaban a JAK1 y JAKZ in vitro
(58).

Las células T periféricas de ratones KO para JAK3 presentan caracteristicas
inusuales; exhiben en ia superficie el fenotipo de céiulas T activadas o de
imemoria, son no responsivas a ensayos funcionales in vifro y son altamente
susceptibles a la apopfosis. Ademas, una gran parte de las células KO para
JAKS proliferan in vivo (69).

Sobre la base de la expresion de marcadores de superficie, las células T
deficientes para JAK3 asi como las deficientes en y; se parecen a las célufas T
activadas o de memotia: expresan altos niveles de CD44 y CD69, y bajos
niveles de CD62L. Esta activacion de células T periféricas parece ser
dependiente de la estimulacion antigénica, asi, es probable que las
interacciones con si mismas o con los antigenos ambientales provocan la
activacion policional de las células T deficientes en JAK3 y y. (69, 70).

En ensayos estandar in vifro, se ha reportado que fas células deficientes en
JAK3 son incapaces de secretar IL-2 o de proliferar, ain en presencia de IL-2
exogena (70). Estos defectos proliferativos in vitro indican que JAK3 es
esencial para la sefializacion por IL-2.

Datos recientes muestran que as células T provenientes de ratones deficientes
en JAK3 o y. son mas propensas a la muerte celular; se ha descubierto que las
células T deficientes en v, expresan bajos niveles de bcl-2. Consistentes con
estas observaciones, la iL-2 y las sefiales de JAK3-v. son conccidas que
previenen la apoplosis por un mecanismo que involucra el incremento de
expresion de los genes anti-apoptosis bel-2 y bel-xL. Estos descubrimientos
sugieren que la senalizacion por JAK3-y. es impoitante en el mejoramiento de
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la supervivencia de las células T por la afectacién de la expresion de factores
reguladores de {a apoptosis (69).

Ef andlisis de ratones KO para JAK3 y de humanos deficientes en JAK3 ha
demostrado claramente el papel esencial y no redundante de JAK3 en algunas
vias de sefializacién por citocinas, por ejemplo, la sefializacion a través del IL-
2R, ef cual se une a JAK1 por medio de la cadena B y a JAK3 por la cadena v,
esta sefializacion es inhibida en ausencia de JAKS; especificamente en una
linea de céluias B provenientes de un paciente con SCID JAKS', Ia IL-2 falla al
inducir fosforitacion de JAK1, IL-2Rp o STAT5 (71, 69).

Jak3 por si misma ha sido recientemente implicada en el funcionamiento de
ofros inmunorreceptores. Se ha demostrado una asociacién constitutiva entre
la proteina de superficie celular CD40 y JAKS3 en varias lineas de células B
humanas, y JAK3 se activa y fosforila a CD40. Esta asociacion ha sido
encontrada en la regién rica en prolina, en una secuencia de ocho aminoacidos
en la cola citoplasmica de CD40 que se parece al motivo Box1 de los miembros
de la familia de receptores de citocina; la delecion de esta secuencia resuita en
una perdida de la expresion de genes en las células B, implicando que el
acoplamiento de las JAKs puede ser importante para los eventos de
senalizacion mediados por la regulacién genética dependiente de CD40.
Ademas, se ha descrito una asociacion entre JAK3 y Samé8, un intermediario
de sefializacion asociado con el receptor de antigeno de célula T {TCR) (61).
Interesantemente, timocitos procedentes de ratones que han perdido a JAKS
tienen respuestas disminuidas la coestimulacion con anti-CD3 y anti-CD23
cuando son comparadas con ratones que han perdido a Yo, Sugiriendo que
JAK3 pueda tener un papel en la sefial mitogénica después de estimular al
receptor de antigeno de los timocitos (61).

Se ha demostradoc que la 12 estimula a JAK3 en una magnitud
significativamente mas grande que a JAK1 en linfocitos T humanos y en fa
linea celular YT (72). También se ha demostrado que la activacion de Jak1 no
es requerida para la activacién de Jak3 y Stat5 en las células transfectantes
MOLT4 (74); se ha demostrado que la sobreexpresion de Jak3 resulta en su
activacion (44) y la activacion de Jak3 precede a la activacion de Jaki (75);
ademas Jak3 puede autofosforilarse (74).

A pesar de la importancia de las JAKSs, la regulacién de su actividad enzimatica
aun no es bien comprendida. En general, la mayoria de las PTKs son sustratos
para la fosforilacién en Tyr, y este s un importante aspecto de su regulacion.
Evidencia experimental ha revelado que Ia autofosforilacién de residuos criticos
de Tyr en el dominio de cinasa de las PTKs es requetido para {a completa
actividad de la cinasa. Por ejemplo, se han identificado los residuos Y416 de
¢-Src y Y1162 del receptor de insulina {(IRK) como sitio criticos de
autofosforilacion y como reguladores positivos de la actividad de cinasa (74).
La fosforilacion de estos residuos usualmente se asotia con un gran
incremento en la actividad de cinasa, y, las mutaciones en estas Tyr resultan
en un marcado decaimiento de la actividad catalitica. En contraste, la
fosforilacion de ofros residuos de Tyr en las PTKs pueden regular de manera
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negativa la actividad de cinasa; un sitio regulader negative importante en ¢-Sre
es Y527, un sitio fuera del dominio catalitico (74).
Tabla 1 Unién de tas proteinas JAK/STAT con receptores de citocina

Proteina | Familia de receptores Fenotipo por delecién genética
Tyk2 \FN-o/8, IL-10, IL-6, IL-12 No reportado
JAKA IFN-/B, IFN-y, IL-6, IL-11, OSM, |Muerte perinatal
LIF, CNTF, G-CSF,
iL-2, fi-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15,
EGF, PDGF, CSF-1
JAKZ2 {FN-y, IL-6, OSM, LIF, CNTF,|Muerte embrionaria
teptina, IL-12, 13, I-5, GM-
CSF, EPO, GH, PRL, G-CSF,
EGF, PDGF, CSF-1
JAK3 IL-2, IL4, IL-7, iL-19, -15 SCID autostmica, analoga a la deficiencia de v ligada a X
STATH IFN-a/B, IFN-y, 110, IL-6, il-11, | Defectos en las defensas antimicrobianas principalmente debido
OSM, UIF, CNTF, G-CSF, I1-2, H_-|a la falta de respuesta a IFN
7, GH, PRL, PDGF, EGF, CSF-1
STAT2 IFN-y No reportado
STAT3 IFN-y, {l-10, IL-6, IL-11, OSM, | Muerte embrionaria
CNTF, ieptina, IL-12, IL-15, IL-2,
-7, I8, GH, G-CSF, EGF,
PDGF
STAT4 H-12 ]Pérdida de fa respuests a i.-12 como la diferenciacion de células
Tht
STATSa/b | IEN-y, 1-10. IL-2, IL-7, L9 STATS5a: Pérdida dei desamollo de la glandula mamarna y de ia
IL-15, IL-3, IL-5, GM-CSF, EPO, | lactogénesis
GH, PRL, G-CSF, Ieptina STATSh: Pérdida de Ia funcién de GH, incluyendo ausencia de
dimorfisme sexual en la tasa de crecimiento, expresién de genes
en &l higado y reduccian de la ferilidad
STATSa/b: Perdida de la proliferacién de células T periféricas en
respuesta a 1L-2
STATS L4, IL-13, leptina Pérdida de la respuesta a IL-4 como la diferenciacién de células
Th2
CNTF, factor ailiar neuroiréfico; CSF-1, factor estmulante de colonias 1, EGF, factor de crecimiento epidermal;, EPO,
eritropoyetina, G-CSF, factor estimulador de colonsas de granulocitos; GH, homona de crecimiento; GM-CSF, factor
estimulador de colonias de granulocttos-macrofagos; UF, factor inhibidor de leucema; OSM, oncostating M; PGDF, factor de

crecimiento dervade de plaquetas; PRL, profacting; SCID, sindrome de inmunodeficiencia severa combinada

ESTRUCTURA DE LAS JANUS CINASAS

La familia de las Janus cinasas (JAK) consiste en cuatro homdlogos en los
mamiferos (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2), cada uno consiste de entre 1100-1200
aminoéacidos , organizados en siete dominios de homologia Janus (JH),
basados en su similitud en la secuencia entre los miembros de la familia (62,
76-78). Esta familia no posee los dominios clasicos de SH2 o SH3, y excepto
por el dominio catalitico, exhiben poca homologia con otras proteinas firosina
cinasas(62, 78); las JAKs son Unicas entre las proteinas tirosina cinasas, ya
que presentan un dominio catalitico C-terminal (JH1) yuxtapuesto con un
dominioc de pseudocinasa (JH2) (79). Aunque la mitad N-terminal de las
cinasas JAK contienen los dominios JH3-JH7 (Fig.5), los cuales ha mostrado
ser requeridos para la interaccion con el receptor en varios sistemas, la
naturaleza precisa de las interacciones aun no ha sido resuelta (62).
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Experimentos con quimeras de JAK2-JAK1, sugieren que los dominios JH7-
JH6 de JAK2 son suficientes para la asociaciéon fisica al IFN-yR2 por
coinmunoprecipitacién, y por la activacion de STAT1 inducible por IFNy en una
iinea deficiente de JAK2. Experimentos reciprocos usando a una quimera de
JAK1-JAK2, sugirié que toda Ja mitad N-teminal (JH7-JH3) de JAK1 es
requerida para unirse al IFN-yRI y para la activacién de STAT1 inducible por
IFN (62, 80).

En el sistema del receptor de IL-2 (IL-2R), un fragmento de JAK3 que contenia
a JH6 y JHT7 puede unirse a ia cadena v,, pero la reconstitucion de la respuesta
inducida por IL-2 se mosiré solo con la region larga, que consiste en los
dominios JH7-JH4 (81). Asi, aunque ias regiones necesarias de las Janus
cinasas para la asociacién con el receptor se encuentran en Ia region N-
terminal, todavia las regiones cortas o los dominios discretos requeridos para la
unién, alin ne han sido definidos (62).

La regién proximal a la membrana de la cola citoplasmica del receptor de
citocina, conocida como Box1/Box2, ha mostrado ser esenciai para la
transduccion y activacion de JAK. Las JAK cinasas han mostrado que se unen
directamente con esas regiones (82).

Aunque fa region Boxt es débilmente conservada, cada receptor presenta un
motivo o region rica en profina dentro de Box1, y las mutaciones dentro de esta
region pueden interrumpir la asociacion. Un punto de mutacion (L271Q) en la
regién Box1 de la subunidad y. interrumpe la interaccion JAK3-y., ¥ provoca
inmudeficiencia combinada ligada al cromosoma X (XCID) (78). La unica
proteina JAK o STAT para la que se han reportado mutaciones “naturales™ es
para JAK3 (2, 58, 66, 68,69, 78, 83, 84)

JAK

Fig_5 Estructura general de las JAXs JH, dominio de homologia Janus Modificado de Peter Lamb, Pater

Tapley and Jonathan Rosen Biochemical approachas to discovering moduiators of the JAK-STAT pathway.
Drug Discovery Today 1998, 3: 122-130)

ESTRUCTURA DE LAS STATs

Al menos siete STATs han sido identificadas en los mamiferos, deniro det
rango de 80 a 115kDa.

Las STATs comparten aigunos dominios con alta homologia (Fig.6). Se han
demostrado dos papeles funcionales para el dominio SH2. Primero, este
dominio es requerido para la fosforilacién en Tyr de las STATs en respuesta a
la estimulacién con citocinas; ademas, estos dominios median la activacién
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especifica de las STATs en respuesta a la estimulacion. La segunda funcién de
tos dominios SH2 es la formacion de dimeros (85). Para formar los dimeros, el
dominio Src de homologia 2 (SH2) de un mondmero se une a una fosfotirosina
opuesta de otra STAT o de alguna ofra molécula; esta tirosina en las STATs, la
cual se encuentra cerca de C-terminal estd altamente conservada, y es
fosforilada en respuesta a los ligandos.

Todas las STATs, excepto STAT2, pueden unirse al ADN solas. La secuencia
de union al ADN para STATt, 3, 4 y § es TTNSAA (donde N representa
cualquier nucledtido). La secuencia éptima de unién al ADN de STATS es
TTNGAA. Sin embargo, debe notarse que las diferentes STATs muestran
diferentes afinidades de union hacia cierto niimero de secuencias naturales de
union de STAT presentes en varios genes, por ejemplo, mientras STAT1 y
STAT3 pueden unirse al sitio de unién de STAT en el promotor del gene IRF-1,
solo STAT1, pero no STAT3, puede unirse al sitio de unién de STAT del gene
murino LyB-E. Andlisis de secuencia de las proteinas STAT no revelan una
homologia significativa con algiin dominio de unidn al ADN conocido. Estudios
de alternancia de dominios basados en afinidades diferenciales de union al
ADN entre STAT1 y STAT3 han identificado a la regidn (residuos 400-500) que
confieren union especifica al ADN (85).

