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proteinas cinasas no receptoras para continuar
con la sefalizacion. Estudios recientes han
mostrado que miembros de la familia de proteinas
tirosina-cinasas denominadas Janus kinasas
(JAK), se asocian con una region proxima a la
membrana, mas corrientemente conocida como
‘caja 1', fosforilandose rapidamente en tirosina y
provocando la fosforilacion del receptor luego de
la unién del ligando. Las JAK son proteinas de
130kDa, aproximadamente, que carecen de
dominios SH2/SH3 (4) y contienen dos dominios
cinasa, el primero de ellos con actividad catalitica
y el segundo semejante al cinasa, pero que carece
de los aminoéacidos necesarios para encontrarse
activo (5). Hay receptores individuales que se
asocian o requieren de uno © mas miembros
conocidos de la familia, incluidos JAK1, JAK2,
JAK3 y Tyk2. Los sustratos de las JAK son
proteinas que se fosforilan en tirosina, migran al
nuclec y participan en la activacion de la
transcripcién de genes que estan involucrados en
el crecimiento, diferenciacion o funciones
celulares. La unién de la hormona de crecimiento
a su receptor en células blanco, desencadena una
cascada de transduccion de sefiales en las que
se ve directamente involucrada la tirosina cinasa
citoplasmatica JAK2 (6-8). No esta claro todavia
el mecanismo por el cual se forma el complejo
receptor JAK2 y la manera en que esta cinasa se
activa después de la interaccion.

El propdsito de este trabajo fue obtener la proteina
JAKZ recombinante utilizando un sistema basado
en células de insecto que actlan como
hospederas para la expresion de genes contenidos
en baculovirus recombinantes (BEVS) (9). Si se
dispone de cantidades adecuadas de la proteina
JAKZ, sera posible profundizar en los mecanismos
celulares de este proceso. Estos estudios
consistirian en la utilizacion de péptidos sintéticos
correspondientes a la secuencia de la caja 1 del
receptor de HG, con los cuales se lograria
esclarecer la interaccion in vitro JAK2-GHR.

Materiales y métodos
Cultivo celular

Las células Sf9 se cultivaron a 28 °C, en medio
libre de suera SF00II (GIBCO-Life Technologies),
suplementado con penicilina 50 U/ml,
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estreptomicina 50 pg/ml y anfotericina B 25 ug/ml
(SIGMA). Para la infeccion, se empleo una
construccion de baculovirus recombinante, la cual
contiene el cADN de JAKZ de ratdn. La
construccion del vector fue realizada por el doctor
Olli Silvennecinen en el Instituto de Tecnologia
Médica de la Universidad de Tampere, Finlandia.

Determinacion del titulo del baculovirus
recombinante y del tiempo éptimo de
recoleccion de las células infectadas

Las células Sf9 crecieron en platos de poliestireno
de 60 mm (Nunc) a una concentracion de 1 x 10°
ceélulas, hasta una confluencia de 50%. En la
determinacion del titulo se adicionaron cantidades
crecientes de solucion viral (10 pl-150 pl de
solucion viral/m| de medio), recolectando y lisando
las células a las 72 horas postinfeccion. El tiempo
optimo de recoleccion de la proteina se determind
empleando la dilucion optima de virus vy
recolectando las células cada 24 horas hasta
alcanzar las 144 horas postinfeccion.

Lisis celular

Las células se recolectaron en PBS/Na, VO, (1
mM) frio, a 10.000 g durante 15 minutos y se lisaron
en buffer frio de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
tritén X-100 1%, NaCl 150 mM, EDTA5 mM, DTT
1 mM, PMSF 1 mM, Na,VO, 1 mM, aprotinina 3
pg/ml, leupeptina 2 pg/ml, pepstatina 2 ug/ml y
glicerol 10%), y se sometieron a incubacion sobre
hielo durante 15 minutos. El material insoluble se
separd a 20.000 g durante 15 minutos y el
sobrenadante se almacené a-70 °C.

Western blot

Las proteinas contenidas en los extractos totales
se separaron por SDS-PAGE enungelde 7,5% y
se transfirieron durante 2 horas a membranas
Hybond-PVDF (Amersham). Las membranas se
bloguearon durante toda la noche a 4 °C con leche
descremada a 5% disuelta en TBS-Tween (Tris-
HCI 20 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween 20
0,05%). Se incubd durante una hora con
anticuerpo policlonal anti-JAK2 (Upstate Biotech-
nofogy Inc.) en dilucion 1:2.000 y durante otra hora
con anticuerpo secundario anti-conejo IgG de raton
conjugado a peroxidasa (Amersham) en dilucion
1:3.000. Las proteinas inmunorreactivas se
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visualizaron por quimioluminiscencia ECL
(Amersham).

