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La regulacion de las respuestas celulares a los interferones, citoquinas, factores de crecimiento y hormonas esta mediada por el transductor de sefiales y el activador de las
proteinas de transcripcion (STAT). Después de la union al receptor de superficie correspondiente, se fosforilan las moléculas de la quinasa de Janus (JAK), seguido del
acoplamiento y fosforilacion de las proteinas STAT asociadas. Las STATs formaran homo o heterodimeros y se translocaran al nucleo para regular la transcripcion de los genes
diana pro-inflamatorios. Se sabe gue las mutaciones en varios genes STAT provocan inmunodeficiencias y/o sindromes de desregulacion inmunologica.

En este proyecto se valido la funcion de las variantes encontradas en el gen STAT1. Para este ensayo funcional se evaluo el grado de fosforilacion de STAT1 (pSTAT1) y las
variantes que mostraban hiperfosforilacion se clasificaron como mutaciones de ganancia de funcion (GOF). Recientemente, se han propuesto nuevas estrategias de tratamiento
dirigidas a la via JAK-STAT (inhibidores de JAK) para pacientes con mutaciones de STAT1 GOF. En este estudio evaluamos el efecto del ruxolitinib, el inhibidor de JAK mas
utilizado, en un modelo in vitro. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre entera de pacientes con mutaciones STAT1 GOF y controles sanos, y se estimularon las celulas con
IFNy y se trataron con el inhibidor JAK ruxolitinib. Se realizo una tincion extra e intracelular con anticuerpos conjugados antiflior humano y se determiné la expresion de STAT1 y
PSTAT1 en los monocitos mediante citometria de flujo.

Se estudiaron dos pacientes pediatricos y un paciente adulto relacionado. Los pacientes fueron reclutados en este estudio debido a su grave fenotipo clinico con infecciones
bacterianas y fungicas recurrentes, asi como manifestaciones autoinmunes. La secuenciacion STAT1 utilizando una plataforma de secuenciacion de proxima generacion
(lonTorrent) revel6 variantes en el gen STATL1. El efecto patologico (GOF) de las variantes se confirmo como niveles de STAT1 y pSTAT1 en los pacientes tanto en la linea de base
como después de gue la estimulacion de IFNy aumentara notablemente, en comparacion con los controles sanos. Hasta la fecha, no se dispone de protocolos de tratamiento
estandarizados. Sin embargo, informes de casos recientes sugieren el beneficio de la inhibicion del JAK en este entorno. En las células obtenidas de nuestros pacientes con
mutaciones de STAT1 GOF, la administracion in vitro de diferentes concentraciones del inhibidor JAK ruxolitinib resultd en la normalizacion de los niveles de pSTAT1. Por lo tanto,
el ruxolitinib se prescribio a dos pacientes, lo que dio lugar a una notable respuesta clinica.
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Por citometria de flujo se examinaron los niveles de pSTAT1 (Tyr701) en los
monocitos CD14+ de la paciente 1 y se compararon con un control sano,
siguiendo la estrategia de gating marcada para este tipo celular (Figura 1).
v Los niveles de expresion de pSTAT1 a nivel basal y tras la estimulacion con
D14 *@E’i&# \@‘3‘&"* IFNy fueron mas elevados en la paciente que en el control sano (Figura 2),
confirmando, por tanto, el estado de ganancia de funcion de STAT1 y como
consecuencia validando el ensayo funcional que utilizamos.
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Figura 1. Estrategia de gating en sangre completa para el analisis de los datos Figura 2. Ensayo funcional para la validacion de STAT1 GOF (ganancia de
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§ 100 identificada en la paciente 1 (V351F) ha sido descrita previamente como causante de GOF y asociada a CMC. Sin embargo, el efecto de
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© s Segun los resultados obtenidos, el tratamiento con ruxolitinib fue efectivo en la modulacion in vitro de la hiperfosforilacidon de STAT1 de
Figura 6. Evaluacion del efecto del tratamiento del ruxolitinib en los niveles de pSTAT1 y STAT1.Ensayo ambos pacientes (Figura 6), con resultados similares a los publicados por otros autores. En conjunto, estos resultados sugieren que la
de la evolucion in vivo usando células estimuladas in vitro. A: normalizacion de la ratio de MFI administracion de inhibidores de JAK en pacientes, con mutaciones V351F y P326S en STAT1 podrl'a estar indicada.

(diferencia de fosforilacién en la estimulaciéon con respecto al no estimulado). B: % de MFI: intensidad
media de fluorescencia (donde el 100% corresponde de la muestra control no estimulada) de la proteina

STAT1 total sin estimular.
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