STAT18, un producto de empalme diferente del gene de STATH1, ha perdido
38aa del extremo C-terminal de STAT1q, fafla al activar genes inducidos por
IFN-y, no obstante, es fosforilada y transloca a nicleo y se une al ADN. Asi,
loa 38 aa del extremo C-terminal de STAT1 aparece como el dominio de
activacion de la transcripcion; las regiones C-terminales de otras STAT también
han mostrado ser requeridas para ia activacion genética.

E! dominio linker (montador), N-tenminal para el dominio SH2, tiene una funcién
poco definida. Sin embargo, mutaciones en dos residuos dentro de este
dominio en STAT? eliminaron la respuesta transcripcional para IFN-y pero no
para el IFN-o (65, 86). El dominio de union al ADN es muy cercano al N-
terminal, y el dominio N-terminal por si misme estda  involucrade en muchas
interacciones proteina-proteina y también en Ia translocacién al micleo y en Ia
desactivacion de las STATs (87).
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Fig.6 Dominios estructurales de las STATs Todas las STATs poseen dominos SH2 y todas, excepto
STATZ2, poseen un dominio de umén al ADN. Los sitios de fosfortacidn en tirosina estan presentes en todas
las STATs, sungue el amincacdo exacto que &5 fosforllado en STAT4 no es conooido Los residuos de
tirosina(Y) y de serina($) muestran la posicién de la fosforilacion en las STATs humanas ND, dominio N-
terming, CCD, domnio de superenroilamiento, DBD), donwnio de unidn al ADN, LD, dommio finker, SHZ,
dominio sic de homologla2, TAD, dominio de activacién de la transcapcion (modificado de 64 y Peter Lamb,
Peter Tapley and Jonathan Rosen Biochemical approaches to discovering modulators of the JAK-STAT
pathway Orug Discovary Today 1998, 3: 122-130)
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Mecanismos de regulacidn negativa de citocinas.

Los mecanismos de regulacién existen para apagar la sefial de transmision
después de la estimulacién con citocinas; sin embargo, se conoce poco acerca
de estos mecanismos reguladores negativos. Algunas regulaciones negativa s
ocurren por competicion simple con formas solubles del receptor de citocina,
generados por clivaje proteolitico o por empalmes alternos del ARNm. Otiro
mecanismo comin utilizade por las células para prevenir la sefializacién
cortinua, es la endocitosis del receptor (88)

Un mecanismo diferente de reguiacion de las sefiales de transduccién es la
proteolisis (89). En particular, la via ubigquitina-proteasoma, juega un papel
importante en la degradacién de un gran nimero de proteinas celulares,
incluyendc a los factores de transcripcion {89). Las profeinas blanco son
primero cebadas con miitiples moléculas de la pequeha proteina ubiquitina y
entonces son destruidas por el complejo multisubunidad det proteasoma (87,
89). Existen reportes que indican el papel potencial de la proteolisis mediada
por proteasoma en 1a regulacion negativa de la actividad de STATt después de
estimulacién con IFN-y, estos estudios se realizaron en células Hela, las
cuales se trataron con un inhibidor de proteasoma y la ubiquitinacion v
degradacion de STAT1 se redujo (90). La ubiquitina puede tambien estar
involucrada en la endocitosis de 10s receptores de ia hormona del crecimiento
(GH) (88), y los inhibidores de proteasoma también pueden prolongar fa
activacién de las JAKs, sugiriendo que el sistema ubiquitina-proteasoma puede
participar en varios pasos de Ia via de sefalizacion por citocinas (88).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,
En México, el cancer ocupa el segundo lugar como causa de muerte, en
particular, el carcinoma de cérvix representa un problema de salud pablica, ya
que ocupa el primer lugar en frecuencia de todas las neoplasias malignas y
junto con el cancer de la glandula mamaria, corresponden a aproximadamente
el 50% de fodos los tumores malignos en fa mujer mexicana. En 1995
fallecieron en México 48,222 personas de cancer, y el cancer cervicouterino
ocupd el tercer lugar con 9.1%, aunque en la actualidad, ocupa el segundo
lugar (91, 92). i
Por ofro lado, 1a IL-2 ha sido usada como terapia contra el cancer. Se ha
demostrado que la combinacion de {L-2 y LAK (lymphokine activated killer)
inducian regresion de metastasis en una amplia variedad de neoplasias, que
incluyeron sarcomas, adenomas, linfomas, melanomas y cancer de prostata.
Esta propiedad se ha observado principalmente cuando se aplica IL.-2 en forma
sistémica. Tedricamente, se considera que la aplicacion local de IL-2 podria
lograr ciertas ventajas sobre la aplicacion sistémica (93). Sin embargo, si las
células tumorales expresan el receptor para -2 es dificil pensar que una
terapia de este tipo pueda tener un resultado favorable, ya que con la
presencia de IL-2 exdgena se estaria favoreciendo la proliferacién de células
tumorales.
Debido a esto, es de gran importancia analizar en detalle los mecanismos por
los cuales ias lineas celulares obtenidas a partir de biopsias de carcinoma de
cervix (CALO e INBL) responden a la IL-2, ya que en ambas lineas se aumenta
su proliferacion con una concentracion de 10UKmL, y un tratamiento con esta
citocina podria ser mas perjudicial que benéfico.
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HIPOTESIS

Las proteinas que se activan normalmente en linfocitos en respuesta a 1a unién
de IL-2 a su receptor, para inducir proliferacion son las cinasas JAK1 y JAK3,
asi como los activadores de la transcripcion STAT, por lo tanto podemos
suponer que probablemente en las células tumorales, CALO e INBL, que
expresan ei receptor para la IL-2, se activardn las mismas proteinas que se
activan en linfocitos normales, para inducir proliferacién, en particular las
proteinas JAK y STAT. Una vez activadas estas proteinas, deben de ser
capaces de inducir efectos parecidos a los que se inducen en linfocitos
normales, esto es, proliferacién.

Aunque el sistema utilizade (células de epitelio de cérvix) es diferente a los
linfocitos, el punto de unién entre esto dos sistemas es la presencia del IL-2R,
lo que nas hace suponer que la funcién de este receptor en ambas lineas sea
parecida.

OBJETIVO GENERAL
Contribuir a dilucidar la via intracelular que ffeva a la proliferacion en células de
carcinoma de cervix en respuesta a IL-2 y comparar con la via desencadenada
en linfocitos nomales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. -Estandarizar la técnica para detectar mediante inmunaoblot la
presencia de proteinas fosforiladas asi como de diferentes cinasas,

2.- Analizar el estado de fosforilacion en tirosina de JAK y STAT
en respuesta a fa unidn de IL-2 en células CALC e INBI..

3. -Inmunoprecipitar proteinas JAK y Stat en células CALO e INBL
y determinar mediante inmunoblot su estado de activacion.

4.- Comparar el patron de fosforlacion vy la activacion de
proteinas JAK y STAT obtenidas en céluias CALO e INBL con linfocitos
normales,
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METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO
El material biolégico consistio en células de carcinoma de cérvix CALO
(estadio clinico HIB) e INBL {estadio clinico IVB). Como fuente de 1L.-2 se utilizd
IL-2 recombinante (Sigma Chemical Co. USA) (10,000Ul). Estas células
permanecen criopreservadas en el Laboratorio de Diferenciacién Celular y
Cancer de ta FES Zaragoza UNAM.
También se uiilizaron linfocitos de sangre periférica (LSP) como control
positivo.
Las células CALO e INBL se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma Chemical
Co. US.A) suplementado con 10% suero fetal de bovino previamente
desactivado (Hyclone U.5.A) (apéndice 1), los LSP se cultivaron en medio
RPMI-1640 suplementado con suero fetal de bovine al 20% e IL-2 (100UYmL)
por 48 horas; todos los cultivos se mantuvieron en incubadora (Scientific,
Division of Mallincrodt, Inc. U.S.A.) en un ambiente al 5% de CO,, 37°C de
temperatura y humedad saturada

OBTENCION DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

En condiciones de esterilidad, se obtuvieron 40-80 mL de sangre periférica de
donadores normales por puncidon con jeringa conteniendo heparina
{Rickercab/NCB, U.8.A\) (la cantidad de heparina utilizada para anticoagular la
sangre fue la que quedd en las paredes y el embolo de la jeringa); después Ia
sangre fue cenfrifugada a 5000 rpm por 5 min. para separar el plasma del
paquete celular mediante pipeteo; el paquete celular se lavé con RPMI (un
volumen igual al del plasma retirado), se resuspendié suavemente y se
centrifugd nuevamente, este lavado se tepite 3 veces. Una vez finalizados los
lavados, el paquete celular se resuspende en RPMI y se vierten alicuotas de
5mL en tubos conteniendo 3.5 mL de Ficoll Hypaque (Microlab, México) de
1.077 de densidad, los cuales fueron centrifugados por 30min. a 1500rpm.
Despues de la centrifugacion se aprecian tres fases: la inferior, que consta de
eritrocitos, la siguiente es el medio RPM y 1a dltima es el Ficoll; los linfocitos se
encuentran en la interfase entre el RPMI y el Ficoll, estas células se separan
mediante pipeteo suave en circulo, estas células se Javaron una vez con RPMI,
se contaron en camara de Neubauer (American Optical, U.S.A)) y se cultivaron
con RPMi mas suero al 20% vy 100 UlmL. de IL-2 en cajas Petri de 25mm
(Munc},
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Andlisis de las proteinas fosforitadas en Tyr inducidas por HL-2.
LISADC TOTAL

Se sembraron 2x10° células por caja, se incubaron toda la noche a 37°C con
RPMI + suero fetal de bovino al 0.5%; después de esto se reemplazo el medio
con RPMI libre de suero y se incubaron por 15 min. Pasado este tiempo se
estimularon las células con |L-2 a diferentes tiempos (307, 1', 3, 8 y 10°), para
determinar el fiempo en que se presentan la maxima aclivacion de las
proteinas. La estimulacién se detiene agregando 100uL de SDS al 10% para
tener una concentracion final al 1%. Se desprenden las células tratando de
abarcar toda la superficie de la caja Petri, teniendo cuidado ya que la solucién
resultante es altamente viscosa; se transfiere la solucién a tubos Eppendorf
estériles, se agitan vigorosamente y se hierven por § min. Para retivar el ADN
se centrifugan las muestras a 14,000 rpm por 30min. & 4°C, se retira el
sobrenadante y se coloca en dos tubos Eppendorf y se adiciona a cada tubo
1mi. de acelona a —20°C y se incuban a 4°C toda la noche para precipitar las
proteinas.

INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS FOSFORILADAS

Las células se estimularon con IL-2 a una concentracion de 10 y 100Ul/mL
(Sigma Chemical Co. USA) durante diferentes pericdos de tiempo (30' Y 1) ¥
se lavaron una vez con PBS frio. Se agrego 1mL de buffer de lisis (apéndice
2), las células se despegaron con gendamme, se coloco la solucién en tubos
Eppendorf y se incubaron por 15 min. en hielo; una vez pasado este tiempo las
células se centrifugaron por 15min. a 4°C. El sobrenadante resultante es el
lisado celular.

En tubos Eppendorf se colocaron 25pl. de esferas de agarosa conjugadas con
proteina A {Gibco) y se lavaron 2 veces con buffer de lisis (500uL) (apéndice
2). Una vez lavadas se agregaron 1.5yl de anticuerpo (Ab) antifosfotirosina
(pY 20) (Santa Cruz Biotecnology, USA) o de anticuerpo especifico para
alguna proteina particular, mas 40pL de buffer de lisis (apendice 2) y se incubo
por 1 hora a 4°C con agitacion. Después de este tiempo, las esferas con
anticuerpo unido se lavaron y se incubaron con los lisados de células
estimuladas con IL-2, o células sin estimular como controt negativo, durante
tres horas a 4°C con agitacién constante. Una vez transcurrido este tiempo,
las esferas se lavaron con buffer de lisis de 3-5 veces, y se agregaron 20ul. de
buffer de Laemli reductor a cada tubo, se hirvieron por 5 min. y se guardo a ~
20°C.