Inmunoprecipitacién

Los extractos celulares (1 mg de proteina total)
se sometieron a inmunoprecipitacién con 5 pl de
anti-JAK2 en buffer de lisis -tritén 0,1%- incubando
con agitacion constante durante una hora a
temperatura ambiente. Se adicionaron 50 pl de
proteina A-Sepharosa-8B (Pharmacia) y se
continué la incubacion durante una hora. El
inmunocomplejo se lavo 3 veces con bufferde lisis
y, posteriormente, se utilizé en el ensayo cinasa
o en el recanocimiento con anti-fosfotirosina.

Ensayo cinasa

El inmunocomplejo se lavd 3 veces en buffer
cinasa (HEPES 10 mM, pH 7,6, NaCl 50 mM,
Na,VO, 0,2 mM, MnCl, 5 mM, MgCl, 5 mM) y se
resuspendié en 40 pl de buffer cinasa que contenia
5 uCide (y *P)-ATP (Amershamy), incubando a 30
°C durante 30 minutos. La reaccion fue suspendida
por adicion de 1 ml de buffer frio de lisis v,
posteriormente, se lavd 3 veces con buffer de lisis.
Las proteinas se separaron por SDS-PAGE en
geles de 7,5% y se visualizaron por autorradiografia
revelandolas a los cuatro dias de exposicidén a
—70 °C. Se utilizaron células BRL-4 {celulas de
rata Bufalo, establemente transfectadas con el
GHR) como control positivo que expresan JAKZ2
de forma endégena, estimuladas una hora antes
de la preparacion de los extractos con 500 pl de
una solucion de H,O, (25 uM) y Na,VO, (5 mM), lo
que activa la produccion de cinasas en la celula
y, como control negativo, células Sf9 sin infectar.

Fosforilacion de JAK2

El inmunocomplejo se resuspendio en buffer
Laemli 4X, dejandolo en ebullicién durante 4
minutos; luego, se centrifugd y el sobrenadante
se sembré en un gel de 7,5%, transfiriéndolo
posteriormente a membranas PVDF. Las proteinas
fosforiladas se visualizan por incubacién con
anticuerpo primario anti-fosfotirosina PY20 en
dilucion (1:1.000) y, posteriormente, con anticuerpo
secundario monoclonal anti-raton IgG acoplado a
peroxidasa en dilucion (1:1.000), siguiendo el
protocolo que se describid para el Western blot
de JAK2.
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Purificacion parcial de JAK2 recombinante por
cromatografia de intercambio iénico en DEAE-
Sephacel

Los extractos celulares provenientes de la infeccién
(en condiciones optimas) de alrededor de 5 x 107
celulas Sf9, se concentraron por ultrafiltracion
(filtro Sartorius PM 30) y se aplicaron a una
columna de DEAE-Sephacel (1,5x10 cm),
equilibrada con buffer (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0,
NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, PMSF
0,2mM, NaN, 0,02%). La elucion se realizé en el
buffer de equilibrio y la fraccion de proteina retenida
se eluyd al aplicar un gradiente continuo de fuerza
ionica (NaCl 10-500 mM). La proteina eluida se
monitorizé por lectura de absorbanciaa 280 nmy
la presencia de JAKZ se establecid por medio de
Western blot.

Resultados y discusion

La activacion directa de las vias de sefalizacion a
través de receptores de citocinas por las proteinas
de la familia JAK, tiene un gran significado
funcional ya que promueven la fosforilacion del
receptor y sirven de sitios de arribo para varias
proteinas transductoras intracelulares (10,11). La
evidencia de la participacion de JAKZ en la
respuesta dada por varios miembros de la familia
de proteinas HBP, le da una gran relevancia al
estudio de los mecanismos en los que se ve
involucrada esta cinasa. La baja produccion
endogena de JAK2 en células de mamiferos,
caracteristica de las proteinas transductoras,
dificulta los ensayos in vitro de JAK2 con otras
proteinas y, ademas, su aislamiento resulta dificil
en la practica. Por estas razones, se hace
necesario utilizar un sistema en el que se exprese
la proteina en mayor escala. Los vectores BEVS
representan en la actualidad uno de los sistemas
de expresién de proteinas eucaridticas mas
potentes y versatiles. Tienen la ventaja, entre
otras, de que la proteina recombinante se obtiene,
generalmente, en forma soluble y biolégicamente
activa (12,13). Utilizando la construccién que
contiene la secuencia codificante para la proteina
JAK2 de ratén, iniciamos el estudio estableciendo
las mejores condiciones para la infeccion, esto
es: titulo del virus recombinante para infectar 1 x
10 células de insecto y tiempo 6ptimo de
recoleccion de las celulas.
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