INMUNOPRECIPITACION DE LLAS PROTEINAS STAT

En el caso de ias proteinas STAT, el tiempo de estimulacion fue mayor ya que
se utilizaron los tiempos de &5, 158, 25 y 35, ademas se realizd un extracto
nuclear como se describe a continuacion: {modificado de 94) Las celulas se
estimularon a los tiempos arriba mencionades; la reaccion se detuvo
agregando PBS frio (apéndice 3) y continuacion se lisaron en buffer hipotonico
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{apéndice 4) por 10 minutos en hielo, y se cenfrifugaron a 13,000 rpm duranie
15 min. a 4 C. Se guardd el sobrenadante (extracto citoplasmico), y el
precipitado fue preparado por resuspension del exiracto nuclear crudo en
buffer hipertonico (apéndice 5) por 30 minutos, a 4°C, con agitacion. El
segundo sobrenadante fue recogido después de centrifugacién a 4°C por 10
minutos a 13,000 rpm; el lisado asi obtenido se incubo con las esferas
conjugadas con el Ac anti-STAT especifico (STAT1, STAT3 y STATS5, Santa
Cruz Biotecnology USA, desarrollados en raton). La incubacion se reafizé por 3
horas a 4°C con agitacion constante.

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE se realizd de acuerdo al método de Laemili,
excepto que la concentracion del gel concentrador fue de 4.5%. Las
cencentraciones finales en e} gel separador fueron de 0.375 M Tris-HCl (Sigma
Chemical, Co. U.S.A) (pH 8.9 y 0.1% p/v de SDS, y las concentracionas de
acritamida usadas fueron 12.5% y 10% p/v) Los geles se polimerizaron por la
adicion de 0.05% p/v de persulfato de amonio (Sigma Chemical, Co. US.A) ¥
tetrametiletileno-diamina (TEMED), (Sigma Chemical, Co. U.S.A.) para €l gel
separador 6 0.1% de cada catalizador en el gel concentrador. E! buffer de
cormida (pH 8.3) contenia 0.025 M Tris, 0.192 M glicina. Se utilizaron
marcadores de peso pretenidos (Gibeo, U.S.A) en el rango de 200 a 16 kDa.
t.a electroforesis se realizé con un voltaje constante de 85V por 2 horas en una
camara vertical (ATTQ)

WESTERN-BLOT

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE  fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa segdn e método de Kyhse-
Andersen en un aparato de transferencia semiseca, a cormiente constante de
125 mA durante 1.5 horas utilizando para este fin buffer de transferencia
{apéndice 6) La membrana de nitrocelulosa con las proteinas inmovilizadas se
bloqued con albumina bovina al 1% (p/v) en buffer TBS (apéndice 7) durante
toda ia noche a 4°C.

Todas las membranas fueron incubadas con el Ab: antifosfotirosina (1:2000)
durante 1.5 horas. Una vez transcumrido el tiempo de la incubacion las
membranas se lavaron 5 veces con TBS-Tween (apendice 8) por 5 min. ¢fu y
se revelo utilizando quimioluminiscencia (Pierce, USA).
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ELUCION DE ANTICUERPOS

Esta técnica se utiliza para probar anticuerpos diferentes sobre una misma

membrana, en este caso se ufilizd para determinar la identidad de las

proteinas fosforiladas en tirosina.

- Lavarla membrana 1 vez con TBS

- incubar con la solucién de deshloqueo (apéndice 9) durante 1 hora a
70-80°C

- Lavar 1 vez con TBS-Tween por 15 min. con agitacion constante.

- Lavar 3 veces con TBS-Tween por 5min. cada una.

- Bloquear toda la noche con BSA 3%.

Una vez hecho esto se puede probar otro anticuerpo sobre fa membrana,

los anticuerpos probados fueron anti-STAT1, 3 y 5, asi como anti-JAK1 y 3;

la dilucion de estos anticuerpos de 1:1000, se incubaros por 2 horas, se

lavaron las membranas con TBS-Tween 5 veces 5min. c/u. Estas

membranas se incubaron con un anticuerpo antiratdn conjugado con

peroxidasa (HRP) (Zymed Laboratories, Inc. USA), el cual se incubo por 1

hora a una dilucion de 1:6000 en TBS-Tween-BSA 1% por 1 hora. Una vez

transcurrido el tiempo de incubacidn se lavaron las membranas 5 veces con

TBS-Tween por 5min.c/u. El revetado se hizo por quimioluminiscencia.
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RESULTADOS
Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el receptor para IL-2 esta
presente en las lineas celulares CALO e INBL (subunidad a y B 56, subunidad
v datos no mostrados). También se demostré que hay un aumento en la
fosforilacién de varias proteinas después de la unién de IL-2 a su receptor.
Con 1a finalidad de identificar las proteinas que participan en la via de
transduccién de sefales iniciada por IL-2, se analizaron las proteinas
fosforiladas en tirosina para determinar su identidad.
Puesto que la presencia det receptor de IL-2 ya ha sido demostrada en las
lineas celulares utilizadas en este trabajo (56), se buscaron los efectores de Ia
via inducida por iL-2, en este caso a las cinasas Janus JAK1 y JAK3 y a las
moléculas Transductores y Activadores de las Sefiales de Transcripcion
STAT1, STAT3 y STATS5, que son las moléculas involucradas en fa via JAK-
STAT.
Se ufilizaren concentraciones de 10 y 100UYmL de IL-2 para estimular a las
célutas, debido a que en otros experimentos realizados por nuestro grupo de
trabajo para analizar la proliferacién de estas lineas celulares, se observo que
la proliferacién aumentaba a dosis bajas de [L-2 (10UVmL) y que una
concentracion atta (100UWmL) tenia el efecto opuesto, es decir, inhibe la
proliferaciéon (56), a diferencia de los linfocitos normales, ya que esta
concentracion se wusa para inducir su proliferacién. Al ufilizar estas
concentraciones para esfimular a las celufas, queremos saber si hay
diferencias en tas moléculas involucradas en los fendmenos antes  descritos
de inhibicidn e induccion de la proliferacion (566).
Para analizar el patron de fosforilacion se realizé una inmunoprecipitacion con
anticuerpos antifosfotirosina (anti-pY), observandose proteinas fosforiladas en
un rango de peso molecular correspondiente a las cinasas JAK, ademas de
otras proteinas fosforiladas. £n este caso no se observo un cambio significativo
en la fosforilacion cuando se utifizaron las diferentes conceniraciones de IL-2
(Fig. 7 A, B).
Para determinar la identidad de estas proteinas se utilizaron anticuerpos
especificos anti-cinasa JAK3. Para esto se eluyeron los anticuerpos antipY y
las membranas se incubaron con anticuerpo especifico anti-JAK3. Los
resultados mostraron que las proteinas reconocidas por el anticuerpo
especifico anti-JAK3 coincidian con las bandas reconocidas en el inmunoblot
anti-pY, confirmando que se trata de JAK3 (Fig.7, C y Ch)
Dado que se ha reportado que JAK?T es el socio obligado de JAK3, y que
ambas moléculas son necesarias para inducir la respuesta al estimulo con 1L-2
en linfocitos normales, el siguiente experimento se encaming o determinar si
JAK1 estaba presente.
En la Fig.8 se muestra la inmunoprecipitacion con anti-pY (A, B), el revelado se
hizo con anti-pY, no observandose proteinas en el rango de peso molecular
correspondiente de JAK1, pero si otras proteinas fosforiladas; para comprobar
que JAK1 estaba presente, se eluyeron los anticuerpos y las membranas



ueron probadas con anticuerpo especifico anti-JAK1 (C, Ch). En este caso, si
e encontraron proteinas en el rango de peso correspondiente a JAK1, y
linguna de estas bandas coincidié con el inmunoblot anti-pY. En el control
egativo también detectd la presencia de una banda correspondiente a JAK1,
o que sugiere que JAK1 esta presente, pero no se fosforila en respuesta a L-
2.

INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS JAK3 FOSFORILADAS EN
TIROSINA EN RESPUESTA A IL-2
CALO INBL

A B

I Y
Borapy  JAK3

Tppa-py — JAK3
Blot a-JAK3 ~—

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Fig- 7. Inmunoprecipitacién anti-pY. La inmunoprecipitacion de ambas lineas celulares se hizo con el

anticuerpo anti-pY (SantaCruz Biotecnology). El revelado se hizo en primer lugar con anfi-pY y se observaron
sandas en el peso correspondiente de JAK3(A, B) Para comoborar que esta proteina en realidad era JAKS, se
sfuyeron los anticuerpos y las membranas fueron incubadas con anticuerpo especifico anti-JAK3, las bandas
se presentaron en la misma finea que las obtenidas con anti-pY(C, Ch). Un date de interés es que JAK3 esta
sresente incluso en el control negative, lo que puede sugerir que esta presente y ya fosforilada; las muestras
se estimularon con |L-2 durante 30" y ' con una concentracién de 10 y 100UI/mL. 1, Confrol (-}; 2, 10UlfmL,
30"; 3, 100UKmL,; 30”; 4, 10Ul/mL 1'; 5, 100UImL..

Para comprobar la presencia de ambas cinasas JAKs, se realizd una
nmunoprecipitacion con anti-JAK1 y anti-JAK3. Cuando se realizd la
nmunoprecipitacion de JAK1 (Fig.9), el revelado se hizo primero con anti-pY
(A, B), y no se detecté fosforilacion, lo que quiere decir que JAK1 no se
fosforila en respuesta a IL-2, presentandose el mismo resultado en ambas
ineas celulares. Se eluyeron los anticuerpos y las membranas y se revelaron
con anti-JAK1 (C, Ch), en este caso si aparecieron bandas correspondientes a
JAK1 en ambas lineas celulares, incluso en el control negativo (-), io que nos
confirma que JAK1 no se fosforila en respuesta a IL-2, aunque esta presente.



INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS JAKI FOSFORILADAS EN
TIROSINA EN RESPUESTA A IL-2

CALO INBL
A e
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Fig.B Inmunoprecipitacién anti-pY. La inmunoprecipitacién de ambas lineas celulares se hizo con el
anticuerpe anti-pY (SantaCruz Biotecnology). El revelado se hizo en primer lugar con anti-pY, y, d confrario
de JAK3, JAKT no se presenté fosforilada. Para comprobar la presencia de JAK1, se eluyeron los anticuerpos
y las membranas se incubaron con anticuerpo especifico anti-JAK1, las proteinas que se aprecian, se
encuentran en el rango de peso de JAK1, y no se superponen con las bandas de fosforilacion; en el control
negativo se aprecia la presencia de JAKT, las muestras se estimularen con IL-2 durante 30” y 1" con una
concentracion de 10 y 100Ul/mL. 1, Contral {-); 2, 10UKmL, 30", 3, 100U/mL; 30"; 4, 10UIIML 1', 5, 100U/l

Cuando se realiz6 la inmunoprecipitacion con anti-JAK3 (Fig.10), al analizar el
patrén de fosforilacion, se enconiraron bandas correspondientes al peso
molecular de JAK3, incluso en el control negativo (-), reforzando la suposicion
de que JAKS3 estd activa de manera permarnente, o sea fosforilada. Ademas,
observamos que la concentracién de |L-2 afecta este patron. Hubo un aumento
de la fosforilacion al estimular por un minuto con 10UYmL en ambas lineas
celulares (A, B), siendo mas evidente en INBL (B), ya que se aprecia con mas
facilidad; también se observd una disminucién de la fosforilacion al estimular
por un minuto con 100UI/mL, posiblemente por la induccién de un inhibidor de
JAK por la IL-2. Se eluyeron los anticuerpos y las membranas se probaron con
anti-JAK3 (C, Ch); las bandas encontradas coinciden con las bandas
encontradas en el inmunoblot anti-pY, comprobando de esta manera que estas
bandas corresponden a la cinasa JAK3.




INMUNOPRECIPITACION
ANTI-JAKL
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Fig.9 Inmunopreciptacion anti-JAK1, La inmunoprecipitacion de ambas lineas celulares se hizo con el
anbcuerpo anti-JAK? {SantaCniz Biotecnology). Et revelads se hizo en primer lugar con anti-pY y nose
observé alguna banda. Para comprobar la presencia de JAK!, se eluyeron los anticuerpos, ¥ [as membranas
se incubaron con anticuerpo especifico anti~JAK1. Las bandas que se aprecian, se encuientran en ef peso de
JAKA to que nos indica que JAK] esta presente en ambas lineas, pero no se activa con el estimulo de IL-2 En
&l control negativo se observé a JAK1; las muestras se estimularen con IL-2 durante 30"y 1’ conuna
concentracién de 10 y 100UKmML 1, Control (4); 2, 10UWmL, 307, 3, 100UVmL; 307; 4, 10ULmL 1, 5, 100Ul/mL.

£n la via de activacién por IL-2 en linfocitos normales, se ha visto gque se
activan las cinasas JAK y también las proteinas STAT, la IL-2 activa a STAT1,
STAT3 y STATS (95}, por lo que procedimos a analizarlas.

Ya que las STAT son activadas por las JAK en linfocitos normales, los cuales
presentan el receptor para IL-2, procedimos a investigar la presencia de dichas
moléculas en ambas lineas celulares. Para esto, las células CALO e INBL se
sometieron a lisis nuclear, ya que las STAT activadas son aquelias capaces de
inducir la activacién de los genes encargados de la proliferacion (c-myc, c-jun,
c-fos) y de los genes antiapoptéticos (bel-2, bel-xL), por lo que estas proteinas
activadas se translocan a nucleo. La estimulacidén de las STAT se hizo a
tiempos mas largos debido a que estas moléculas tardan mas tiempo en
responder al estimulo y translocarse a nucleo.
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TNMUNOPRECIPITACION
ANTI-JAK3
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Fig.i@ Inmunoprecipitacdn ani-JAKS La mmunoprecipitacén de ambas iineas celulares se hizg con el
anticuerpo ant-JAK3 (SantaCruz Biotecnology} Ei revelado se hizo en primer lugar con anti-pY y se
observaron bandas en & peso carrespondiente para JAKS, se puede observar un aumento de fa fosfonlacion
en 1as linea INBL con 10UImL, situacion que no se observa en CALO Para corrohorar que esta proteina en
realidad era JAK3, se eluyeron los antcuerpos y las membranas se incubaron con antcuerpo especifico anti-
JAK3 Lasbandas reconocdas por el anti-JAK3 corespenden a las obterudas con ant-pY Un date de interés
es que JAK esta presente en e control negetive; 15s células se estmudaron con |L-2 durante 30" y 1" con una
concentracién de 10 y 100Ui/mL 1, Contral (-); 2, 10UImL, 30", 3, T00UI/mi,, 30", 4, 10Ul/mL 1; 5, 100UI/mL
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INMUNOPRECIPITACION
ANTI-STATL
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Fig. 11 inmunoprecipitacion anti-STAT1 La inmunoprecipitacién en ambas lineas celulares se realizé con el
anticuerpo ant-STAT1 (SantaCruz Biotecniology). EI revelade se hizo en pnmer lugar con antpY y se
abservaran bandas en el peso corespondiente & STAT{. STAT1 estd fosfonlada en el control negativo, esta
fosforlacién de STAT sin estimulo, también nos hace pensar en una activacién conshtutiva de esta protelina
Para cornprobar la presencia de STAT1, las membranas fueron tratadas con buffer &cido para eluir los
anbcuerpos, y se revelarch con aniicuerpo anh-STAT1, Las flechas discontinuas sefialan las bandas que se
superpchen a las bandas def blet ant-pY, las flechas compfetas sefialan bandas de un mucho mayor peso
molecular que contienen a STAT1, y no se encuentran fosfonlados, lo que sugiere que hay complejos de
STAT de alto pese en el nudeo celular y posiblemente sean capaces de esbmular sus genes
correspondientes

La estmulacion se hiZe a una concentraadn de 10UmL durante los tempos mdicados en la figura y se
realzd un lisado para obtener nucleos
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TNMUNOPRECIPITACION
ANTI-STAT3
CALO INBL
A B
Ippo-STATS
BhTa-p¥
c
STAT3
B Ipp a-5TATS —
Bt «-5TATS  STAT3
b
3 28 I8 5 C- 3o 15 B

Fig. 12 Inmunoprecipitacidn anti-STAT3 La inmunaprecipitacién en ambas lineas celulares se realizé con
of anticuerpo ant-STATS (SantaCruz Biotecnology). Ei revefado se hizo en primer lugar con antt-pY y se
observaron bandas en el peso correspondiente a STAT3. STAT3 esté fosfoniada en ef coniral negativo ¥
presenta un aumento en la fosforilacién conforme avanza el tiempo, alcarizando su maximo alos 35', la cual
es mas evidente en fa linea celtlar CALO, sin embarge, se presenta el mismo fendmeno en INBL. esta
fosfonlacidn de STAT sin estimulo, también nos hace pensar en una activacién constitutiva de esta proteina.
Para comprobar la presencia de STAT3, se eluyeron los anticuerpas y se revelaron con anticuerpo ant-
STAT3, las flechas disconinuas sefialan fas bandas que se superponen a las bandas def blot anti-pY; las
flechas completas sefilan bandas de un mucho mayor peso molecular que contienen a STAT3, ynose
encuentran fosforilados, lo que sugiere que hay compiejos de STAT de afto peso en et nacieo cehulary
posiblemente segn capaces de estimular sus genes correspandientes, de manera interesante, estos
complejos empiegan a desaparecer conforme avanza el tempo, teniendo su maximo {aparente) en el control
negativo

La estimulacién se hizo 2 una concentracion de 10UVmL durante los dempos indicados en 1a figura, y s&
realizd un figade para obiener nicdieo
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INMUNOPRECIPITACION
ANTI-STAT5
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Flg. 12 inmuncprecipitacién anti-STATS. La inmunoprecipitacion en ambas lineas celulares se realizé con ef
antcuerpo anti-STATS (SantaCruz Biotecnology). El revelado se hizo en primer lugar cont ani-pY v se
observaron bandas en & peso correspondiente a STATS STATE esta fosfonlada en ef control negatvo y
presenta un aumento en la fosfontacién conforme avanza el tempo, dcanzando su maximo a los 35, evidente
en ambas lineas, esta fosfonlacién de STAT wn estimulo, también nos hace pensar en una achvacion
consttutiva de esta proteina Para comprobar (a presencia de STATS, se eluyeren los anbcuerpos y se
revelaron con antcuerpo anti-STATS, las flechas discontnuas sefialan las bandas que se superponen alas
bandas del Dot anb-pY, ias flechas completas sefialan bandas de un mucho mayor peso molecular que
contenen a STATS, y no se encuentran fosforilados, lo que sugiere que hay complejos de STAT de alto peso
en el nicleo celular y posiblemente sean capaces de estmular sus genes correspondientes, de manera
mteresante, estos complelos empiezan a desaparecer conforme avanza el tempo, teniendo su mdsme
(aparente) en el control negatvo

La esbrulacion se hizo a una concentracén de 10UYmL durante los tempos indicados en la figura, y se
realizd un hsade para obtener nucleo



INMUNOPRECIPITACION ANTI-STATS
en células estimuladas con 100UT/ml de IL-2
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Fig. 14 \nmunoprecipitacion ant-STATS  La estimutacion se realizé con 100UimLdurante diferentes
penodoes de iempo, las células se lisaron en buffer hipStonice, seguido de huffer hipérténico para lisar al
nicleo. La inmunoprecipitacion en ambas lineas celulares se hizo con el anticuerpe anti-STATS (SantaCruz
Biotecnology, USA) El revelado se hizo en primer lugar con anti-pY v se observaron bandas en el peso
sorrespondiente a STATS. La protelna estd fosforilada en el contral negative v la fosfonlacion, en este caso,
lisminuye, presentando un comportamiento opuesto a la estimulacion con 10UIImL. Para comprobar la
resencia de STATS, se eluyeron Jos anticuerpos, ¥ se revelaron con anticuerpo anti-STATS, las flechas
liscontinuas sefialan las bandas que se superponen a las bandas del blot anti-pY; las flechas completas
sefialan bandas de un mayor peso molecular que contienen 2 STATS, y no se encuentran fosforilados, lo

ue sugiere que hay complejos de STAT de alto peso en el nldeo celular y posiblemente sean capaces de
stimular sus genes carrespondientes,
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INMUNOPRECIPITACION ANTI-STAT3
De células estimuladas son 100UT/mL de IL-2
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F ig 15 Inmunaprecipitacion ant-STAT3. La estimulacidn se realizd can 100UUmL durarte diferentes
penodos de tiempo, las células se lisaron en buffer hipGtonico, seguido de buffer hiperténico para lisar al
nicleo. La inmunoprecipitacian de ambas lineas celulares se hizo con &) anbcuerpo anti-STAT3 {SantaCruz
Biotecniology). El revelado se hizo en primer lugar con anti-pY y se observaron bandas en ef peso
correspondiente a STAT3. La proteina estd fosforilada en el control negativo y la fosforilacidn, en este caso,
disminuye, presentando un comportamiento opuesto z [a estimulacion con 10UI/mL. Para comprobar la
presencia de STAT3, se eluyeron los anticuerpos, y se revelaron con anticuerpo ant-STAT3, las flechas
discontinuas sefidan las bandas que se supemponen a las bandas del blot anti-pY; las flechas completas
seflalan bandas de un mucho mayor pesa molecular que confienen a STATS, y no se encuentran
fosforilados, lo que sugiere que hay complejos de STAT de alto peso en el nicles celular y posiblemente sean
capaces de estimular sus genes comrespondentes.




PRESENCIA DE LAS PROTELNAS JAK Y STATEN LINFOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA

B c Ch

JAKL C- JAK3 C- STAT3 C- STATS ¢-
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JAKL - JAK3 C- STAT3 ¢- STATH C-

Fig. 16.Coma control positive se utilizaron linfocitos de sangre periférica, los cuales de obtuvieron como se

describe en la metodologfa, y se lisaron de acuerdo a la proteina a ensayar. Se inmunoprecipitaron para: A,
JAK1; B, JAK3; C, STATS3; Ch, STATS.

El revelado se hizo con anti-pY por guimioluminiscencia.

Para comprobar la presencia de las proteinas JAK y STAT, se eluyeron los anficuerpos y se probaron
anticuerpos especificos para cada proteina: A', JAK1, B, JAK3; C',STAT3; Ch', STATS.
= revelado se hizo por quimiclumiscencia

Fri la Fig-11 se muestra la inmunoprecipitacion anti-STAT1, el revelado se hizo
an primer lugar con anti-pY (A, B), observandose bandas correspondientes al
»eso de STATT, al igual que JAK3, STAT1 también presenta fosforilacion en el
sontrol negativo (C-} de ambas lineas celulares, lo que también podria
ndicarnos que la proteina esta activada de manera constitutiva en estas
sélulas. Los anticuerpos se eluyeron y se probaron con anti-STAT1 (C, Ch),
son la finalidad de comprobar si se trata de STAT1, encontrandose, ademas de
as bandas anteriores, otras que muy probablemente tambien correspondan
son la molécuta buscada. Las flechas discontinuas sefialan las bandas para las
suales existe correspondencia con el blot anti-pY, indicando que estas bandas
sertenecen a STAT1, sin embargo, las flechas continuas sehalan bandas de
3TAT1, las cuales no estan fosforiladas y son de mayor peso que las STAT
osforiladas, indicandonos ia presencia de STATs no fosforiladas en el nucleo,
jue, de manera curiosa, empiezan a desaparecer una vez iniciado el estimuto
on IL-2, desapareciendo totaimente a los 35’ después de la estimulacion; at
arecer algunas STATs no fosforiladas (dimeros) son capaces de inducir ia
ictivacion de genes, por lo que es posible que estas STATs no fosforiladas
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sean capaces de activar genes. La Fig.12 muesfra la inmunoprecipitacion anti-
STAT3, revelando primero con anti-pY (A, B). Se cbservaron bandas en el
peso corespondiente a STATS3, v, a semejanza de JAKS3, se observd que en el
cantrol negativo (C-), la proteina estaba fosforilada, lo que podria indicarnos
que STATS3 al igual que STAT1 estdn activadas de manera constitutiva. Se
logré observar ef efecto del aumento de la fosforilacion con respecto al tiempo;
en CALQ (A), se observa claramente como aumenta la fosforilacion de STATS3,
alcanzande un maximo a los 35 de estimulacion. En INBL (B), este efecio es
menos evidente, pero también existe. Para comprobar la presencia de STATS3,
se eluyeron los anticuerpos vy las membranas se probaron con anti-STAT3, lag
flechas discontinuas sefialan las bandas que empalman con fas bandas
encontradas en el blot anti-pY, sugiriende que estas bandas perienecen a
STAT3. Las flechas continuas sefialan a bandas de STAT3 que no estan
fosforiladas, y son de mayor peso, se presenta un fenémeno similar que con
STAT1, estas proteinas empiezan a desaparecer una vez iniciado el estimuto,
esto parece sefalar que la iL-2 si es capaz de inducir proteoiisis de las STATs.
La Fig.13 muestra la inmunoprecipitacion con anti-STATS; €l revelado se hizo
primero con anti-pY {A, B). Se observaron bandas en el peso cotrespondiente
a STATS, y como habia sucedido anteriormente, en e control negativo (C-) se
presenta fosforilacion de ia proteina STAT, sugiriendo una vez mas, gue esta
molécula puede estar activada de manera consfitutiva. Al igual que con
STAT3, STATS presenta un aumento de ia fosforilacion con respecto a tiempo,
alcanzando su punto mas afto a los 35, El efecto es evidente en ambas lineas
{A, B). Los anticuerpos se eluyeron v las membranas fueron probadas con
anti-STATS. Las flechas discontinuas sefialan a las bandas que fambién se
encuentran en el blot anti-pY, confimando que se frata de STATS, y una vez
mas encontramos a bandas de STATS5 sin fosforilar, que tienen un
comportamiento muy similar a las otras STATSs; estos resultados refuerzan mas
ia suposicion de la induccion de proteolisis de las STATs

Una vez que determinamos que proteinas se encontraban presentes y se
fosforifaban en respuesta a 10UifimL de IL-2, se probd la concenfracion de
100UmML de IL-2 en la estimulacidn de las lineas celulares, pata anafizar si
esta concentracion tenia un efecto de inhibicion de la fosforilacidn, ya que se
observd es estudios anteriores que esta concentracion inhibe la proliferacion
en ambas lineas celulares. En la Fig.14 (estimulacion con 100UI/mL) se
muestra [a inmunoprecipitacién anti-STATS; el revelado de hizo con anti-pY(A,
B), observandose también en este caso que en €l control negativo se observa
la prateina fosforilada en ambas lineas, lo que nos indica que esta STAT esta
activada constitutivamente, y el comportamiento observado es el esperado, la
fosforilacion de STAT disminuye con el tiempo, siendo muy evidente en INBL
(B), en donde ta proteina desaparece finalmente a los 35 de estimulacion;
CALO presentd un fendmeno similar, aungue ia fosforifacion sufrio un aumento
alos 15, esta volvio a decaer a los 25 y finalmente desaparecio a los 356"

Las membranas se probaron con anti-STATS después de eluir ¢l anticuerpo
anti-pY (Fig.14: C, Ch). Las flechas disconfinuas indican las bandas que




corresponden a las bandas def blot anti-pY y las flechas continuas sefialan
bandas de STATS no fosforiiadas de mayor peso. El comportamiento de
STATS en este biot es similar al comportamiento del blot anti-pY, las bandas
desaparecen conforma avanza ai tftempo y finatmente desaparecen a los 35"
en el caso de las bandas de STATS no fosforiiadas estas empiezan a
desaparecer con el primer estimulo y desaparecen completamente a los 25'.
Estos resultados nos indican que la IL-2 a altas concentraciones es capaz de
inducir ia desfosforilacion de las STATs. Estos resultados concuerdan con la
disminucion de ia proliferacion observada a aitas concentraciones de L-2, ya
que esta inhibicion puede ser debida a la desaparicion de los complejos de
STAT, que son capaces de inducir la proliferacién celutar y previenen ia
apoptosis.

En la Fig.15 se aprecia la inmunoprecipitacién anti-STATS, el revelado se hizo
primero con anti-pY (A, B), y a! igual que en los resuftados anteriores, en el
control negativo (C-), lo que nos confinrma el hecho de que las STATs estan
activadas constitutivamente en ambas lineas celulares. Ei comportamiento de
la fosforilacion es el esperado, de acuerdo a lo observado para STATS, ya que
esta disminuye conforme avanza el tiempo, desapareciendo a los 35,
reforzando la idea de la induccidn de una fosfatasa nuclear como se ha
reportado por Haspel y Darnell (96), que sea capaz de desfosforilar a las
STATs, aunque también cabe la posibilidad de una degradacian proteolitica a
cargo del sistema ubiquitina-proteasoma.

Los anticuerpos se eluyeron y la membrana fue probada con anti-STAT3 (C,
Ch), las flechas discontinuas sefialan las bandas gque coresponden a las
bandas del blot anti-pY, las flechas continuas sefialan bandas de STAT3 de
alto peso molecular, las cuales no estan fosforiladas, y empiezan a
desaparecer cuando se inicia e estimulo con L2 Y desaparecen
completamente a los 25', indicando que la IL-2 a altas concentraciones induce
un poco més rapido la desaparicion de fas STATs no fosforiladas: Ia IL2 a
altas concentraciones (100UImL) ademas de inducir una posible proteolisis de
las STATs, puede inducir una fosfatasa que afecte a las STATs; estos
resultados también concuerdan con los obtenidos para proliferacion (56), que
disminuye si se aumenta ta concentracion de iL-2.

La Fig.16 representa el control positivo, ya que los linfocitos responden al
estimulo con iIL-2 activando la via JAK-STAT de manera normal. A diferencia
de las lineas de epitelio de cérvix CALO e INBL, los linfocitos normales no
presentan activacion de JAK o STAT en el control negativo, debido a que en
este tipo de celulas, las vias de sefAalizacion se encuentran fuertemente
reguiadas,

Como era de esperarse en linfocitos normales, JAK1 y JAK3 se activaron por el
estimulo con IL-2, a diferencia ce CALO e INBL, en donde solo se activo JAKS.
En el caso de las STATs, no se presantan proteinas no fosforiladas,
evidenciando que la presencia de estas puede ser un signo de transformacion
maligna.
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DISCUSION

En el presente estudio detectamos Ia presencia de JAK1 y JAK3, de las cuaies
solo JAK3 es fosforilada bajo los estimulos de IL-2 utilizados en este {rabajo e
incluso sin estimulo, esta situacion es muy diferente a 1a de linfocitos nommales,
es esta clase de células, la activacion de estas JAKs es cruzada, es decir,
JAKT activa a JAK3 y viceversa, ademas, en esta clase de células es necesatia
la presencia de ambas moléculas para gue la via inducida por IL-2 se active
correctamente, por ejemplo, ia induccion de respuesta por el receptor de IL-7
requiere a JAKt asi como a JAK3 y se demostrd que JAK1 es el socio obligado
de JAK3 para la induccién de la sefial de supervivencia (58). Los timocitos
provenientes de ratones nulos para JAK1, falian al responder a ofras citocinas
linfopoyéticas como la IL-2 y fa IL-4, ambos incorporan a v, como parte del
complejo de receptor activado. Estos resultados demuestran que la asociacion
de JAK1 y JAK3 es necesaria para inducir respuestias bioidgicas por todos los
receptores que ufilizan a ia subunidad Ye {58), lo cual indica claramente Ja
necesidad de ambas moléculas en las células normales para inducir
corectamente fas vias de sefializacién que involucran a Ye. Aungque JAK1 esta
presente, no se fosforila en respuesta a 1L-2, por o que es poco probable que
participe en la activacion de las STATs en estas lineas celulares, dejando el
papel principal a JAK3.

También se detectd la presencia de las proteinas STAT, en particuiar, se
observe que ias proteinas STAT3 y 5 estan fosforiladas en el control negativo,
hablendo un aumento en la fosforilacién  al estimular las céluias con 10UI/mL
de IL-2 y una disminucién de ia fosforilacion at utilizar 100UVmL defl-2

El que las proteinas se encuentren fosforiladas en el control negativo parece
indicar que las proteinas estan activadas de manera constitutiva en las lineas
CALO e INBL. Este encendido permanente conduce a una proliferacion celular
muy alta, por lo que este hecho puede estar involucrado en la transformacion
maligna de estas células.

Existe una diferencia intrinseca entre las dos lineas celulares utilizadas, ya que
CALO esta en el estadio IIB e INBL en ef estadio IVB, esto quiere decir que
INBL se encuentra en un estadio clinico mas avanzado que CALO, lo que se
traduce en una mayor agresividad de INBL. Esta cualidad de INBL (ser mas
agresiva) se puede apreciar en la fosforilacion de JAK3 {(Fig.10 C, Ch), ya que
en esta linea fue mucho mas evidente el aumento de fosforilacion de JAKS, io
gue podria significar que, al ser mas “malignas”, profiferen mas y mejor frente
al estimulo de 12, ya que una JAK3 mas activa, podria significar mas
moiéculas de STAT activadas. Esta diferencia de “malignidades” también se
pone de manifiesto en STAT?, esta molécula se ha implicado mas en inhibicién
de la profiferacion (97). En la Fig.11 (CH) se aprecia una disminucion en la
cantidad de STAT1 (incluyendo los complejos de alto peso), 1o que podria
implicar que al desaparecer esta molécuia inhibidora del crecimiento, aunado
con el gumento de la fosforilacién de STAT2 y 5, provoca un gran aumento en
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la proliferacion, lo que es un indicic de por que estas células son mas
invasivas. En coniraste, en ia linea celular CALO este fenémeno no ocurre, o
sea, STAT1 no desaparece Fig.11 (C), ni siquiera los complejos de alto peso,
pero si aumenta fa fosforilacion de STAT3 y 5. Aunque STAT1 no desaparece,
las celulas CALO también proliferan en presencia de IL-2, estos hechos nos
hacen pensar en que la sefial dada por STAT3 y § en su conjunto es suficiente
para superar la sefial inhibidora de STAT1 e inducir profiferacion. Este
fenémeno pone de manifiesto el por que la linea CALO es menos agresiva que
INBL, al tener un “freno”™ que INBL puede superar. Este fenémeno de que la
sefial proliferativa en conjunto de STAT3 y 5 superan la sefal inhibitoria de
STAT1 también se presenta en algunas leucemmas, donde se activan esfas
mismas moléculas, hecho que nos hace pensar en un comportamiento mas
parecido a las células de leucemias que a finfocitos normales, ya que ambas
presenta desregulacion en su proliferacién

Esta diferencia en cuanto a “malignidades” de estas dos lineas celulares
también se pone de manifiesio al observar el comportamiento de STAT3 y 5;
aunque en ambas se manifiesta un aumento de Ia fosforilacion de STAT3 (mas
evidente en CALOQ, este dato podria confimnar las sospechas acerca de que
CALQ es dependiente de IL-2 mientras que INBL no lo es tanto (58) ) mientras
que en INBL es menos notorio el cambio; la gran diferencia la encontramos en
las STATs no fosforifadas, CALQO presenta una sola banda de STAT3 no
fosforiiada, la cual desaparece a los 35 e INBL presenta 2 bandas de STAT3
no fosforilada, de las cuales una (la mas cercana a la STAT3 fosforitada) se
mantiene a los 35, lo que nos indica que esta molécula no es degradada tan
rapido como su contraparte en CALO, lo que le permitiria seguir estimulando
junto con fa STAT3 fosforilada el crecimiento celular por mas tiempo.

Dado que STAT3 es un oncogene (98), es muy probable que sea la molécula
mayormente responsable de la transformacion de ambas lineas, ya que se
encuentra activada y los complejos de alfo peso molecular estan presentes atin
sin estimuto de 1L-2.

Con STATS ocunre algo similar, hay un aumento de fosforilacion de STATS (en
este caso mas evidente en INBL), y una vez mas la gran diferencia la
encontramos en las STATs no fosforladas; mientras que en CALO el ditimo
tiempo en donde se observan es a los 15, en INBL todavia a los 35’ se aprecia
una ligera banda; STATS protege de la apoptosis (95), ademas de inducir
proliferacion, estos hechos junto con las propiedades transformantes de
STATS, le confieren a STATS un papel de importancia en la transformacion, ya
que no basta proliferar, hay que proteger contra la muerte celular, papet que
desempefia muy bien STATS

En algunos estudios en linfocitos normales han demostrado que JAK1 no es
requerida para la activacion de STAT o para la induccion det gen cfos (99).
Ademas, se ha encontfrado que JAK3 puede autofosforilarse en maltiples sitios,
incluyendo ias tirosinas Y980 y Y981, y que el residuo Y980 regula
positivamente la aclividad de cinasa de JAK3 mieniras que &l residuo Y981
regula de manera negativa a la misma actividad. Estas observaciones en JAK3
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son similares a las enconfradas en las cinasas que estan estrechamente
relacionadas con las JAKs, fa cinasa ZAP-70 (74), al parecer estas tirosinas no
son las nicas en regular a Ia actividad de cinasa. Se realizaron estudios sobre
dos residuos de tirosina conservados dentro de fa curva de activacion de JAK1
y JAK3 en los dominios de cinasa y se sustituyeron con fenilalaning: en un
sistema de sobreexpresion, {a funcidn catalitica de JAK1 reguiri estrictamente
la presencia de la primera de esta tirosinas, Y1033. En contraste, JAKS retiene
la actividad catalizadora cuando cuaiquiera o las dos tirosinas en ta curva de
activacién fueron mutadas (99).

También se ha demostrado que la activacién de Jak1 no es requerida para la
activacion de Jak3 y Stats en las células transfectantes MOLT4 (73); asi
mismo, se ha enconfrado que fa sobreexpresién de Jak3 resultz en su
activacion (74) y la activacion de Jak3 precede a la activacién de Jak1 (75)
Estos resuliados nos hacen pensar que JAK1 es una molécula mas “deficada”,
casi redundanie, ya que una mutacion en o residuo Y1033 es capaz de inhibir
su actividad catalitica, mientras gue JAK3 es capaz de refener esa misma
actividad con las mismas mutaciones. Ademas, la IL-2 estimula en mayor grado
a JAK3 en linfociios y en la linea celular YT (72) y la activacién de JAK3
precede a la activacion de JAK1 (75), y que JAK3 desempefia un papel
esencial y no redundante en aigunas vias de sefializacion por citocinas
(incluida ta iL-2) (71, 89). Por lo antes sefialado, podriamos suponer que JAK3
es una molécula “mas importante” en la sefalizacion por IL.-2 que JAK1, va
que también se ha demostrado que la activacién de JAK1 no es requerida para
la activacion de JAK3 (ya que puede autofosforilarse) y STATS en las células
transfectantes MOLT4 (73), y fa sobreexpresion de JAKS resulta en su
aclivacion (74), lo que no hace imposible pensar que JAK3 sola sea capaz de
iniciar la sefalizacion inducida por IL-2, cuando JAK1 no es activada,
{posiblemente por alguna mutacién del residuo Y1033 que se hubiera dado) en
las lineas CALO e INBL, como lo demuestran ios resultados obtenidos en el
presente trabajo. Debide a que JAKS es fa Unica cinasa activada, es muy
probable que sea la principal encargada de iniciar fa respuesta por la unién de
IL-2, sin la participacion de JAK1, como normalmente sucede en linfocitos.

Otra posible explicacion a los resultados obtenidos es que la molécula
responsabie de la activacion de las STATs sea una proteina de fusion Tel-JAK,
come la que algunos grupos de trabajo han  encontrado en leucernias
humanas. Translocaciones cromosomicas halladas en leucemias mieldgenas
agudas y cronicas, resuita en ia fusion de la parte 3’ de JAKZ (la cual incluye al
dominio catalitico JH1} con la regidn de dimerizacion 5' de Tel (un miembro de
la familia de faciores de transcripcién Ets), resultando en una JAK activa
constitutivamente, capaz de activar a STAT1, STAT3 y STATS. También se
han hailado moleculas Tel-JAK3 y Tel-Tyk2 putativas que poseen las mismas
habilidades que Tel-JAK2 (79); si en las lineas celulares CALO e INBL hubiese
ocurrido una translocacién cromosdmica que resultara en la formacion de una
proteina de fusion de JAK3, que incluyera el dominio catalitico, esta seria
capaz de activar a las STATs (1, 3 ¥ 5) sin intervencion direcla de JAK1.
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Estas diferencias tan significativas entre células nomales, como Ios finfocitos y
células transformadas, evidencian el grado de mutacién sufrido por estas
dltimas células; al transformarse las células, toda su maquinara metabéiica
sufre transformaciones graves, 1o cual genera la expresion de moléculas que
normalmente se expresarian poco o no estarian presentes bajo ninguna
circunstancia, tal es el caso del IL-2R, el cual normalmente se expresaria muy
poco o nada en este tipo de células epiteliales de cérvix, pero debido a ia
transtormacion maligna, es posible que estas células expresen este receptor y
la mayoria de las moléculas asociadas at mismo, y asi la IL-2 pueda inducir el
crecimiento de estas células a bajas concentraciones, ya gque a alas
concentraciones, el proceso se invierte.

Un resuitado interesante obtenido en este trabajo es fa presencia en el nicleo
de compiejos moleculares de alio peso molecular que contienen a las STATs
no fosforiladas, donde at parecer son capaces de estimular a los genes que
normalmente activan, situacion que no se produce en los linfocitos normales,
donde las STATSs estan fuertemente reguladas.

Se ha reportado ta presencia de aigunas STAT3 (dimeros) no fosforiladas que
pueden estar presentes sin estimulacion del ligando y esto puede ser debido a
uniones cruzadas cisteina-cisteina (100). Al parecer Ias interacciones Cys-Cys
ocuren entre dos monémeros para formar un dimero, estos experimentos
indican que STAT3 por si misma es capaz de inducir transformacion, por lo que
probablemente STAT3 sea un oncogen (98), estos resultados también parecen
indicar que la I-2 induce la degradacion de estos factores de transcripcion no
fosforilados, posiblemente a través de su proteolisis, aiin a concentraciones
bajas {10Ui/mL)

La unidn cooperativa de STATS a las regiones reguladores positivas (PRRs)
esta mediada, al menos en parte, por la formacién de un tetramero de STATS 2
través de interacciones proteina-proteina. Un residuo clave involucrado en ia
tetramerizacion de las proteinas STAT es el Trp37. Este residuc se conserva
en todas fas STATs (42).

Es probabte que las atras STATSs, en este caso STAT1 y STATS, al igual que
STAT3, sean capaces de formar dimeros no fosforilados con la capacidad de
estimular a los genes activados normaimente; debido a que también estan
presentes complejos moleculares de alto peso molecular, es probable que
estos estén formados por trimeros o tetrameros de una o varias STATS,
complejos que se forman, muy probablemente a través de interacciones entre
el Trp37.

Podria ser posible que las proteinas de aito peso molecular reconocidas por los
anticuerpos especificos anti-STAT representen  este tipo de complejos
moleculares, o cual seria muy interesante determinar en estudios posteriores,
Se encontraron dimeros fosforilados y compiejos de alto peso molecular {(que
probablemente sean trimeros y/o tetrameros) no fosforilados en el control
negativo (sin estimulo), lo que nos indica que estas proteinas estan activadas
de manera constitutiva, pero lo mas interesante es que mientras a bajas
concentraciones de IL-2 se aumenta la fosforilacién de los dimeros de ias
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diferentes STATs, los complejos moleculares de alto peso empiezan a
desaparecer, la mayoria de estos complejos ya no esta presente a los 35 de
estimulacion, incluso a bajas concentraciones {10U/mL), lo que hace pensar
en la induccién de la degradacion de estas proteinas por la activacién, muy
probablemente, del sistema ubiquitina-proteasoma que es un importante
encargado de la degradacion de factores de transcripcion (88), ya gue al no
estar fosforladas no son afectadas por las fosfatasas que inactivan a las
STATs fosforiladas. Se ha reportade que la actividad de fosforilaciénen Tyry la
union al ADN de STATS es estabilizada por el inhibidor de proteasoma
MG132, sin detectar ubiquitinacién de las proteinas STATs, E! inhibidor de
proteasoma MG132 estabiliza a los inhibidores de fosfatasa, previene la
desfosforiiacion de las JAKs y resulta en una sefializacién prolongada debido a
la activacion de fas STATs (89).

Otra situacién interesante es que a bajas concentraciones de H.-2 (10Ul/mL.) fa
fosforilacion de las STATs aumenta, lo que nos indica que la IL-2 induce una
mayor activacion de estas proteinas, muy probablemente a través de una
mayor activacion de JAK3, Ia cual proveca un aumentio de ia fosforiiacion.

Los resultados obitenidos en este frabaje concuerdan con olros datos
previamente mostrados en nuestro laboratorio sobre proliferacidn celuiar bajo
estimuio con IL-2, en los cuales se encontrd que aumentaba la profiferacion a
bajas concentraciones de IL-2 (10Ui/mL) y que a aifas concentraciones este
crecimiento(100UI/mL) se inhibia (56). El aumento en la profiferacion puede
ser debido al aumento en la fosforilacion de ios dimeros de STAT, lo cual
provoca una estimutacion de genes refacionados con la proliferacidn{c-myc, ¢
jun) ¥ con la inhibicion de la apoptosis (bcl-2, bel-xL), la cual debe ser suficiente
para inducir la proliferacion, ya que las STATs no fosforiladas empiezan a
desaparecer a partir de la estimulacion con IL-2, por lo que es poco probable
gue contribuyan en algo a la profiferacion, aunque muy probablemente su
papel mas importante sea en e! mantenimiento de 1a transformacion de las
celulas sin 0 con muy poca estimulacion de ligando.

La inhibicion de la proliferacion a altas concentraciones (100UH/mL) tiene su
explicacion en la desfosforilacién de los dimeros inducida por IL-2,
probablemente provocada por la induccidn de algunaf(s) fosfatasa(s) (96),
ademas de ia ya mencionada via de ubiquitinacion. Shp2 es un regulador
positivo de la sefializacion por PDGF, vy un regulador negativo de la
sefializacion JAK-STAT por lo que es un candidato para alterar la senal
transmitida por enzimas involucradas en sefalizaciéon cruzada (97); una
fostatasa de tirosina ha sido implicada en fa inactivacién de STAT1 en nucleo,
Ia cual podria estar involucrada en la desfosforilacion encontrada en tas lineas
CALO e INBL, ya que el lisado se realizd en nucleo, es muy probable que esta
fosfatasa este involucrada en la regulacién.

Otfra proteina que puede estar involucrada es CIS (proteina inducible por
citocinas que contiene SH2), la cual es el miembro prototipo de la familia de
prateinas CIS/SOCS/JAB/SSI, las cuales son rapidamente inducidas por
muchas citocinas, incluida 1L-2 (42).
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La IL-2 activa a STAT1, STAT3 y STAT5 en linfocitos (95), pero esta
fosforilacidn es transitoria, debido a diversos mecanismos de regulacion, entre
ellos la desfosforilacion y la proteolisis. Las proteinas ubiquitinadas se vuelen
blanco de los proteasomas y sufren profeolisis. Se piensa que el sistema
ubiquitina-proteasoma de degradacion de proteinas juega un papet importante
en la regulacion negativa de la sefializacion por citocinas (88). Debido a los
resulfados obtenidos en este trabajo como son: presencia de STATs no
fosforiladas en nacleo que desaparecen con el estimulo de IL-2 atn a bajas
concentraciones, disminucion de la fosforilacién a altas concentraciones, nos
hace pensar que la fL-2 tiene funciones contrarias, por un lado promueve fa
profiferacion a bajas concentraciones, y por el otro, induce una inhibicion a
altas. En los linfocitos normales, la IL-2 también puede inducir muerte celular,
ya que predispone a la via de muerte endégena en células T CD4" y CD8". Si
la IL-2 precede a la ocupacion del receptor de antigeno, cenduce a la
apoptosis, y la apoptosis aumenta conforme se aumenta ia dosis de 1L2 {9).
Estos datos indican que la IL-2 si posee esa doble actividad {proliferacion-
muerte) en las células normales.

Por fanto podemos decir que la IL-2 a bajas concentraciones en las lineas
celulares utiizadas, es capaz de aumentar la fosforilacion de ias STAT e
incluso de JAK3, pero a aitas concentraciones tiene el efecto opuesto.

El comportamiento inducido por IL-2 en estas células no es muy parecido al de
fos flinfocitos normales, pero tiene un gran parecido con los linfocitos de
leucemia, en donde {a IL-2 activa exactamente las mismas STAT. Tal vez un
tratamiento efectivo para el cancer cervicouterino sea el uso de inhibidores de
STAT (95), de manera analoga a como son utilizados en algunas leucemias.
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CONCLUSIONES

El patron de fosforilacién de CALO e INBL es diferente entre si y ambos
difieren del patrén de fosforiiacion de linfocitos normales.

Ambas lineas expresan JAK1 Y JAK3. JAK3 presenta un “encendido
permanente, y JAK1 no. Ambas difieren mucho de linfocitos normales, ya
que en estos estan presentes ambas moléculas, JAK3 no presenta un
“encendido” permanente y ambas tienen que fosforilarse para transducir la
seftal,

STAT1, STAT3 y STATS se expresan en ambas lineas celulares, y las fres
motéculas estan activadas constititivamente

La IL-2 induce dimerizacion de las STATs en ambas lineas.

CALO e INBL presentan complejos de ailto pesc molecular de las tres
STATs, adn sin estimulo de IL-2. Aunque la mayoria de estos desaparecen
con el estimulo de [L-2, por lo que muy probablemente sy papel mas
importante sea en el mantenimiento de la transformacion de las células sin
0 con muy poca estimulacion de ligando.

tas moléculas JAK y STAT aumentan su fosforilacion con 10UNmML, y
disminuye con 100UI/mL, lo que concuerda con los datos anteriores
obtenidos sabre profiferacién de las lineas CALO e INBL, 1o que indica que
estas proteinas involucradas en este fendémeno.,




54

Proyecciones futuras.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo surgen varias preguntas:
-¢Qué fostfatasas estan involucradas en la regulacion de JAK y STAT?

-&Cudl es el posible efecto de inhibidores, como el AG-490 o la leflunemida,
sobre ta aclividad de JAK3?

-¢Cual seria el efecto de oligonucieotidos antisentido para determinar Ia
actividad central en la proliferacion de las células CALO e INBL de JAK3?
Consideramos gue las respuestas a las preguntas anteriores podrian verter
informacion interesante que permita en un futuro desarollar un fratamiento,
basado en inhibidores, para controlar o aun mejor, para curar este tipo de
céncer,
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APENDICES

1)Desactivacion de suero fetal de bovino:

La botella de suero fetal de bovino (Hyclone, USA) se deja descongelar a
temperatura ambiente; una vez logrado esto se pasa a un bafio de agua a
57°C durante 30 min. Esto se hace para inactivar proteinas de bajo peso
molecular (como fas moléculas dei complemento) que pueden interferir con el
crecimiento celular.

Una vez desactivado se trasvasa en alicuotas de 50ml para un manejo mas
comodo.

2y Bufier de lisis:

1% Tritén X-100 (Sigma Chem. USA)}, 150mM NacCl, 10mM Tris {pH 7.5), 1%
de Aprotinina (Sigma Chem. USA), 30mM NaF, 1mM EDTA(Sigma Chem.
USA), 1ul de Leupeptina, 1md4 fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) (Gibco-BRL,
USA), 10mM ortovanadato de sodio (Sigma Chem, USA).

3)Solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS).
Para preparar un litro de solucion se requieren tos siguientes reactivos:

Cloruro de magnesio (MgCls) 0.1g
Cloruro de calcio (CaCly) 0.1g
Clorure de scdio (NaCl) 8.0g
Cloruro de potasio (KCI) 0.2g
Fosfato monoéacido de sodic (NaHPO.) 2.16g
Fosfato diacido de potasio (K2HPO4) 0.2g

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven por separado en 100mL de
agua bidestilada, las sales restantes se disuelven en B0OmL de agua
bidestilada, se mezclan las dos soluciones, se ajusta el pH a 7.2-7 .4 y se afora
a 1000mL.

4)Buffer hipotonico:

20 mM de Hepes (pH 7.9}, 10mM de KCI, tmM Na;\VQ4{Sigma Chem. USA),
TmM EDTA (Sigma Chem. USA)}, 10% glicerol, 1mM PMS3F(Gibco-BRL, USA),
1% de Aprotinina{Sigma Chem. USA), 1mg/mbL de Pepstatina, 1Tmg/mi. de
Leupeptina, tmM de DTT y 0.2% de NP-40.

5)Buffer hipertdnico:
Es et buffer hipotdnico con 20% de glicerol y NaCl 420mM.
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6)Buffer de transferencia
Para preparar un fitro

Tris 3.02g
Glicina  14.4g
SDS 0.5g

Estos reactivos se disuelven primero en 700mL de agua milig, se ajusta el pH a
8.3, se campletan 800mL y se agregan 200mL de metanol para llegar a un fitro.

7 TBS
TBS: 20mL de Tris 1M pH 7.5 mas 30mL de NaCl 5mL, se completa a un litro
con agua destilada,

8)TBS-Tween
TBS-Tween: a 500mL de TBS se le adicionan 500ulL de Tween 20

91Solucion de desbloqueo:
Glicina 0.1M, SDS 0.5%, pH=2.5




57

BIBLIGGRAFIA;

1)Abbas AK, Lichiman AH, Pober JS. (1996). “inmunologia celular y molecular”.
Interamericana-McGraw-Hill. México

2) Minami Y, Taniguchi T. (1985) IL-2 signaling: recruitment and activation of
multiple protein tyrosine kinases by the components of the IL-2 R. Curr Op in
Cell Biol 1, 7: 156-162

3) Taniguchi T, Minami Y. The IL-2/iL-2 receptor system: a current overview.
Celf 1993,73:5-8

4) Hernandez Guerrero JC, Garcia Palacios V, Portilla Robertson J, Maupomé
Carvantes G. Interleucina-2: Una terapia afiemativa en cancer. Rev INCan
1995; 41 (2): 93-6.

S} Aggarwal B, B, Gutterman J. U. (1992). “Human cytokines: Handbook for
basic and clincaf research”. Blackwell Scientific Pubications., U.S.A

6) Mizel S. B. The interleukins. FASEB J 1989. 3: 2379.

7) Ciacci C., M. A. Dignass, M. Koizumi, y D. K. Podolsky. Functional
interleukin 2 receptors on intestinal epithelial cells. J. Clin. Invest. 1993 92:527.
8) Nisfico G. y G. De Sarro. Is interleukin 2 a neuromodutator in the brain?
Trends Neurosci 1991 14:148,

9) Lenardo M. J. Intedeukin-2 programs mouse of T Lymphocytes for
apoptosis. Nafure 1991 353:858.

10) Dignass A. U. y Podolsky D. K. Interleukin 2 modulates intestinal epithelial
cell function in vitro. Exp. Celf Res. 1996 225: 422,

11) Rosenberg S.A, Lotze, M.T., Yang, J.C., Aebersold, P.M., Linehan, W.M.,
Seipp, C.A. y White, D.E. . Experience with the use of high-dose of interleukin-2
in the treatment of 652 cancer patients. Annu. Surg. 1989 210:474.

12) Sato N, Miyajima A. Multimeric cytokine receptors: common versus specific
functions. Curr Op in Cell Biol 1994, 6:174-179.

13) Murakami M, Narazali M, Hibi M, Yawata H, Yasukawa K, Hamaguchi M,
Taga T, Kishimoto T: Critical Cytoplasmic Region of the Interleukin 6 Signal
Transducer gpi30 is Conserved in the Cytokine Receptor Family. Proc Natl
Acad Sci U S A 1991, 88: 1134911353

14) Bazan JF: Emerging Families of Cytokines and Receptors, Curr Biol 1993,
3: 603-606.

15) Lin HY, Lodish H: Receptors for the TGF-B Superfamily: Multipie
Polypeptides and Serine/Threcnine Kinases. Trends Celf Biol 1993, 3: 1419
18} McMahan C.J, Slack JiL, Mosley B, Cosman D, Lupton SD, Brunton LL,
Grubin CE, Wignall JM, Jenkins NA, Brannan Ci et al: A Novel IL-1 Receptor,
Cloned from B Cells by Mammalian Expression, is Expressed in Many Cell
Types. EMBO J 1991, 10: 2821-2832.

17) Miyajima A, Mui AL-F, Ogorochi T, Sakamaki K: Receptors for Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimutating Factor, Interleukin-3, and Interleukin-5. Blood
1993, 82: 19601974

18) « Kishimoto T, Akira S, Taga T: Interleukin-6 and Its Receptor: a Paradigm
for Cytokines. Science 1992, 258: 503547,




58

19) Murakari M, Hibi M, Nakagawa N, Nakagawa T, Yasukawa K, Yamanishi

K, Taga T, Kishimoto T: IL-6-Induced Homo- dimerization of gp130 and
Associated Activation of a Tyrosine Kinase. Science 1993, 260: 1808—1810.
20)Yin T, Taga 1, Tsang M-S, Yasukawa K, Kishimoto T, Yang Y-C:
involvement of interleukin-6 Signal Transducer gp130 in Ii.- 11-Mediated Signal
Transduction. J Immunol 1993, 151: 2555--2561.

21) Russell SM, Keegan AD, Harada N, Nakamura Y, Noguchi M, Leland P,
Friedmann MC, Miyajima A, Puri RK, Paul WE, Leonard W.\: The Interleukin-2
Receptor y Chain is a Functional Component of the Interleukin-4 Receptor.
Science 1993, 262: 1880 1883

22) Kondo M, Takeshita T, Ishii N, Nakamura M, Watanabe S, Arai K,
Sugamura K: Sharing of the Interleukin-2 (1L-2) Receptor y Chain between
Receptors for IL-2 and {L-4.Science 1993, 262: 18741877

23) Waldmann. The interieukin (IL-) 2 receptor B chain is shared by IL-2 and a
cytokine, provisionally designated IL-T, that stimulates T-cell proliferation and
the induction of lymphokine-activated killer cells. Proc. Nafl. Acad. Sci. USA
1994 91: 4940.

23) Théze J., Alzari P. M. y Bertoglio J. Interleukin 2 and its receptors: recent
advances and new immunological functions. Immunol. Today. 1996 17: 481-
486.

24) Arzt E., G. Steizer U., Renner M., Lange O. A. Muller y G. K. Stalla.
interleukin-2 and interleukin-2 receptor expression in human corticotrophic
adenoma and murine pituitary cell cultures. J. Clin. Jnvest. 1992 90:1944

25) Kobayashi N, Kono T, Hatakeyama M, Minami Y, Miyazaki T, Perimutter
RM, Taniguchi T: Functional coupling of the src-family protein tyrosine kinases
p58"" and p53/56”" with the interleukin 2 receptor: implications for redundancy
and pleiotropism in cytokine signal transduction. Proc Mafl Acad Sci USA 1993,
90: 42014205,

26) Morice WG, Wiederrecht G, Brunn GJ, Siekierka JJ, Abraham RT:
Rapamycin inhibition of interleukin-2-dependent p33°*%and p34°*? kinase
activation in T lymphocytes. J Biof Chern 1993, 268; 2273722745

27) Kishimoto T, Taga T, Akira S: Cytokine signal transduction. Cel! 1994, 76:
253-262.

28) Cosman D., Lyman 8. D., Idzerda R. L., Beckmann M. P., Park L. S.,
Goodwin R. G., March C. J. A new cytokine receptor superfamily. TIBS 1990
15: 265.

29) Hatakeyama M., Minamoto, S., Uchiyama T., Hardy R. R., Yamada G.,
Taniguchi T. Reconstitution of functional receptor for hwman interleukin-2 in
mouse cells. Mafure 1985 318:467.

30) Dukovich M., Wano Y., Thuy J. B., Katz P., Cullen B. R., Kehr J. H., Greene
W. C. A second human interleukin-2 binding protein that may be a component
of high-affinity interleukin-2 receptors. Nature 1987 327:518.




59

31) Tsudo M., Kitamura F., Mivasaka M. Caracterization of the intereleukin-2
receptor B chain using three distinct monoclonal antibodies. Proc. Nall Acad.
Sci USA 1989 86:1682.

32) Hatakeyama M., Kono T. Kobayashi N., Kawahara A., Levin 8. D,
Pedmutter R. M., Taniguchi T. Interaction of the [L-2 receptor with the src-
family kinase pS56. ldentification of novel intermolecular association. Science
1991 252: 1523.

33) Bazan J. F, Haemopoietic receptors and helical cytokines. Immunof. Today
1990 11: 350.

34) Miyazaki T., Maruyama M., Yamada G., Hatakeyama M., Taniguchi T. The
integrity of the conserved *‘WS motif” common fo {L-2 and other cytokine
receptors is essential for ligand binding and signal transduction. EMBO J. 1991
10: 3191,

35) Fung M. R., Scearce R. M., Hoffman J. A, Peffer N. J., Hammes S. R,
Hosking J. B., Schmandt R., Kuziel, Greene W. C. A tyrosine kinase physically
associates with the S-subunit of the human IL-2 receptor. J Immunol. 1691
147 1253.

36) Hatakeyama M, Kono T, Kobayashi N, Kawahara A, Levin 8D, Perimutter
RM, Taniguchi T: Interaction of the IL-2 receptor with the src-family kinase
p56" ™ identification of novel intermolecular association. Science 1991, 252:
1523-1528.

37) Takeshita T., Asao H., Ohtani K., ishii N., Kumaki, S. Tanaka, N., Munakata
H., Nakamura M., Sugamura K. Cloning of the y chain of the human IL-2
receplor. Science 1992 267:379.

38) Bazan J. F. Sfructural design and molecular evolution of a cytokine
receptors superfamily. Proc Nafl. Acad. S¢i. USA 1990 87.6934.

39) Miyazaki T, Kawahara A, Fujii H, Nakagawa Y, Minami Y, Liu Z-J, Qishi |,
Silvennoinen O, Witthuhn BA, thle JN, Taniguchi T: Functional activation of
Jak1 and Jak3 by selective association with 1L-2 receptor subunits. Science
1994, 266:; 10451047,

4 Cacalano NA., Migone T.5., Bazan F., Manson E.P., Chen M., Candotii F.,
O’Shea J.J., Johnston J.A. Autosomal SCID by a point mutation in the N-
terminus of Jak3: mapping of theJak3-receptor interaction domain. EMBO J
1999, 18: 1549

41)Taniguchi T. Cytokine signal transduction through nonreceptor protein
tyrosine kinases. Science, 268: 251

42)Lin J.X., Leonard W.J. The role of the STATS5a and STATSb in signaling by
IL-2 family cytokines. Oncogene 2000 19: 2566

43) Jain N., Zhang T., Fong S.L., Lim Ch. P. And Cao X. Repression of STAT3
activity by activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK). Oncogene
1998 17: 3157




60

44} Kawahara A, Minami Y, Miyazaki T, Ihle J, Taniguchi T: Critical role of the
interieukin 2(lL-2) receptor v-chain-associated Jak3 in the induced cfos and ¢-
myc, but not bel-2, gen induction. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1095 92: 8724,
45) Marx J: Forging a path to the nucieus, Science 1993, 260; 1588-1590

46} Aliteche A., Plaisance 8, Han D. S, Rubinstein E., Mingari C., Bellomo R.,
Jasmin C. y Azzarone B. Human meianoma cell line M14 secretes functional
interleukin 2. Oncogene 1993 8: 1791.

47) Wu 8., Boyer C.M., Whitaker R.S., Berchuck A., Wienner J.R.. Weinberg
J.B. y Bast R.C. . Tumor necrosis factor o as an autocrine and paracrine growth
factor for ovarian cancer: monokine induction of tumor cell proliferation and
tumor necrosis factor o expression. Gancer Res. 1993 53:1939.

48) Pacioti G. F. y Tamarkin L. Interleukin-2 differentially affects the
profiferation of a hormone-dependent and a hormone-independent human
breast cancer ceil line in vifro an in vivo. Anficancer Res. 1988 8: 1233,

49} Plaisance 8., Rubinstein E., Alileche A., Benoit P., Jasmin C. y Azzarone
B. The IL-2 receptor present on human embrionic fibroblasts is functional in the
absence of p84/1L-2Ry chain. inf. Immunol. 1893 5: B43.

50) Han D. 8., Pottin-Clemenceau C., Imro M. A., Scudeletti M., Doucet C.,
Puppa F., Brouty Boyé D., Vedrenne J., Sahracui Y., Braily H., Poggi A.,
Jasmin C., Azzarone B. y Indiveri F. IL-2 triggers a tumor progression process
in a melanoma cefl line MELP, derived from a patient whose metastasis
increased in size during IL.-2/INF-« biotherapy. Oncogene 1996 12: 1015,

51) Lahm H., Petral-Malec D., Yiimaz-Ceyhan A., Fischer J. R., Lorenzoni M.,
Givel J. C. y Odartchenko N. Growth stimulation of a human colorectal
carcinoma cell line by intedeukin-i and 6 and antagonisticeffects of
transforming growth factor By. Europ. J. Cancer. 1992 28A:1899,

52) Yasumura S, Lin W C., Weidmann E., Hebda P. y Whiteside T L.
Expression of interleukin 2 receptors on human carcinoma cell fines and tumor
growth inhibition by intedeukin 2, Int J Cancer 1994 59:225.

53) Reinecker H.C. y Podolsky D.K. Human intestinal epitheliai cells express
functional cytokine receptors sharing the common yc chain of {he intedeukin 2
receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1995 92, 8353,

54) Johnston J. A, M. Kawamura, R. A. Kirken, Y.-Q. Chen, T.B. Blake, K.
Shibuya, JR. Oraldo, DW. McVicar y J.J. O'Shea. Phosphorylation and
activation of the Jak-3 Janus kinase in response o interleukin 2. Nature 1094
370, 151,

55)Johnston J.A. Bacon C.M. Finbloom D. 8. Rees R.C. Kaplan . Shibuya K.
Ortaldo J.R. Gupta S. Chen Y.Q. Giri JD. and O'Shea J.J. Tyrosine
phasphorylation of STATS, STAT3 and Janus kinases by intetleukins 2 and 15.
Proc. Natl. Acad. Sci. JSA 1995 92, 8705-8708




61

56)Tesis para obtener el grado de biologo, FES Zaragoza, UNAM: Presencia
de las cadenas o y § del receptor de interfeucina-2 (RIL-2) en células tumorales
de carcinoma cervico-uterino (CaCu}) y ef efecto proliferador inducido por
interleucina-2 es estas células tumorales: un posible mecanismo de escape
inmunologico. México, D.F. 1997

57) Heim MH. The Jak-STAT pathway: cytokine sgnailing from the receptor to
the nucleus. J Recept Signal Transduct Res. 1999 19:1-4 75-120

58) Rodig $.4., Meraz M.A., White J.M., Lampe P.A, Riley J.K,, Atthur C.D.,
King K.L., Sheehan K.C.F., Yin L., Pennica D., Johnson Jr. EM. and Schreiber
R.D. Disruption of the Jak1 gene demostrates obligatory and nonredundant
roles of the Jaks in cytokine-induced biologic responses. Cell 1998, 83: 373-
383

5030'Shea  J.J4. Jaks, STATs, cytokine signal transduction, and
immunorregulation: are we there yet? Immunify 1997 7.1-11

60) Azam M., Erdjument-Bromage H., Krelder B.L., Xia M., Quelle F_, Basu R,
Saris C., Tempst P., Ihle J.N., Schindler C. Interdeukin-3 signals through
multiple forms of Stats. EMBO J 1995, 14, 1402-1411.

61)Liu K. D., Gaffen S. L., Goldsmith M.A, JAK/STAT signaling by cytokine
receptors. Curr Op Immunof 1998, 10, 271-278

62) Bromberg JF, Horvath CM, Wen Z, Schreiber RD, Damel! JE Jr:
Transcriptionally active Stat1 is required for the antiproliferative effects of both
IFN-~aand iFN-y. Proc Natl Acad Sci USA 1996, 93; 7673-7678.

63) Harvath CM, Damnell JE Jr: The antiviral state induced by aipha interferon
and gamma interferon requires franscriptionally active Stat1 protein. J Virol
19986, 70: 647-650

84) Horvath CM, Damell JE Jr: The state of the STATs:Recent developments in
the study of signal transduction to the nucleus. Curr Op Celf Biof 1997, 9: 233-
239

65) Chatterjee-Kishore M., Van Der Akker F. and Stark G.R. Association of
STATs with relatives and friends. Trends in Cell Biology 2000, 10: 106-111

66) Pellegrini S, John J, Shearer M, Kerr IM, Stark GR: Use of a selectable
marker regulated by alpha interferon to obtain mutations in the signaling
pathway. Mol Celf Bio/ 1989, 3 48064612,

67)YYasukawa H., Misawa H., Sakamoto H., Masuhara M., Sasaki A., Wakioka
T.. Ohtsuka S., Imaizumi T., Matsuda T., lhie J.N. and Yoshimura A. The JAK-
binding protein JAB inhibits Janus tyrosine kinase activity through binding in the
activation loop. EMBO Joumal 1999, 18: 1309-1320

68)Notarangeio L.D. Immunodeficiencies caused by genetic defects in protein
kinases. Curr Op Immunol 1996, B:448-453

69)Thomis D.C., Berg L.J. The role of Jak3 in lymphoid development,
activation, and signaling. Cumr Op fmmunol 1997, 9, 541-547

70} Thomis DC, Berg LJ. Peripheral expression of JAK3 is required to maintain
T lymphocyte function. J Exp Med 1997, 185: 197-206.




62

71) Oakes SA, Candotti F, Johnston JA, Chen Y-Q, Ryan JJ, Taylor N, Liu X,
Hennighausen L, Notarangelo LD, Paul WE et al. Signaling via iL-2 and IL-4 in
Jak3-deficient severe combined immunodeficiency lymphocytes: Jak3-
dependent and independent pathways. Immunity 1996, §. 6058615,

72) Kirken RA, Rui H, Malabarba GM, Howard ZOM, Kawamura M, O'Shea JJ,
Farrar WL. Activation of Jak3, but not Jak1 is critical for IL-2 induced
proliferation and Stats recruitment by a COCh-terminai region of the IL-2
receptor y-chain. Cyfokine 1985;7:7

73)0da K, Sugamura K. Regulation of IL.-2 signaling. Leukemia 1997; 11 Suppi.
3: 416-7

74)Zhou YJ, Hanson EP, Chen YQ, Magnuson K, Chen M, Swann PG, Wanger
RL, Cahngelian P8, O’Shea JJ. Distinct tyrosine phosphorylation sites in Jak3
Kimase domain positively and negatively regulates its enzimatic activity. Proc
Nafl Acad Sci (/SA 1997, 94; 13850,

75)Wittuhn BA, Williams MD, Kerawalla H, Uckun FM. Differentiai substrate
recognition capabifiies of Janus family protein tyrosine kinases within
interleukin 2 receptor(IL2R) system: Jak3 as an potential molecular target for
treatement of leukemias with hiperactive Jak-Stat signaling machinery. Leuk
Lymphoma 1933 32: 3-4 289-97.

76)Wilks A.F., Harpur A.G., Kurban R.R., Ralph S.J., Zurcher G. and Zimiecki
A. Two novel protein-tyrosine kinases, each with a second phosphotransferase-
related catalytic domain, defiene a new class of protein kinase. Mof Celf Biol
1981 11, 2057-2065.

7NHamur A.G., Andres A.C., Zimiecki A., Aston R.R. and Wilks AF. Jak2, a
third member of the JAK family of protein kinases. Oncogene 1992 7, 1347-
1353.

78)Sedlacek H.H. Kinases Inhibitors in cancer therapy. Drug 2000 59, 435476
79)Chen E.H., Gadina M., Galon J., Chen M and O’Shea. Not just another
meeting: the coming of age of JAKs and STATs. Immunology Today 1998, 19,
338-341

80)Kolhulber F. A JAK1/JAK2 chimera can sustain o and vy interferon
responses, Mol Cell Biol 1997, 17, 695-706,

81)Chen M. The amino terminus of JAK3 is necessary and sufficient for binding
to the common gamma chain and confers the ability to transmit intereukin 2-
mediated signals. Proc Nafl Acad Sci USA 1997, 94, 6310-6915

82)Murakami M., Narazaki M., Hibi M., Yawata H., Yasukawa K., Hamaguchi
M., Taga T., and Kishimotfo T. Critical cytoplasmic region of the intereukin-8
signal transducer gp130 is conserved in the cytokine receptor family. Prog Nat/
Acad Sci USA 1991, 88, 11349-11353

83)Russell S.M., Johnston J.A., Noguchi M., Kawamura M., Bacon CM.,
Friedman M., Berg M., McVicar DW., Witthuhn B.A., Silvenncinen O.
Interaction of IL-2RB and v, chains with Jakat and Jak3: implications for XSCID
and XCID. Science. 1994, 266, 1042-1045.



63

84) Suzuki K., Nakajima H., Saito T., Leonard W.J., iwamoto |. Janus kinase 3
{Jak3) is essential for common cylokine recepior gamma chain {gamma(c))-
dependent signaling: comparative analysis of gammafc), Jak3, and gammal(c)
and Jak3 double-deficient mice, Jnf Immunol 2000, 12, 123-32
85) Shuat K. The STAT family of proteins in cytokine signaling. Progress in
Biophysics and molecufar biology, 1999, 71:405-422

86)Yang E. The linker domain of Stat1 is required for gamma interferon-driven
transcription. Mol Cell. Biof 1989, 19:5106-5112.

87) Sfrehlow 1. and Schindler C. Amino-terminal signal transducer and activator
of transcription {(STAT) domains regulate nuclear translocation and STAT
deactivation. J. Biol. Chem. 1998, 273:280498-28056

88)Naka T, Fujimoto M and Kishimoto 7. Negative reguiation of cytokine
signaling: STAT-induced STAT inhibitor. Trends in Biochemical Sciences 1999,
24: 394-398.

89)Yu Ch L and Burskoff § J. Involvement of proteasomes in regulating JAK-
STAT pathways upon intereukin-2 stimulation. J. 8iol. Chem. 1997, 272:14017-
14020.

90)Kim TK and Maniatis T. Reguiation of interferon-y-actived STAT1 by the
ubiquitin-proteasome pathway. Science, 1996, 273: 1717-1719

91)Direccion General de Epidemiclogia, SSA. Registro Histopatol6gico de las
nacplasias en México, 1997

g2)Mohar A, Frias-Mendivil M, Suchil L, ef al Epidemiologia del cancer
cervicouterino en México. Annals of Oncology/Edicién espaiiola 1998;
suplemento 4: §222-227

83) Hémandez Guerrero JC, Garcia Palacios V, Portilla Robertson J, Maupomé
Carvantes G. interleucina-2: Una terapia allernativa en cancer. Rev nCan
1985; 41: 93-6.

94) Wen Z, Zhong Z and Darmeli JE Jr. Maximal activation of transcription by
STAT1 and STAT3 requires both tyrosine and serine phospharyiation. Cell
1995; 82: 241-250,

95} Lin T, Mahajan S and Frank DA. STAT signaling in the pathogenesis and
treatment of leukemias. Oncogene 2000; 19: 2496-504

96) Haspe! RL and Damell JE Jr. A nuclear tyrosine phosphatase is required for
the inactivation of STAT1. Proc.Nall. Acad. Sci. JSA 1899; 96: 10188-10163
97) Ramana ChV, Chatterje-Kishore M, Nguyen H and Stark GR. Complex role
of STAT1 in regulating gene expression. Cncogene 2000; 19: 2618-2627

98) Bromberg JF, Wrzeszczynska MH, Devgan G, Zhao Y, Pesteli RG,
Albanese Ch and Darneif JE Jr. STAT3 as an oncogene. Celf 1999; 98: 205-
303

99) Liv KD, GaffenSL, Goldsmith MA and Greene WC. Janus kinases in
interleukin-2-mediated signaling: JAK1 and JAKS3 are differentially regulated by
tyrosine phosphorylation. Curr Biol. 1897; 17: 817-26

100) Novak U, Ji H, Kanagasundaram V, Simpson R and Paradiso R, STAT3
form stable homodimers in the presence of divalent cations prior to actjvation.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998; 247, 558-63



	Portada
	Índice
	Introducción
	Planteamiento del Problema
	Metodología
	Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía

