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Resumen

Receptores con actividad de quinasa en tirosina tipo |,
erbB1, erbB2, erbB3, erbB4,

en la diferenciacion adipocitica de las células Swiss 3T3-L 1.

Resumen

La ata incidencia de la obesidad, y las patologias asociadas, la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares, ha producido la necesidad de profundizar nuestro
conocimiento del funcionamiento de la adipogénesis. Los fibroblastos pre-determinados
del tegjido adiposo sufren, en presencia de glucosay otros factores hormonales, el proceso
adipogénico, e cua los convierte en células adiposas o0 adipocitos. El adipocito no es
sOlo un reservorio de energia extra sino ademas y principa mente un centro de regulacién
metabdlica. Cuando € tejido adiposo no puede acomodar este exceso lipidico, la grasa se
deposita anormalmente en otros tejidos, condicion conocida como obesidad. Por este
motivo € estudio de los mecanismos involucrados en la proliferacion y en la
diferenciacion de estas células puede contribuir al tratamiento de las patologias antes
mencionadas. Con este objetivo, la participacion en este proceso de distintos factores de
crecimiento, como la insuling, & IGF-1y e EGF, se ha estudiado profundamente tanto
en experimentos in vivo como in vitro. En e presente estudio se demostré que la
modulacion de erbB2 durante la proliferacion e induccion adipogénica de preadipocitos
tiene un papel fundamenta en e proceso adipogénico. Se utiliz6 como modelo la linea
celular murina Swiss 3T3-L1, la cual espontaneamente o por induccion hormonal
diferencia a adipocitos. Se estudiaron |os receptores con actividad de tirosina quinasa tipo
|, e'bBYVEGFR, erbB2, erbB3 y erbB4 y ligandos, heregulina y EGF, en cuanto a
expresion, activacion y modulaciéon durante el proceso adipogénico. Se demostré por
primeravez en las células 3T3-L1 expresion de los ARNm paraerbB2, EGFR y erbB3. A
nivel proteico, la expresion de erbB2 y EGFR aumentd durante la etapa proliferativa,
disminuyendo significativamente en respuesta a la induccién adipogénica post-arresto
celular (por tratamiento con MIX y dexametasona en presencia de suero fetal bovino),
demostrando un patron de regulacion similar. El avance hacia e estado diferenciado se
acompafio de un aumento en la expresion de heregulina en su forma madura. Esta misma
expresion endégena de heregulina posiblemente impidiera la activacién de erbB2 en

respuesta a la misma, mientras que tanto erbB2 como EGFR si se fosforilaron en tirosina



Resumen

en respuesta a EGF, formando ademas un heterodimero entre ellos. Este resultado
demostré que la interaccién de estos receptores es posible en estas células. La
participacion funcional de erbB2 en este modelo quedd demostrada por experimentos de
inhibicion farmacoldgica del receptor. Con la utilizacion de las tirfostinas AG 825y AG
879 durante la proliferacion de las cdlulas 3T3-L1 se observd una inhibicion de la
proliferaciéon de las mismas, demostrando la participacion de erbB2 en dicho proceso. La
inhibicion del receptor durante la induccion adipogénica potencid e efecto de los
inductores aungque no es capaz de reemplazarlos, aportando més evidencias de que la
disminucién de la expresion y/o activacion de erbB2 favoreceria € proceso adipogeénico.
La inducciéon adipogénica también activé tres vias diferentes de sefidizacion: MAPK,
INK y p38. La expresion de erbB2 se vié aln mas inhibida por € tratamiento con
inhibidores de MAPK (PD98059) y JINK (SP600124). La activacion de estas quinasas en
respuesta a la induccion posiblemente retrasaria la disminucion de erbB2, o
alternativamente, otras vias de sefidizacion no estudiadas en € presente trabgjo estarian
involucradas en dicho proceso. Estos resultados aportan la primera evidencia del papel de
erbB2 en la diferenciacion adipocitica.

Palabras clave EGFR/erbBl; erbB2; fibroblastos; proliferacion; adipogéness;
diferenciacion



Summary

Typel tirosine kinase receptors,
erbB1, erbB2, erbB3, erbB4,
in the adipogenic differentiation of Swiss 3T3-L 1 cells.

Summary

The high incidence of diseases such as obesity and associated pathologies, such as
diabetes and cardiovascular diseases, led to the need of understanding the process of
adipogenesis. The predetermined fibroblasts from adipose tissue undergo, in the presence
of glucose and other hormonal factors, an adipogenic process and become adipose cells
or adipocytes. The adipocyte is not only a reservoir for energy but, also and mainly, a
center of metabolic regulation. When the adipose tissue cannot longer accommodate the
excess of lipids, fat accumulates in other tissues and the individual becomes obese. This
is why the study of the mechanisms involved in cell proliferation and differentiation
could contribute to the trestment of the above mentioned pathologies. With this objective
in mind, the participation of different growth factors on this adipogenic process has been
studied both in vivo and in vitro. In this work, it has been demonstrated that the
modulation of erbB2 during proliferation and adipogenic induction of preadipocytes
plays a fundamental role on adipogenesis. As a model, murine Swiss 3T3-L1 cdl line
was utilized, which either spontaneoudly or hormonaly induced differentiates into
adipocytes. Receptors with tyrosine kinase type | activity were studied, erbBL/EGFR,
erbB2, e’bB3 y erbB4 as well as ligands, heregulin and EGF, in terms of expression,
activation and modulation during the adipogenic process. For the first time it was
demonstrated on the 3T3-L1 cells, the expression of mMARN for erbB2, EGFR and erbB3.
On a protein level, the expression of erbB2 and EGFR increased during the proliferative
phase, significantly decreasing thereafter in response to adipogenic induction (with MIX
and dexamethasone in the presence of fetal bovine serum), following cellular arrest, and
thus demonstrating a pattern of similar regulation. The progress towards a differentiated
state was accompanied by an increase in the expresion of mature heregulin. This very
same endogenous expression could be responsible for preventing the activation of erbB2
in response to exogenous heregulin, while both erbB2 and EGFR were tyrosine-
phosphorylated in response to EGF, forming a heterodimer. This result demonstrated that

an interaction between these two receptors is possible in these cells. The functional



Summary

participation of ebB2 in this model was demonstrated by experiments on
pharmacological inhibition of the receptor. The use of tyrphostins AG 825 and AG 879
during 3T3-L1 cells proliferation resulted in an inhibition of this process, demonstrating
the participation of erbB2 at this stage. The inhibition of the receptor during adipogenic
induction, potentiated the effect of the inducers, but was unable to replace them, and thus
indicating that the decrease in the expression/activation of erbB2 would favor the
adipogenic process. The adipogenic induction also activated three different signaling
pathways. MAPK, JNK and p38. The expression of erbB2 was inhibited by the MAPK
inhibitor (PD98059) and JNK inhibitor (SP600124). Activation of these kinases, in
response to induction, could retard the down-regulation of erbB2 or, aternatively, other
signaling pathways not studied in this work could be involved. These results constitute

the first evidence of the role of erbB2 in adipose differentiation.

Key words. EGFR/erbBl; erbB2; fibroblasts, proliferation; adipogeness,
differentiation.
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Introduccién

Introduccion

1. Receptoresde factores de crecimiento con actividad de quinasa en tirosina

1.1. Receptores con actividad de quinasa en tirosina

El receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR/erbB1/HERL, y las
proteinas relacionadas erbB2/HER2/neu, erbB3/HER3 y erbB4/HER4 pertenecen a la
superfamilia de receptores con actividad intrinseca de quinasa en tirosina (RTK),
subclase |. EGFR es € homdlogo celular del oncogen v-erbB y fue € primero de los
erbBs en ser clonado (Ullrich et a. 1984). El oncogen neu fue identificado por
primera vez en neuro/glioblastomas de rata inducidos por etilnitrosourea (Padhy et al.
1982; Schechter et al. 1984; Shih et a. 1981) y luego se hallé su homdlogo celular
erbB2 (Coussens et al. 1985).

Todos comparten una estructura similar y una ata homologia en la secuencia
primaria de sus distintos dominios (Figura 1): un dominio extracelular de unién a
ligando que se encuentra glicosilado, un Gnico dominio de transmembrana y un
dominio citoplasmatico con actividad de quinasa (Brennan et a. 2000). En e
dominio extracelular se han identificado cuatro subdominios: los subdominios | (L1)
y Il (L2) median la unién del ligando y los subdominios ricos en cisteinas |1 (S1) y
IV (S2) participan de la dimerizacion (Citri et a. 2003).

Una familia de ligandos, los factores de crecimiento smilares a EGF, pueden
unirse a la porcién extracelular de los receptores erbB y desencadenar la formacion
de homo o heterodimeros entre los mismos, siendo erbB2 el compariero preferido de
dimerizacion (Graus-Porta et al. 1997) aunque hasta la fecha no se le conoce ligando
alguno. ErbB3 tiene la particularidad de no poder transmitir sefial porque su quinasa
es deficiente. La dimerizacion entre los erbBs estimula la actividad quinasa y dispara
la fosforilacion propia y cruzada de residuos especificos de tirosina en € dominio
citoplasmatico. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de acople para
moléculas de sefidizacion involucradas en la transmisién de las sefides externas
hacia € nacleo celular, donde en Ultima instancia modulardn la expresion génica
como respuesta bioldgica ala activacion del receptor.

L os receptores erbB se expresan en una variedad de tejidos de origen epitelial,
mesenquimatico y neural, donde juegan papeles fundamentales en desarrallo,
proliferacion, diferenciacion y carcinogénesis (Olayioye et a. 2000). La
desregulacion de los mismos, especidmente de erbB/EGFR y erbB2, generalmente
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por amplificacion y/o sobreexpresion, puede afectar € fenotipo celular y contribuir a
la transformacion maligna (Di Fiore et al. 1987; Di Fiore et a. 1988). Los erbBs se
han correlacionado con la transformacion neoplésica en numerosos tipos de cancer
humanos. Se ha encontrado que HER2 esta amplificado en adenocarcinomas
gastricos, mamarios o sdivales. La amplificacion de HER2 en cancer de mama
humano est4 unida a una mayor agresividad del tumor (Slamon et a. 1986). HER2 se
encuentra sobreexpresado en una variedad de lineas celulares de cancer de mama sin
gue esto vaya acompafiado de una amplificacion génica (Kraus et a. 1987). Esta gran
cantidad de datos sugiere que e andlisis de los mecanismos que controlan la
expresion de los genes que codifican para receptores de factores de crecimiento es de
suma importancia para comprender tanto la proliferacion normal como la progresion
maligna.

La familia erbB ha evolucionado desde una Unica combinacién ligando-
receptor en Caenorhabditis elegans, pasando por un receptor y cuatro ligandos en
Drosophila melanogaster, hasta cuatro receptores y multiples ligandos en
vertebrados, permitiendo, en consecuencia, numerosas combinaciones homo u
heterodiméricas, otorgando asi un mayor grado de diversidad en la transmision de la

42% O 38% 48%

50 47 51

sefial.

23 ] 2B

ErbB-1 ErbB-2 ErbB-3 ErbBE-4

Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion estructural de los receptores
erbB y su homologia. Todos comparten un ato grado de homologia estructural primaria y
terciaria en e dominio quinasa (RTK) y en menor medida, en € dominio extracelular (L1,
S1, L2 y S2). La regidon C-termina (Ultimo segmento) es la mas variable entre estos
receptores.
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1.2. Ligandos dereceptoreserbB

Los receptores erbB son activados por ligandos conocidos como factores de
crecimiento relacionados a EGF, producidos como precursores de membrana,
procesados y liberados por protedlisis limitada. La presencia de un solo dominio
similar a EGF es suficiente para darles especificidad de unién.

Se clasifican de acuerdo a receptor a cual se unen (Figura 2): EGF,
anfiregulina (AR) y TGFa (transforming growth factor), al EGFR; betacelulina
(BTC), HB-EGF (heparin binding EGF) y epiregulina (EPR), d EGFR y erbB4;
neuregulinas 1y 2 (NRG) a erbB3 y erbB4 (Carraway, |11 & Burden 1995); y NRG 3
y 4 a erbB4 (Zhang et al. 1997). Neuregulina es también conocida como NDF (neu
differentiation factor), heregulina, ARIA (acetylcholine receptor- inducing activity)
and GGF (glial growth factor), nombres que reflgian los diferentes sistemas en dénde
este ligando se describid por primera vez (Burden & Yarden 1997; Holmes et al.
1992).

A pesar de los esfuerzos, no se ha encontrado aln un ligando especifico para
erbB2. Todas las evidencias apuntan a la funcion de correceptor, siendo e compafiero
de heterodimerizacion preferido entre los erbBs (Graus-Porta et al. 1997; Tzahar et
al. 1996) y potenciando la sefid emanada a través de los mismos (Graus-Porta et al.
1995). Los ligandos erbB son bivaentes, una propiedad que determina qué dimeros
se forman y, por ende, las cascadas de sefiaizacion activadas (Riese & Stern 1998).
Una segunda propiedad de los ligandos erbB es la afinidad de “binding” o unién
diferencia que tiene cada uno de dlos, la cua determina la fuerza de la sefia y la
duracion de lamisma. Y una tercera propiedad es la estabilidad a pH de la interaccién
receptor-ligando, lo cual determinara el trafico intracelular del receptor. Por gjemplo,
ligandos como el EGF, cuya interaccion con € receptor es relativamente resistente a
pH, dirigen e EGFR hacia la via lisosomal, mientras que TGFa y NRGL1, los cuaes
se disocian a pH endosomal, producen e reciclado del receptor a membrana
(Olayioye et al. 2000).

Los dimeros se determinan por la naturaleza del ligando y € complemento
celular de receptores erbBs. Los heterodimeros que contienen erbB2 muestran mayor
afinidad, es decir, se ven més favorecidos, debido a una menor velocidad de
“apagado” (Karunagaran et a. 1996) y a una conformacion constitutivamente
activada de erbB2, que se traduce en la activacion prolongada de las vias de
sefidizacion rio abajo (Beerli et a. 1995; Graus-Porta et a. 1995). Ademés, las
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respuestas biologicas de proliferacion, diferenciacion, migracion/invasion, estan
estimuladas en células que expresan erbB2.

A excepcion de EGF, € cua puede encontrarse en varios fluidos corporales,
los ligandos erbB acttian a distancias cortas, de manera autocrina y/o parécrina. Dado
que una manera de controlar su actividad es a través de su disponibilidad, la mayoria
de estos factores tiene patrones de expresion especificos dependiendo del érgano o
estadio de desarrollo del que se trate. Algunos, como NRG1, se expresan vastamente
(Meyer & Birchmeier 1995), otros son mas estrictos. Por gemplo, € pancreas
produce grandes cantidades de NRG4 mientras que la expresion de NRG3 esta4
restringida al sistema nervioso.

Existe un cierto grado de “overlapping” o0 superposicion y hasta, podria
decirse, redundancia de las funciones que cumplen los ligandos erbBs sobre sus
receptores. Sin embargo, se ha demostrado que en muchos casos es necesaria la
cooperacion de varios de ellos, como en la diferenciacion funciona de la gléandula
mamaria.

EGF EPR
TGFu HB-EGF NR&1 NRE3
BTC NRGZ2 NRG4

AN

]t ST AT ST (PRI AR ISRaLL PETT RS A AR Tr . R R

Figura 2. Especificidad de unién de los ligandos de los receptores erbB. Existen cuatro
categorias de factores de crecimiento realcionados a EGF: EGF, AR y TGF? se unen a
erbBUVEGFR; BTC, HB-EGF y EPR, a EGFR y erbB4; NRG1 y NRG2 a erbB3 y erbB4;
NRG3y NRG4 a erbB4.
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1.3. Mecanismos de transduccion sefiales de receptores erbB

La unién del ligando a receptor produce dimerizacion, activacion de la
actividad quinasa y autofosforilacion de residuos especificos de tirosina en € extremo
C-terminal (Brennan et a. 2000; Sweeney & Carraway, 111 2000) los cuales proveen
sitios de acople para proteinas con dominios SH2 (Src homology 2) o PTB
(phosphotyrosine binding domain). Entre las mismas se incluyen proteinas
adaptadoras como Shc, Grb2, Grb7 y Gabl; quinasas, como Src, Chk y PI3-K (a
través de la subunidad regulatoria p85); y fosfatasas de tirosina, como SHP1 y SHP2.
Cada receptor muestra un patron distintivo de sitios de autofosforilacion (Figura 3) y
cada ligando produce un determinado arreglo de tirosinas fosforiladas (Figura 4).
AUn asi, existe un buen grado de superposicion en las vias de transduccion de sefiales
gue activan. De hecho, todos los erbBs activan la via de las MAPKs (mitogen-
activated protein kinase) a través de la interaccion con Shec y/o Grb2. Sin embargo,
existen algunas preferencias. Debido a la existencia de sitios multiples para p85,
erbB3 es e activador maés eficiente de PI3-K, aunque es un receptor sin actividad
quinasa (Guy et al. 1994). A diferencia de los otros receptores erbB, € EGFR
activado es rpidamente internalizado por endocitosis mediada por clatring,
probablemente por su capacidad Unica de unir Epsl5 y Chl (Baulida et al. 1996).
CHK (Csk homologous kinase) se une silo aerbB2 (Zrihan-Licht et al. 1997).
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Figura 3. Patrén distintivo de union de proteinas de sefializacion de cada receptor erbB,
dependiente de los sitios de autofosforilacion.
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La heterodimerizaciéon no solo es una manera de amplificar la sefal sino
también de diversificarla. El subconjunto de proteinas con dominios SH2 y PTB
reclutado por un receptor determinado es definido por el patron de tirosinas
fosforiladas en el extremo citoplasmatico del receptor que activa un determinado
ligando. Por ejemplo, el EGFR activado por EGF une Cbl pero no el activado por
NRGI1 (Graus-Porta et al. 1997), asi como también une Grb2 mientras que el
heterodimero EGFR-erbB4 no lo hace (Olayioye et al. 1998) (Figura 4). Por lo tanto,
la sefial transmitida por un heterodimero no es sélo la suma de las propiedades de sus
miembros individuales sino que adquiere propiedades unicas e inherentes a la nueva
entidad. Por ejemplo, los heterodimeros erbB2-erbB4 inducidos por NRG1 durante el
desarrollo cardiaco cumplen una funcion fundamental que no puede ser reemplazada
por el homodimero de erbB4 (Gassmann et al. 1995; Lee et al. 1995); este
heterodimero también activa el factor de transcripcion StatS mientras que los
homodimeros de cualquiera de los dos receptores no pueden hacerlo (Olayioye et al.

1999).
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Figura 4. Los heterodimeros erbB presentan distintas propiedades en comparaciéon con
los respectivos homodimeros. 4. Diferencias de sefalizacion entre el homodimero de
erbB1/EGFR activado por EGF y el heterodimero erbBl-erbB4 activado por NRG. B. Los
homodimeros de erbB2 inducidos por un anticuerpo monoclonal (mAb), los heterodimeros
erbB2-erbB4 y los homodimeros de erbB4 pueden activar la MAPK, pero sélo el heterodimero
activa Stat5. C. Cuando existe expresion de erbB2 se forman mayormente heterodimeros que
contienen erbB2 como uno de sus componentes y presentan propiedades de sefializacion
diferentes.
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Existen, ademas, otros niveles de complegjidad en € sistema de receptores
erbB. También pueden funcionar como integradores de sefiales provenientes de otros
tipos de receptores como los acoplados a proteinas G o de citoquinas. Son
susceptibles de ser fosforilados por Jak y Src y asi proveer sitios de acople para
distintas proteinas de “signaling” o sefializacion (Carpenter 1999).

Finalmente, la gran capacidad de los erbB de activar una tan variada seleccion
de vias de sefidizacion seilustraen laFigura 5.

Figura 5. El sstema de sefializacion erbB. La familia de ligandos y los cuatro receptores
ofrecen una combinacion de 10 dimeros. Por simplicidad, se muestran sdlo las especificidades de
unién de EGF y NRG4. ErbB2 no une ligandos y erbB3 es catditicamente inactivo (dominio
quinasa marcado con una cruz). Se observa la sefidizacion a través del homodimero erbB1,
relativamente poco mitogénico, en comparacion con la del heterodimero erbB2-erbB3. Los
receptores erbB pueden acoplar una inmensa variedad de proteinas adaptadoras (Src, Chl, Shc,
Grb2, etc.) y de esa manera activar distintas cascadas de quinasas (MAPK, IJNK, PKC, Akt).
Algunos de los factores de transcripcion activados que iniciaran las respuestas bioldgicas de
proliferacion, diferenciacion y migracion son Spl, Jun, Fos, Stat.
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1.4. Receptores erbB en el desarrollo

La importancia de los receptores erbB en & desarrollo ha sido demostrada por
el andlisis de ratones genéticamente modificados para los mismos. Los “knockout” o
nulos para cada locus erbB mueren durante e desarrollo embrionario. La pérdida de
erbB1 conduce a muerte embrionaria o perinatal con anormalidades multiples en
cerebro, piel, pulmén y tracto gastrointestinal (Olayioye et al. 2000). La fata de
erbB2 produce la muerte a los 10,5 dias de gestacion debido a una malformacién de
las trabéculas del corazén (Lee et a. 1995), fenotipo que es compartido por €l
“knockout” para erbB4 (Gassmann et al. 1995). La expresion de erbB2 bajo el control
del promotor de la cadena pesada de miosina rescata € desarrollo cardiaco y los
ratones sobreviven hasta e nacimiento pero carecen de células de Schwann y
neuronas espinales sensoriales y motoras (Negro et a. 2004). Los ratones “knockout”
para erbB3 mueren hacia € dia 13,5 de gestacion demostrando defectos en la
formacion de las valvulas cardiacas y en la cresta neural y una pérdida total de los
precursores de células de Schwann (Britsch et al. 1998; Carraway, |11 1996). De estos
datos resulta claro que los erbBs son fundamentales en la embriogéness y €
desarrollo.

En e organismo adulto, los erbBs también desarrollan funciones importantes.
Al nacer, la glandula mamaria es un sistema rudimentario de ductos que se desarrolla
extensvamente durante la pubertad bgjo la influencia de hormonas esteroideas y
peptidicas. Durante € embarazo ocurre la proliferacion [6bulo-alveolar y después del
parto comienza la produccion de leche. En la glandula mamaria se expresan los 4
receptores de manera diferencial dependiendo del tipo celular y € estadio especifico
de desarrollo de la misma (Darcy et al. 1999; Darcy et a. 2000; Schroeder & Lee
1998). La expresion de erbB1, erbB2 y erbB3 se encuentra modulada negativamente
en células epitdiades mamarias (MECs) diferenciadas funcionamente. Por utilizacion
de dominantes negativos, se descubrié un papel importante para e EGFR en la
proliferacion ductal y para erbB2 y erbB4 en la diferenciacion |6bulo-aveolar y la
lactacion. ErbB3 se expresa durante todo € desarrollo mamario pero su funcion
especifica todavia no ha sido estudiada. Por lo tanto, todo €l sistema erbB es
fundamental para la proliferacidn, diferenciacion, morfogénesis y sobrevida de la
gldndula mamaria.
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En & corazon adulto un erbB2 deficiente produce cardiomiopatias que
incluyen dilatacion de las camaras, adelgazamiento de la pared y contractilidad
disminuida (Negro et a. 2004). Pacientes oncoldgicos tratados con Herceptin
(Trastuzumab) (Baselga & et al. 1996), un anticuerpo especifico contra erbB2,
desarrollan disfuncion cardiaca. Todo esto sugiere que erbB2 es necesario para €

correcto funcionamiento cardiaco.

En € epitelio sensoria del oido interno murino neonatal y adulto se encuentra
expresion de los cuatro receptores erbB, pero HRG estimula la proliferacion sélo en
neonatos (Hume et al. 2003).

En e hipotdamo, antes del inicio de la pubertad, la activacion de erbB2 y
erbB4 mediada por NRG produce la liberacion de la prostaglandina E2 (PGE2) que
luego controlara la secrecion de LHRH (hormona liberadora de la hormona
Iuteinizante), cuya funcion es esencid para € desarrollo sexual y la funcion
reproductiva adulta (Ojeda & Ma 1999).

En & sistema nervioso central tanto los receptores erbB como sus ligandos
son fundamentales. En retina, d menos una forma de NRG asi como los receptores
erbB2, ebB3 y erbB4 se expresan desde las primeras etapas del desarrollo retina. En
cultivos de células de retina de rata NRG (GGF2) promueve la supervivencia y
extension de neuritas a partir de las neuronas retinales (Bermingham-McDonogh et
al. 1996). Durante la migracion neurona hacia la corteza cerebral en desarrollo las
neuronas regulan la funcion de las cdlulas glides radides y éstas, a su vez, la
migracion y diferenciacion neuronal. Este proceso estd mediado por la expresion de
GGF y la sefializacion atraves de erB2 (Anton et al. 1997).

1.5. Receptores erbB en la diferenciacion
El proceso de diferenciacién produce células con funciones especificas a

partir de células inmaduras incapaces de realizar estas funciones.

En la glandula mamaria este proceso convierte células epiteliales en unidades
productoras de leche, proceso intimamente ligado a erbB2 y erbB4, asi como €

11
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desarrollo completo de la glandula depende de la modulacién concertada de todos los
receptores erbB (Darcy et a. 1999; Darcy et a. 2000; Schroeder & Lee 1998).

Durante la miogénesis o desarrollo de céulas musculares embrionarias,
mioblastos mononucleados forman miotubos multinucleados por fusion de las
membranas. Esto es conocido como e “efecto de comunidad” porque puede ser
maximizado por células vecinas en estado de diferenciacion y se piensa que esta
mediado por NRG y erbB3 (Kim et al. 1999a).

La heregulina, a través de sus receptores, actla sobre las sinapsis
neuromusculares, produciendo efectos més bien consistentes con la diferenciacion

celular que con la proliferacion.

1.6. Receptores erbB en cancer

Ninguna descripcion de los receptores erbB estaria completa s no se
mencionara su papel en la progresién maigna, especiamente de EGFR y erbB2. In
vitro, la expresion individual asi como la coexpresion de estos dos receptores en
fibroblastos NIH-3T3 produce un fenotipo transformado (Di Fiore et a. 1987; Di
Fiore et al. 1988; Kokai et a. 1989). La transformacién de fibroblastos inducida por
NRG1 y mediada por erbB4 y/o erbB3 requiere de la coexpresion de EGFR o erbB2
(Zhang et a. 1996). Es por ello que la capacidad de transformacion exacerbada de
células que expresan multiples receptores erbB pueda tener su origen probablemente
en la potencia y diversdad de sefidizacion que emanan de sus muchas
combinaciones.

In vivo, se ha encontrado sobreexpresion de erbB2 en un 30 % de los casos de
céncer de mama humano donde esta asociado a un mal prondstico (Slamon et al.
1986). También en cancer de ovario se observan atos niveles de expresion de erbB2.
Una gran cantidad de los tumores que expresan erbB2 también presentan
estimulacion autcrina de EGFR por via de la expresion de alguno de sus numerosos
ligandos. Més de un 50 % de los meduloblastomas infantiles demuestra coexpresar
erbB2 y erbB4 (Gilbertson et al. 1997). Muchos tumores que sobreexpresan erbB2,
mama, vejiga, melanoma, también expresan erbB3 (Bodey et a. 1997; Lemoine et .
1992; Rajkumar et al. 1996; Siegel et al. 1999).

12
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La activacion de erbB2 por sobreexpresién, independiente del ligando, y su
rol preferencial como compafiero de heterodimerizacion justifica e potencia
oncogénico del receptor y su participacion en tantos tumores humanos. Las
estructuras cristalograficas del EGFR unido a diferentes ligandos, TGFa y EGF,
ayudaron a determinar la conformacion del receptor erbB en su estado activado. En €
erbB2, a diferencia de los otros miembros de la familia, existe una fuerte interaccion
entre los dominios L1 y L2, en ausencia de ligando, que imita la conformacién unida
al ligando de EGFR, volviendo a erbB2 incapaz de unir ligando alguno y otorgandole
una conformacion constitutivamente extendida del loop de dimerizacién, lo cua

favorece su interaccion con otros erbBs (Citri et al. 2003)(Figura 6).

ErbB-2 (overexpressed) £

% Active heterodimer t_b%

Figura 6. ErbB2 presenta una conformacion constitutivamente activada, en ausencia de
ligando, lo cual favorece su heterodimerizacién con otros receptores erbB. En €
esquema, la presencia de HRG induce la conformacion activa de erbB3 que permite la
interaccion con erbB2. Alternativamente, |a sobreexpresion de erbB2 promueve la formacion
espontanea del homodimero.

Ladiferenciacion adipogénica
2.1. Adipogénesis. Obesidad y Diabetes

La diferenciacion adipocitica es e proceso por € cua un fibroblasto sin
funciones especificas se transforma en una célula adiposa o adipocito con
propiedades caracterigticas, entre las cuales, ademéas del almacenamiento del exceso
de energia metabdlica en forma de triglicéridos, se encuentra la produccion de
glicerol y &cidos grasos libres, hormonas, como la leptina, péptidos como

angiotensina 'y € inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1, citoquinas, como
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TNF-a e IL-6, y factores complementarios, como la adipsina, entre otros (Morrison &
Farmer 2000).

Las funciones del adipocito son pleiotropicas. Procesos asociados al
metabolismo lipidico, como & amacenamiento y liberacion de é&cidos grasos y
glicerol, son importantes en funciones vitales como la contraccion del miocardio en
tiempos de hambruna, y € metabolismo de la glucosa hepatico y periférico. El tgjido
adiposo, con e corazén y € musculo esquelético, son los Unicos tegjidos conocidos
gue expresan Glut4, un transportador de glucosa dependiente de insulina, que permite
la entrada de glucosa a las células y la sdida de la circulacion postprandial. La
leptina, ademés de mediar la saciedad a través de receptores en e hipotdamo, tiene
importantes funciones en fertilidad, reproduccién y hematopoyesis.

La adipogénesis se ha vuelto un area de intensa investigacion en los Ultimos
anos, principalmente por dos razones. la mayor clase de problemas de salud es
causado por la obesidad, en parte debido a una sobreabundancia o hiperplasia de
células adiposas, enfermedad a su vez considerada un factor de riesgo importante
para la Diabetes mellitus no dependiente de insulina (tipo I1) (Spiegelman et al. 1993)
y otras patologias relacionadas, por otro lado, e estudio de los mecanismos
moleculares involucrados en la diferenciacion adiposa puede proveer patrones de
comparacion con otros sistemas de diferenciacion y/o desarrollo y contribuir a la
comprension de lafisiologia del desarrollo animal tardio.

Asi como e adipocito tiene una importancia fundamental en la homeostasis
energética también puede ser central a muchas enfermedades asociadas a la obesidad.
En ratones, mutaciones genéticas que ateran la liberacion de leptina por € adipocito
0 suprimen su interaccién con los receptores hipotalamicos son causas bien
establecidas de obesidad (Flier 1998). Las citoquinas y lipidos liberados por el
adipocito pueden conducir a una disminucion de la utilizacién de glucosa en el
musculo esquelético y estimular la produccién de la misma en higado, lo cual
aumenta los niveles de glucosa en la circulacion periférica, antesala de la diabetes.
Ademas, agunas citoquinas producidas por € adipocito pueden activar respuestas
inflamatorias consideradas mediadores importantes de la enfermedad cardiovascular.
Adicionamente, e desarrollo de lesiones ateroesclerdticas producido por
hiperlipidemia se ve agravado por la liberacion de &cidos grasos desde adipocitos

sobrecargados de grasa.
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En Estados Unidos, la obesidad, la ateroesclerosis y la diabetes tipo Il
presentan una incidencia en aumento, y las consecuencias y los costos econémicos de
las mismas las ubica entre los mayores problemas de salud (Must et al. 1999). En
consecuencia, € estudio de todos los aspectos de la célula adiposa, incluyendo la
adipogénesis y la regulacion transcripcional durante la misma pueden proveer bases
para € entendimiento de los procesos fisiologicos y patolégicos asociados a tejido
adiposo y posiblemente herramientas para el desarrollo de terapias més efectivas.

2.2. Modelos de diferenciacion adipocitica

Luego de la fecundacion un solo ovocito daré origen a aproximadamente 200
tipos celulares y sus distintos lingjes que conformarén € organismo multicelular. El
programa completo de desarrollo del tejido adiposo desde el ovocito fecundado o
embrién se desconoce. Sin embargo, se sabe que las células madre 0 “stem cells’ o
fibroblastos pluripotentes tienen origen mesodérmico y pueden “determinarse’ en
lingjes especificos como preadipocitos, pre-tejido 6éseo o pre-tgjido muscular. Una
etapa posterior incluye e compromiso de estos precursores hacia € fenotipo
completamente diferenciado (Ntambi & Kim 2000).

El estudio de la diferenciacién adiposa in vivo es dificil. S6lo unatercera parte
del tgjido adiposo esta formada por adipocitos, € resto son vasos sanguineos, nervios,
y preadipocitos en distinto grado de desarrollo. El cultivo primario de preadipocitos
presenta varias desventgjas. la dificultad de ainear preadipocitos en & mismo
estadio, la cantidad de tgjido que se necesita para poder aislar suficiente nimero de
célulasy laduracion limitada de los cultivos primarios.

De las lineas celulares disponibles de precursores adipociticos existen dos
clases, una que proviene de fibroblastos pluripotentes y otra de unipotentes. Dentro
de la segunda clase, que ha sufrido “determinacion” y por lo tanto pueden
permanecer como preadipocitos o convertirse en adipocitos, se encuentran las lineas
celulares 3T3-L1, 3T3-F422A y Obl771. Existen algunas variaciones en los
requerimientos de diferenciacion de cada linea y se cree que se deben a momento
preciso del desarrollo en el cual las c8ulas se arrestaron al ser derivadas.
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2.3. El modelo 3T3-L1

La linea celular 3T3-L1 proviene de células de embrion de raton Swiss 3T3
(Green & Kehinde 1974). Es uno de los modelos mejor caracterizado (Ntambi & Kim
2000) y mas confiable para estudiar los mecanismos que controlan la diferenciacion
de células progenitoras a adipocitos maduros funcionales (Smith et a. 1988). Al ser
inyectadas en ratones forman paniculos adiposos indistinguibles del tejido normal
(Green & Kehinde 1979). El proceso de diferenciacion es esponténeo pero lento ya
gue requiere mas de 1 mes de cultivo para completarse, como se ha podido observar
en nuestro y otros laboratorios. La diferenciacion se puede acelerar y maximizar por
tratamiento de las células con agentes que elevan la concentracion intracelular de
AMPc, como 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX o MIX), un glucocorticoide como
dexametasona (DEXA) y concentraciones farmacoldgicas de insulina (INS) o dosis
fisolégicas del factor de crecimiento simil alainsulina-1 (IGF-1) (Boney et a. 1998;
Smith et a. 1988). Dos dias después de acanzada la confluencia los preadipocitos
son inducidos por tratamiento con el cocktail adipogénico (cominmente abreviado
MDI) momento definido como € dia 0 (Figura 7). Venticuatro horas después las
células sufren a menos una vuelta de mitosis post-confluencia y luego entran en
arresto celular. Se cree que las mitosis son necesarias para abrir e DNA y permitir €
acceso de factores de transcripcidn a los elementos reguladores de respuesta presentes
en los genes involucrados en la modulacion del fenotipo adiposo maduro (Cornelius
et a. 1994). Hacia e dia 3 las cé8ulas comienzan a expresar marcadores tardios de
diferenciacion, enzimas lipogénicas y lipoliticas y otras proteinas relacionadas, se
redondean y acumulan gotas lipidicas. Entre los dias 5 y 7 la diferenciacion se ha
completado.
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Figura 7. Progresion de la diferenciacion adipocitica en las céulas 3T3-L1. A. Se
muestra una representacion esguemdtica de los eventos transcripcionales mas importantes en
orden cronol6gico: muy temprano, temprano, intermedio y tardio. Los periodos de expresion
génica que se suceden durante e desarrollo del programa de diferenciacion se indican con
areas. B. La induccion adipogénica con MIX y dexametasona induce la transcripcion de
diversos factores de transcripcion (PPAR y C/EBP) que conducird a la adquisicion del
fenotipo diferenciado.
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2.4. Regulacion de la expresion génica durante la diferenciacion

Ya en confluencia, los preadipocitos comienzan a expresar marcadores
tempranos de diferenciacion, tales como la lipoprotein lipasa y colégeno tipo IV. En
la hora posterior al tratamiento con MDI se observa expresion de los factores de
transcripcion c-fos, c-jun, junB, c-myc y CCAAT/enhancer binding proteins (C/EPB)
By d (Cornelius et a. 1994; Mandrup & Lane 1997). Las proteinas fos y jun tendrian
propiedades mitogénicas. La expresion de c-myc parece ser un punto de decision en
el cud las células son dirigidas a reentrar en e ciclo celular o comprometidas a la
diferenciacion termina. La expresion de c-fos, cmyc y c-jun es transiente y se disipa
luego de 2-6 hs del tratamiento con MDI (Figura 7A).

2.5. Factoresdetranscripcion determinantes de la diferenciacion

C/IEPB By d son los primeros factores de transcripcion inducidos por el
cocktail de diferenciacion, siendo responsable MIX por C/EBPR y DEXA por
C/EBPd. Su actividad posiblemente medie la expreson de PPAR? (“peroxisome
proliferator activated receptor”), un factor de transcripcion fundamental en la
adipogénesis, la cual comienza en € dia 2, con un maximo entre los dias 3 y 4.
También la expresion de C/EBPa aumenta hacia €l dia 2 desde niveles no detectables
en preadipocitos. Una vez activados, C/EBP? y PPAR? se regulan entre si para
mantener su propia expresion (Morrison & Farmer 2000), ain cuando la expresion de
C/EPBR y C/EBPd disminuye, asi como la de otros genes involucrados en la
adipogénesis.

La expresion forzada de PPAR? en preadipocitos no produce diferenciacion a
menos que se suministre a cultivo un ligando exégeno (Tontonoz et al. 1994) lo que
indica que las cdlulas 3T3-L1 no producen un ligando enddgeno y sugiere que podria

originarse en respuestaa MDI.

2.6. PPAR?

Los PPARs son factores de transcripcion pertenecientes a la superfamilia de
receptores nucleares. Se conocen tres isoformas: a, d y ?. Actlan sobre elementos de
respuesta especificos en el DNA formando heterodimeros con e receptor de &cido
retinoico (RXR). Sus ligandos naturales son los écidos grasos y sus derivados
lipidicos, como ciertas prostaglandinas. PPARa y ? son los més relacionados con el

metabolismo lipidico y la sensibilidad a insulina. PPARa se expresa en higado,
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corazon y musculo y a activarse promueve la oxidacion de acidos grasos, la sintesis
de cuerpos cetonicos y € ahorro de glucosa. Los fibratos, ligandos de PPARa, tienen
actividad hipolipidémica, y por ello mejoran la sensibilidad a insulina en tejidos.

PPAR? se expresa en € tegjido adiposo, intestino y células involucradas en la
inmunidad. Al activarse induce la diferenciacién de preadipocitos en adipocitos y
estimula la acumulacion de triglicéridos al aumentar la capacidad de almacenamiento
y € flujo de &cidos grasos hacia € adipocito. Entre los ligandos naturales del PPAR?
se encuentran los écidos grasos insaturados oleico, linoleico, eicosapentanoeico y
araquiddnico, y la prostaglandina J2 (Kliewer 1995). Las tiazolidinedionas se utilizan
como agentes hipoglucemiantes y sensibilizadores a insulina en la diabetes tipo 1.
| nesperadamente, se descubrié que son ligandos del PPAR?, con un Kd en e rango
de 100 nM. Pioglitazone y rosiglitazone se usan en la actualidad como drogas
antidiabéticas, troglitazone ya no. Es posible que la activacién del PPAR? por estas
drogas dirija los &cidos grasos hacia los adipocitos, reduciendo asi la concentracion
en plasmay la disponibilidad de los mismos para los musculos, todo lo cud diviaria
laresistenciaainsulina.

Existen dos isoformas de PPAR? producidas por splicing aternativo. En
ratones la més abundante es la 72, mientras que en humanos es la ?1. PPAR? activa
varios genes relacionados con la diferenciacion adiposa: ap2 o “adipose-specific fatty
acid binding protein” y PEPCK o “phosphoenolpyruvate carboxikinase” (Ferré
2004).

Se piensa que PPAR? gerce una funcion antimitética, deteniendo la
proliferacion celular durante la diferenciacion adipocitica terminal, dado que su
expresion ectopica y activacion en fibroblastos en crecimiento exponencia induce el
arresto del ciclo celular (Rosen & Spiegelman 2001).

Ademas de aumentar & numero de adipocitos, PPAR? estimula €
almacenamiento de &acidos grasos actuando en diferentes pasos. la liberacion de
&cidos grasos a partir de triglicéridos contenidos en particulas lipoproteicas
estimulando la lipoproteina lipasa; € transporte intracelular de los mismos por ap2; la
activacion de écidos grasos por la acyl-CoA sintetasa; la esterificacion por PEPCK; la
estimulacion del transportador de glucosa dependiente de insuling, GLUT4, lo cua
podria contribuir a aumentar la sintesis de &cidos grasos a partir de glucosa (Wu et a.
1998). La activacion de PPAR? también modula la secrecion de distintos factores del

adipocito: reduce la expresion de leptina y estimula la de adiponecting, una proteina
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involucrada en la sensbilidad a insulina, importante por ende en & efecto
antidiabético de los ligandos de PPAR? en d tratamiento de la insulina-resistencia
observada en obesidad, diabetesy lipodistrofia (Ferré 2004).

. Losfactoresde crecimientoy susreceptores en la adipogénesis

En un sistema de cultivo completamente libre de suero, un nivel semejante de
diferenciacion adipocitica a logrado por tratamiento con insulina se puede acanzar
solo por tratamiento con IGF-1 en combinacién con EGF (Schmidt et al. 1990). EGF
es, por mucho, e componente del suero mas potente para estimular la fase de
crecimiento exponencia necesaria para llegar a confluencia y diferenciar las células
3T3-L1. Se ha descrito que EGF tiene efectos diferentes y hasta controversiadesen la
diferenciacion adiposa: bloquea la maduracion de precursores en adipocitos maduros
tanto in vivo (Serrero & Mills 1991) como in vitro (Serrero 1987), pero estimula la
diferenciacién en los adipocitos que ya estan diferenciando (Adachi et a. 1994). EGF
tiene una funcion importante en la induccion de la obesidad en ratones
ovariectomizados ya que los altos niveles encontrados (0,1 nM, 10 veces mayor que
el de una hembra joven) producen hiperdistrofia de los adipocitos (Kurachi et al.
1993). Estos efectos diversos de EGF en preadipocitos y adipocitos podrian
explicarse por diferencias en la sefidizacidn post-receptor ya que, curiosamente, se ha
descrito que los niveles de EGFR permanecen constantes (Reed et a. 1977) o bien
decrecen con la diferenciacion (Boney et a. 1998).

El receptor de IGF-1 también pertenece a la superfamilia de receptores con
actividad de quinasa en tirosina (LeRoith et a. 1995), como los erbBs, pero subclase
I, es activado por factores no relacionados a la familia del EGF, como € IGF-1y la
insuling, y eerce un papel de suma importancia en la diferenciacion adipocitica
(Boney et a. 1998; Boney et a. 2000; Boney et al. 2001). Las células 3T3-L1
proliferan en medio con suero adsorbido (deprivado de GH, INS e IGF-1, hormonas
peptidicas y esteroideas) pero no pueden diferenciarse (Smith et a. 1988). El
agregado de EGF (10 nM) estimula la proliferacion de 2 a 3 veces pero contindian sin
poderse diferenciar. La adicion de concentraciones fisioldgicas de IGF-1 o
farmacoldgicas de INS (porque la afinidad de INS por IGF-1R es 70 veces menor)
permite una diferenciacion normal: las células adquieren la morfologia caracteristica
dd adipocito, acumulan triglicéridos, aumenta 450 veces la actividad de la glicerol-3-
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fosfato deshidrogenasa (GPDH) asi como su mRNA y € de aP2, ambos marcadores
del desarrollo adipocitico. Por lo tanto, IGF-1, a través de su receptor, es un factor
esencial para la diferenciacion de estas células como también se describiera
previamente para mioblastos, condrocitos y otras células de origen mesodérmico
(Smith et a. 1988). Sin embargo, IGF-1, como EGF, es también un potente factor
mitogénico para las c8ulas 3T3-L1. Ambos sefializan a través de la activacion de la
via de MAPK pero presentan algunas diferencias. La estimulacion de MAPK por
IGF-1 es rapida e importante en preadipocitos pero no asi en células diferenciadas,
mientras que la de EGF es mas potente y se mantiene en adipocitos (Boney et al.
1998). La sefid que provoca IGF-1 cambia de mitogénica a diferenciadora en las
células 3T3-L1 dependiendo del estado de las mismas. Si bien IGF-1 sefidiza via la
fosforilacion en tirosina por IGF-1R de Shc e IRS-1, cuando las células comienzan a
diferenciar se pierde la activacion de Shc (Boney et a. 2000). De manera que la sefia
de proliferacion seria IGF1? IGF-1R? Shc? Src (o proteina relacionada)? MAPK
(Boney et al. 2001) mientras que la de diferenciacion seguiria la ruta de IGF-1R?
IRS-1? PI3-K.

Existe cada vez mas evidencia sobre interacciones importantes entre €
sstema ErbB y € ddl IGF-1R (Balaia et al. 2001). EGFR requiere de un IGF-1R
funcional para su actividad mitogénica (Coppola et al. 1994). IGF-1 puede
transactivar el EGFR en la transduccion de la sefid mitogénica a través del clivaje de
HB-EGF por una metaloproteinasa en células MCF7 (Roudabush et a. 2000). Y, mas
recientemente, se describié que IGF-1 aumenta e mRNA de HB-EGF en cdlulas
3T3-L1 (Mulligan et al. 2002).
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Hipdétesis detrabajo

1. Dado que la conversion de fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos se produce por un
proceso de diferenciacion, receptores que se encuentran clasicamente relacionados
con este proceso podrian estar involucrados en este model o.

2. Siendo los erbBs receptores comunmente asociados a los procesos de proliferacion y
diferenciacion, seria esperable hallarlos en estas células.

3. De estar presentes los erbBs, y s hubiera una relacion entre los mismos y los
procesos de proliferacion y/o diferenciacion, la modulacion de la expresion y/o
activacion de los receptores deberia poder asociarse con cambios observables en los

mencionados procesos fisiol égicos.
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Objetivos

Objetivo general:

Conocer la participacion de los receptores erbB en la diferenciacion adipocitica de los
preadipocitos Swiss 3T3-L 1.

Objetivos particulares:

1. Estudiar la expresion de mARNSs para erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4, evaluando la

posibilidad de |a presencia de variantes de splicing.

2. Estudiar la expresion de las proteinas erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4 y su modulacion

durante el proceso adipogeénico.

3. Evaluar la presencia de posibles ligandos para | os receptores erbB.

4. Determinar la activacion de erbB2 y EGFR/erbB1 en respuesta a EGF.

5. BEvaluar la participacion de erbB2 en la proliferacion y diferenciacion de los
preadipocitos 3T3-L 1.

6. Determinar lals vias de sefidizacion activadas en respuesta a la induccion de la

diferenciacion y su influencia en la expresion de erbB2.
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Materialesy M étodos

1. Cultivo Celular

La linea celular preadipocitica murina norma Swiss 3T3-L1 (fibroblastos,
embrion, ratén, ATCC CCL 92.1) fue adquirida en la ABAC (Asociacion Banco
Argentino de Céulas, Pergamino, Buenos Aires) y cultivada de rutina en DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium, Hyclone) con L-glutamina 4 mM, 4.5 g de
glucosalL, biotina 10-6 M, 0.11 g de piruvato de sodio/L, 3.7 g de bicarbonato de
sodio/L y suplementada con 10% SFB (suero fetal bovino, Gen SA, Bs. As) més
antibidticos  (penicilina,  estreptomicina)-antimicético (anfotericina B)  (Gibco,
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Las céulas se repicaron una vez ala semana
mediante tripsinizacion (HyQ® 0.25% p/v tripsina porcina en Hank’s Balanced Salt
Solution), previo lavado con PBS (NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4) estéril, en una
proporcion de 1 cépsula a 20 para mantenimiento o segin lo requiriese el
experimento.

2. Ensayo dediferenciacion
Dos dias después de alcanzar la confluencia, se indujo la diferenciacion
adipocitica cambiando € medio de cultivo por uno suplementado con dexametasona
(DEXA, 0.1 mM) y 3-isobutil-1-metilxantina (M1X, 500 mM). Después de 48 hs €
medio se reemplazé por DMEM-SFB con insulina (INS, 2 mM). Los experimentos se
terminaron, generamente, después de 5 dias de tratamiento con insulina cuando un
80-90% del cultivo se habia diferenciado a adipocitos (observacion de gotas

refractivas a microscopio convenciond y, eventual mente, tincién con Oil Red O).

3. Factoresde crecimiento
EGF (Gibco, Life Technologies); heregulina ?1 y ?1, RP-317-PA y RP318-
PA, Neo Markers, Fremont, CA).

4. Western Blotting
Las monocapas fueron lavadas y recolectadas en PBS frio y centrifugadas a
4000 rpm (1500 xg) a4 °C durante 10 minutos. Los precipitados fueron solubilizados
con un buffer de lisis de 3 detergentes (TrissHCl 50 mM [pH=8], NaCl 150 mM,
0.1% p/v SDS, 1% v/v Tritén X-100, 0.5% p/v desoxicolato de sodio, NaF 20 mM,
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10 pg/ml de leupeptina, pepstating, aprotinina, espermina, espermiding, metavanadato
de sodio 1 mM y AEBSF 1 mM) durante 20 min en hielo, seguido de sonicacion. Los
lisados fueron clarificados por centrifugacién a 12000 rpm (13500 xg) a 4 °C por 15
min y guardados a -20°C hasta su uso. La concentracion de proteinas se determind
por el método de Bradford o Lowry seguin correspondiera (Bradford 1976; Lowry et
al. 1951). Los extractos proteicos fueron hervidos en “buffer de muestra” (Tris-HCl
50 mM [pH=6.8], 2% p/v SDS, 10% v/v dlicerol, 0.1% p/v azul de bromofenol, 5%
v/v [3-mercaptoetanol) y sembrados sobre un gel de poliacrilamida 7% (SDS-PAGE),
realizando la electroforesis a 100V por 90 min. Las proteinas fueron, luego,
transferidas a membranas de nitrocelulosa (ProtranTM, Schleicher & Schuell), en
buffer Tris 25 mM, glicina 192 mM, 20% v/v metanol, a 100V por 2hs, con agitacion
constante sobre hielo. La transferencia se supervisd mediante tincién con Rojo
Ponceau. Después de bloquear con leche descremada a 5% p/v en TTBS (Tris-HCI
10 mM [pH= 8], NaCl 150 mM, 0.05% v/v Tween-20), las membranas se incubaron
con los anticuerpos especificos. Las proteinas reconocidas se visualizaron con
anticuerpos acoplados a peroxidasa alcalinag, a través del sistema de deteccion ECL
(Amersham PharmaciaBiotech, Buckinghamshire, England). Cuando se indica, se
reaizd “stripping” y posterior reutilizacion de las membranas de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (?-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, Tris-HCl 62.5
mM [pH= 6.7], 30 min a 50 °C). Para el revelado se utilizaron placas Kodak Biomax
MS (Amersham).

. Andlisis Densitométrico

Fue realizado con €l programa Scion Image de los Nationa Institutes of
Hedlth, Bethesda, MD, USA.

. Estadistica

Se aplic6 ANOVA de una via seguido de un post test (Student-Newman-
Keuls o Tukey)

Para las figuras 14 y 15, las curvas de expresion en € tiempo de erbB2 y
EGFR fueron determinadas de la siguiente manera: se prepararon 3 geles para cada
experimento, se cargaron muestras por duplicado del periodo proliferativo en un gel,
muestras tratadas con MIX-DEXA en otro gel, y sin tratamiento en e Ultimo.

También se sembro la misma cantidad (?g) de proteinas extraidas de células T47D en
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cada uno de los geles, para permitir la comparacion entre ellos, dado que la expresiéon
de ebB2 y/o EGFR en estas células no varia. Luego se rediz6 un andlisis
densitométrico para cada tiempo y se refirié a valor densitométrico de la muestra de
T47D sembrada en su propio gel y, luego, al valor correspondiente a dia 1 (control).
Finalmente, se obtuvo e valor promedio entre los duplicados del mismo punto de
tiempo y se construy6 con todos ellos la curva de tiempo correspondiente.

. Determinacion de la activacién de los erbBs (Ensayos de fosforilacion)

Céulas en periodo proliferativo fueron deprivadas de suero por 24 hs en
DMEM conteniendo seroalbimina bovina a 0.1% p/v (BSA). Se estimularon con
EGF 10 nM en e mismo medio, 10% (v/v) SFB, EGF + SFB, o control (0.1% BSA),
por 5 min a 37 °C (el mismo protocolo fue seguido, donde corresponde, para
heregulina ?1 y ?1 1 nM). Los estimulos se detuvieron colocando las placas sobre
hielo y lavando las células con PBS frio. Los lisados celulares se obtuvieron por
levantamiento (“scraping”) de las monocapas en PBS conteniendo inhibidores de
proteasas y fosfatasas, centrifugando a baja velocidad y resuspendiendo en buffer de
lisis (TrissHCl 50 mM [pH= 7.5], NaCl 150 mM, 0.1% p/v SDS, 1% v/v Tritdén X-
100, 0.5% p/v desoxicolato de sodio, FNa 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, 10%
v/v glicerol, 1 pg/ml de leupeptina, pepstatina, aprotinina, ortovanadato de sodio 2
mM, AEBSF 1 mM, y benzamidina 1 mM). Los extractos se mantuvieron a -70 °C
hasta su uso. Para las inmunoprecipitaciones, 200 ?g de proteinas totales fueron
preclarificadas con proteina LA acoplada a agarosa (Sigma) e 1gG norma de congjo
por 30 min en hielo y en agitacion continua. Las muestras asi tratadas se incubaron,
primero, con el anticuerpo especifico (erbB2 0 EGFR) por 2 hsy, luego, con proteina
LA-agarosa por 1 h. Los compleos receptor- 1gG- LA- agarosa fueron recol ectados
por centrifugacion a 1500 xg, lavados 3 veces con buffer de extraccién y, luego de
hervirlos durante 5 minutos en “buffer de muestra’, se sometieron a SDS-PAGE 7%,
a 100V por 90 min. La fosforilacion en tirosina fue determinada con e anticuerpo
especifico anti-P-Tyr (SC PY 99), anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y
un sistema de luminiscencia (ECL, Amersham).

. Inmunoprecipitacion de heter odimer os erbB2- EGFR
Bésicamente se adapt6 el protocolo descrito por Kokai et al. 1988, Qian et al.
1992 y Wada et a. 1990. Brevemente: células 3T3-L1 (2 x 10%placa) fueron
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deprivadas de suero (BSA 0.1%, ON) y estimuladas segin se indique con EGF (10
nM 6 60 ng/ml a 37°C, 15 min). Se utilizaron, aproximadamente, 4
placas/tratamiento. No se utilizaron reactivos entrecruzantes (“crossiinkers’), como
por eiemplo DTSSP (tioclivable) o BS; (no tioclivable) para evitar la formacion de
artefactos de heterodimerizacion. Para detener los estimulos, manteniendo la
fosforilacion y la formacién de los compleos intactos, las células se lavaron con PBS
conteniendo EDTA 400 ?M, NaF 10 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, NazsVVO,4 400
?M. Luego se extrgieron directamente con buffer de lisis frio (NaCl 150 mM, fosfato
de sodio 10 mM [pH= 7,4], digitonina a 1% p/v (de acuerdo con Qian et al. 1992),
EDTA 2 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, NaVO, 400 ?M, NaF 10 mM,
inhibidores de proteasas (aprotinina, AEBSF, benzamidina, leupepting). Se centrifugd
el lisado celular a maxima velocidad (12000 rpm a 4°C) para eliminar € debrisy se
transfirié e sobrenadante a un nuevo tubo para la determinacion proteica. Para
inmunoprecipitar los complejos mixtos de receptores o heterodimeros erbB2-EGFR
se preclarificaron arededor de 2 mg proteina por tratamiento con 30 pl de proteina A
(lavada 2 veces con PBS y una vez con buffer con digitonina a 1% p/v e inhibidores
de proteasas y fosfatasas) y 2,5 pl 1gG por 30 min en hielo con agitacion continua. Se
centrifugaron a 5000 rpm por 5 min a 4° C. Al sobrenadante se le agregaron 30 pl de
anticuerpo primario por un periodo no menor a2 h en hielo y con agitacién continua.
Luego de agregar 60 pl de proteina A e incubar de 2 h a toda la noche (ON), se
centrifugé a 5000 rpm 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se guardaron a -20°C para
verificar la eficiencia de la inmunoprecipitacion y los precipitados se lavaron 3 veces
con PBS conteniendo inhibidores de proteasas y luego se hirvieron 5 min en 20 pl de
buffer de muestra (SDS, [>mercaptoetanol, azul de bromofenol y gliceral). Las
muestras se dividieron en dos partes iguales y se sembraron en un gel 7% PAGE-
SDS por duplicado. La muestra inmunoprecipitada contra € erbB2, se sometié a WB
para EGFR y, paralelamente, la inmunoprecipitada para EGFR se analizd para erbB2.
Una aicuota de cada inmunoprecipitacion se sometié a inmunoblot (IB) con el
mismo anticuerpo con € que se inmunoprecipitara para controlar que se hubiese
inmunoprecipitado igual cantidad de proteina. También se sembraron controles de
PM de las respectivas proteinas en estudio. Se corrieron a 120V durante 90 min. Se
transfirieron y se realiz6 lainmunodeteccion como se describiera anteriormente.
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9. Anticuerpos

Anti-EGFR (policlonal de congo, Santa Cruz 1005 sc-03, 1:1.000); anti-
erbB2 (policlonal de congo, Santa Cruz Biotechnology CA, Neu C-18, 1:1.000);
anti-erbB3 (monoclona de ratdn, Neo Markers, Ab-7 2C3, 1:200); antierbB4
(policlonal de conglo, Neo Markers, Ab-2, 1:200); anti-fosfotirosina (monoclonal de
raton, Santa Cruz PY 99, 1:500); anti-HRG (policlonal de congjo, Santa Cruz C-20
SC-348, 1:200, cedido por la Dra. Patricia Elizalde); anti-ERK (policlonal de congjo,
1:500 ); anti-fosfoERK (monoclonal de ratén, 1:500); anti-JNK (policlona de cabra,
1:500); anti-fosfoJNK (monoclona de raton, 1:500); anti-p38 (policlona de cabra,
1:500); anti-fosfop38 (monoclonal de raton, 1:250) (donados por e Dr. Omar Coso);
anti-congjo purificado de cabra (Santa Cruz sc-2054, 1:2.000); anti-raton (Amersham
Life Sciences RPN 2108, 1:2000).

10. Tirfostinas
La tirfostinas son inhibidores farmacologicos selectivos de la proliferacion
mediada por receptores con actividad de quinasa en tirosina. Generalmente compiten
por € sitio de unién a ATP en e dominio quinasa del receptor. Hemos elegido AG
825 y AG 879 debido a su alta especifidad respecto a erbB2 (1Cso 54 y 500 veces
mayor que para €l EGFR, respectivamente). Para un detalle de los 1Cs y las férmulas
respectivas, |éase el siguiente cuadro:

Table 1. Selectivity of PTK inhibitors in vitro. InsR, insulin receptor; N, not determined.

PTKs and IC,,, values (uM)

Tyrphostin
EGFR HER2-Meu PDGFR Trk p21[pBcr-an InsR

AGB25 MeQ) “m 19 0.35 40 N 75 ~100
m .
10

st
5

AGATS ] =500 1.0 =100 10 M N

t-Bu
NH
(s 1

t-Bu

AG1478 ""@ 0.003 =100 =100 N =50 N
maom a

CHy0

SCIENCE = VOL. 267 = 24 MARCH 1995 1785
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En nuestro sistema en particular, las células 3T3-L1 en periodo proliferativo
fueron expuestas a distintas concentraciones de tirfostinas (diluciones sucesivas desde
100 a 0.01 ?M) por 48 h para determinar s la inhibicidn de la actividad quinasa del
erbB2 y, consecuentemente, la sefidizacion a través del mismo, tenian un papel en la
proliferacion de este tipo celular, la cua se determiné por € método de MTT. Asi
mismo, para determinar la funciéon de erbB2 en la diferenciacion, céulas
postconfluentes fueron tratadas de rutina con MIX-Dexa para inducir la
diferenciacion previo tratamiento con tirfostina. El contenido de triglicéridos fue

determinado por € método Trinder® enzimético.

11. Determinacion de Proliferacién con MTT

El MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) es un
sustrato amarillo péido capaz de ser clivado por las células vivas para producir un
producto azul oscuro, el formazan. Este proceso requiere una mitocondria activa, de
manera que aln células muertas recientemente no clivan cantidades significativas de
MTT.

Brevemente, 5 horas antes de la finalizacion de un ensayo de proliferacion en
placas de 96 pozos, generamente después de 48 h de exposicion al mitdégeno y/o
inhibidor, luego de sacar 100 ?| de medio de cada pozo, se agregaron 10 ?1/ pozo de
una solucion de MTT (5 mg/ml). Se incubd la placa a 37 °C y luego de 5 h se
agregaron 100 ?| de acohol &cido (HCI 0.04 N en isopropanol). El &cido convierte €l
rojo fenol del DMEM a un color que no interfiere con la medicién del MTT vy €
alcohol disuelve € formazan para dar una solucién homogéneamente azul, apta para

ser analizada por absorbanciaa 570 nm en un lector de ELISA.

12. Determinacion detriglicéridos por € método Trinder® enzimatico
El método detecta la presencia de triglicéridos seguin e siguiente esquema de

reaccion:
Lipoprotein lipasa
Triglicéridos (muestra) ? glicerol +&cidos grasos
glicerolquinasa
Glicerol + ATP ? glicerol-1-P + ADP
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Glicerol fosfato oxidasa

glicerol-1-P + O, ? H,0, + dihidroxiacetonafosfato
peroxidasa
2 H,0; + 4-aminofenazona + clorofenol ? guinoniminaroja (color)

Por lo tanto, cuaquier triglicérido presente en la muestra es procesado por la
mezcla de enzimas para obtener un producto final apto para ser determinado en el
espectrofotometro a 490 o 505 nm. La curva de calibracién se realiza con una
solucién patrén de glicerol puro.

Luego de lavar las células con PBS, se levantaron en agua (en placas de 24
pozos, 100 pl/pozo) con un “rubber policeman” y se sonicaron 3 veces durante 10
seg, cada vez. Se incubaron 50 pl de muestra con 250 ul de la mezcla enzimética a
temperatura ambiente y, 20 min después se determind la absorbancia.

13. Aisamiento de ARN

Se aid6 ARN tota por e méodo de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski &

Sacchi  1987). Brevemente, se cosecharon 10’ células 3T3-L1 en periodo
proliferativo. Se lavaron las monocapas dos veces con PBS frio libre de Ca?* y de
Mg**, se levantaron las células con un “rubber policeman” en 1 ml de Solucién D (Sn
D: tiocianato de guanidinio 4 M, citrato de sodio 25 mM pH= 7, sarcosyl 0.5% plv,
?mercaptoetanol 0.1 M) por placa, completando la lisis con pasgje por aguja 21G
cinco veces, de modo de fragmentar el ADN y disminuir asi la viscosidad de la
preparacion. Considerando un volumen total de 10 ml de Sn D, se agregé 1 ml de
acetato de sodio 2 M pH= 4, 10 ml de fenol saturado en agua [pH= 5] y 2 ml de
cloroformo:isoamilico (49:1), mezclando cada vez por inversion. Esta preparacion
fue agitada usando “vortex” 2 veces por 30 seg con un reposo intermedio de 1 min
en hielo y después de permanecer durante 15 min en hielo se centrifugé a 10000 rpm
durante 20 min, a 4°C. La fase acuosa (fase superior) fue separada (el ADN vy las
proteinas quedan en la fase fendlica y en la interfase) y mezclada con igua volumen
de isopropanol. Se dgjé a —20°C toda la noche (0 a menos 3 h) y se centrifugd
nuevamente a 10000 rpm, 20 min. a 4°C. Se descarté el sobrenadante y el precipitado
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14.

se resuspendié en 2 ml de Sn D vy, posteriormente, 1 volumen de isopropanol. La
muestra se mantuvo a —20°C ON (o a menos 3 h). Después de centrifugar a 10000
rpm, durante 15 min, a 4°C, se descart6 € sobrenadante y € precipitado fue lavado
con etanol d 70%, secado a aire y resuspendido en 100 pl de H,O libre de ARNasas.
Se evalud la pureza'y concentracion del ARN espectrof otométricamente (absorbancia
de ADN/ARN (280/260) = 1,6-2,3) y através de su visuaizacion en gel de agarosa a
1% con bromuro de etidio para determinar la presencia de las dos bandas
caracteristicas, los ARN ribosomales de 18S y 28S. EIl ARN fue dicuotado y
mantenido a—70°C.

Deteccion de mARNSs por RT-PCR

Para transcribir y amplificar el ARN se utilizo e sistema de Promega Corp. y
un Mastercycler gradient (Eppendorf). Basicamente, e ARN se incubd durante 10
min a 70 °C para desestabilizar la estructura secundaria y, luego de una
centrifugacion breve, se enfrié répidamente en hielo para mantener la molécula
desenrrollada. EI cADN se obtuvo por transcripcion reversa (RT) en la siguiente
mezcla de reaccion: MgCl, 5mM, Buffer (TrissHCI 10 mM [pH= 9.0], KCI 50 mM,
Triton X-100 a 0,1% v/v), dNTP 1mM, 15 U/?g AMV transcriptasa reversa,
inhibidor recombinante de ribonucleasa Rnasin® 1 U/?l, ARN 50 ng/?l, “primers’
random 0.025 ?g/?l, con una preincubacion de 10 min a temperatura ambiente y una
incubacién de 60 min a 42°C. La muestra se incub6 a 95°C por 5 min, para inactivar
laenzima AMV, y se mantuvo en hielo hasta su posterior uso.

Para las reacciones de PCR se utilizaron 20 ng de cADN previamente
transcripto, MgCl, 2-4mM, Buffer (TrissHCI 10 mM [pH= 9.0], KCl 50 mM, Triton
X-100 a 0,1% v/v), dNTP 200 ?M, 15 U/?g Tag ADN pol, “primers’ especificos 0,5
?M (5" y 3).

Ciclos. un solo ciclo de pre-desnaturalizacién a 94°C por 5 min, seguido de
30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, “annealing” a la temperatura
especifica para cada par de “primers’ por 1 min, y elongacion a 72°C por 2 min, con
una elongacion final a 72°C por 7 min, finalizando la reaccion por inactivacion de la
polimerasa a 4°C.
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15. “Primers’ utilizados para las PCRs

15.1. erbB2

Se diseflaron con e programa Primer Detective contra el extremo carboxi-
terminal del receptor, ya que sblo esta secuenciado y publicado en e Genbank para
raton la parte que corresponde a extremo 3° de humano, es decir, sdlo 2083 pb
cuando e erbB2 humano completo comprende 4473 pb. Esta porcion ded mARN de
erbB2 es la de menor homologia con € de EGFR (<20%). Contienen posiciones
“wobble” (X/Y) para aumentar las posibilidades de amplificar la secuencia de este
receptor en ratén. Este par de “primers’ produjo un segmento de 328 pb.

“Primer directo” 5 CT GGC TCC GAT GT(A/G) TTT 3GAT GG 3
Humano (gi: 31997) 3416? 3437
Ratén (gi: 200711980) 1036 ? 1057

“Primer inverso” 5 (A/G)GC ACC CCC AAAGGC AAAAACG I
Humano 3723? 3744
Rat6n 13437 1364

Se utilizaron también otros 3 “primers’ (Aigner et a. 2001) para tratar de
identificar una forma de “splicing” alternativo en la cua se ha perdido € dominio
citoplasmatico de la proteina y solo se conservaron los 4 dominios extracelulares
(982 pb, 100 kDa). Se diferencia de la forma “wild type” (185 kDa) en que los
Ultimos 25 aminoacidos son distintos por amplificacion de una secuencia intrénica.
Mientras la variante “wild type’ del erbB2 produce un fragmento de 566 pb, la
variante truncada tiene un tamario de 290 pb.

“Primer directo” 5° AGG GAG TAT GTG A(A/G)(GIT) G(C/G)C 3 18287 1845
“Primer inverso (full length)” 5° GGC CAC (G/T)GG (A/G)AT TTT CAC 3 2410? 2425
“Primer inverso (truncado)” 5 CCT GAA AGA AAGTCCTCC &

Para estudiar la expresion de herstating, otra variante de “splicing” aternativo

gue mantiene solo los dominios | y II mas 79 aminoécidos de un intron (1143 pb, 68
kDa), se utiliz6 otro par de “primers’ (Doherty et al. 1999):
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“Primer directo” 5 TG AGC ACCATG GAGCTGGC 3 167? 185
“Primer inverso (truncado)” 5 TC CGG CA(A/G) AAA TGC CAG GCT CC 3
1289? 1310

15.2. EGFR
Se disefiaron con el programa Primer Detective y fueron adquiridos en Genosys,
Canada. Amplificaron un fragmento de aprox. 975 pb.

“Primer directo” 5 CC AAA TGT GAT CCAAGCTGTCC 3 6227 643
“Primer inverso” 5 TCC GAG GAG CAT AAAGGATTG 3 157772 1597

15.3. erbB3

Se disefiaron con € programa Primer Detective a partir de la secuencia
completa de erbB3 murino (gi: 25071684, 4524 bp). Produjeron un fragmento de 308
pb.

“Primer directo” 5 CTG GGCGTGTCT ACATAAGTGC 3 117 32
“Primer inverso” 5 A TGG CAG GAG AAGCAATGAGCC 3 2977 318

15.4. erbB4

Se utilizaron dos “primers’ (Sundaresan et a. 1998) que reconocen €l extremo
3'dedl mARN del erbB4 de rata (gi: 4176734, secuencia completa 4060 pb) y
producen un fragmento de 206 pb. La secuencia murina més completa es de 1284 pb
(gi: 2362269) y presenta un 95% de homologia con la anterior. En la zona a
amplificar hay sblo 7 diferencias (“mismatches’) y ninguna en las regiones de union
delos primers.

“Primer directo” 5 CAT CTA CACATCCAGAACA 3 31337 3150
“Primer inverso” 5 AAA CAT CTCAGCCGTTGCA 3 33217 3339

Todos los “primers’, a excepcion de los correspondientes al EGFR o erbB1,
fueron adquiridos en Tecnolab SA, Argentina (para Operon, una compafiia Qiagen),
desalados, en escala 50 nM.

Secuencias en raton. Homologia con humano. Ver apéndice

Las productos de las PCRs redizadas se visualizaron en geles de agarosa
(Seakem ME) a 1% con bromuro de etidio, en buffer TBE (Tris 0.9 M, &cido borico
09 M, EDTA 20 mM pH=7.8) a70V por 30 min.
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16. Digestion por enzimas de restriccion

17.

La especificidad de los productos de PCR fue analizada mediante cortes con
distintas endonucleasas de restriccion, enzimas que clivan & ADN por
reconocimiento de secuencias especificas, generdmente paindromos. En la
secuencia del segmento, supuestamente amplificado, se busca cudles de las enzimas
tienen sitios de corte, luego cuales cortan solo una vez y, finalmente, cuaes producen
segmentos de tamanio suficiente para ser reconocidos en un gel de agarosa. La
digestion enzimética se realizo en la siguiente mezcla de reaccién: 5 il del resultado
de laPCR, 0.5 pl endonucleasa, 1 pl buffer, y 3.5 pl de agua. La reaccion se incub6 a
37°C por 3 h'y se detuvo con buffer de siembra (azul de bromofenol 0.03%, cylene
cyanol 0.03%, orange G 0.4%, Ficoll 400 15%, Tris-HCl 10mM pH= 7,5, EDTA
50mM). Luego se analizaron los productos asi digeridos junto con los fragmentos
enteros en geles de agarosa para visualizar la reaccién y comprobar la eficiencia del
corte seguin € tamario (en pb) obtenido.

Rsa | Pseudomonas sphaeroides (Biolabs)

5...GT? AC...3
3...CA? TG...5
Hinf |

5...G? ANTC...3
3...CTNA? G...5
Pst |

5...CTGCA? G...3
3...G? ACGTC...5
EcoRI

5...G? AATTC...3
3...CTTAA? G...%

Signaling

Para determinar s las quinasas caracteristicas en la transduccion de sefides de
los receptores de factores de crecimiento estaban relacionadas con la inhibicién de la
expresién de erbB2, luego de la induccion con MIX-Dexa, se trataron células
postconfluentes con PD98059 (inhibidor de MAPK) o SP600124 (inhibidor de JNK)
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y 1 h més tarde se administré e estimulo diferenciador. Luego de 6 hs, se extrgjeron
proteinas de los distintos tratamientos y se determind la expresion del receptor y la
inactivacion de las respectivas quinasas por WB.

18. Plasmidos
Se planearon ensayos de estudios de regulacion del promotor, utilizando
plésmidos facilitados por € Dr. Gordon Gill, San Diego, Cdlifornia, mediante la

determinacion de la expresion de un gen reportero como laluciferasa:

Promotor erbB2: -1571 a -24 bp (NcO | a NcO 1) pSVOAL ? 5'luciferasa (Chen
& Gill 1994; Hudson et a. 1990a).

Promotor EGFR: -1100 a -19 bp (Hind Ill a Sst I) pSVOAL? 5'luciferasa
(Hudson et al. 1989; Hudson et al. 1990b).

Los plasmidos, recibidos en papel secante, fueron resuspendidos en buffer TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1 mM [pH= 7.4]). Se trasformaron bacterias competentes
pero no se pudieron transfectar células 3T3-L1 porque los plésmidos no se

recuperaron en la amplificacion.
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Resultados

1. Capitulo 1: Expresion de mARNs para erbB1, erbB2, erbB3y erbB4

La sobreexpresion de erbB2 en distintos tipos de cancer humano,
especialmente mama, ovario y pulmon, ha sido ampliamente documentada. En
fibroblastos sin embargo, a excepcion de células de la decidua (Lim et al. 1997;
Press et d. 1990), fibroblastos de la glandula mamaria (Schroeder & Lee 1998) y
la linea celular Rat-1 (Stern & Kamps 1988), la expresion de erbB2 no es
frecuentemente descrita, como asi tampoco la de los otros receptores erbB en
genera. Era de nuestro interés, entonces, evaluar la posibilidad de la presencia de
los mismos en nuestro modelo de diferenciacidn adipocitica, los fibroblastos 3T3-
L1

1.1. Expresion de erbB2 por RT-PCR (Reverse Transcriptase Polimerase Chain
Reaction)

Al momento de redizar estos experimentos no se conocia la secuencia
completa de erbB2 en ratdn. Solo estaba disponible una secuencia parcial de 2083
pb correspondiente a extremo 3 del erbB2 humano (87% de homologia).
Basandonos en esta secuencia, se disefiaron los “primers’ para detectar por RT-
PCR la presencia del mARN de erbB2 en las células 3T3-L1. Para e disefio de
los oligonucledtidos se utilizd € programa Primer Detective. Se controlé que no
hubiera homologia 3" entre € par de oligonucledtidos y que no produjeran un
segmento demasiado grande. Asi se obtuvieron P9y P10, cuyo producto por RT-
PCR (328 pb) es erbB2 demostrado por corte especifico con la enzima de
restriccion Rsal (Figura9 A, segmentos obtenidos 237 pb + 91 pb).

Ademés se logré amplificar un segmento alin mayor utilizando como
“forward primer” o “primer” 5 a P4, en vez de P9, € cual fue disefiado apartir de
la secuencia humana (Aigner et al. 2001) y como “primer” 3 a P10. Este par de
primers produjo un segmento de 1917 bp (Figura 9 B). El corte con Eco RI
determind positivamente la correspondencia con e mARN del erbB2 (1269 bp +
648 bp).

Esta es, a nuestro juicio, la primera evidencia en la literatura de la
expresion de erbB2 en lalinea preadipocitica 3T3-L 1.
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Mwm = G & Rsa |

2 kb
1.2 kb
0.8 kb

0.4 kb
<erbB2
0.2 kb

3T3-L1 Acinos rata

Eco Rl - + - Mwm

erbB2
1.917 kb >

1.269 kb =

0.648 kb >

Figura 9. Expresion de variante salvaje 0 “wild type” deerbB2 en células 3T3-L 1.

A Se extrgjo ARN tota de células 3T3-L1 en periodo proliferativo. Luego de obtener cADN por
transcripcién reversa a partir del mismo, se amplificd erbB2 por PCR con los primers especificos.
La digestion enzimética del segmento completo (328 pb) con Rsa | produjo dos fragmentos del

tamafio esperado. B La amplificacién con un “primer” humano (P4) y otro murino (P10) de un
segmento aln més grande (1917 pb) y el corte especifico por Eco RI confirma la identidad del

fragmento como erbB2. L os productos de las PCRs realizadas se visualizaron en geles de agarosa
1% con bromuro de etidio en buffer TBE. La especificidad de los productos de PCR fue analizada
mediante cortes con distintas endonucleasas, enzimas que clivan el DNA por reconocimiento de
secuencias especificas. Los productos asi digeridos se corrieron junto con los fragmentos enteros
en geles de agarosa para comprobar la eficiencia del corte seguin € tamafio (en bp) obtenido. Se
utilizé como marcador de peso molecular (Mwm) Low DNA Mass Ladder.
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1.2. Expresion devariantesde “ splicing” del erbB2 por RT-PCR

El erbB2 ha sido ampliamente estudiado en diversos tipos de cancer, tanto
en su mecanismo de accién como por su amplificacion o sobreexpresion. De esta
manera se han determinado distintas variantes del erbB2, productos de protedlisis
limitada o de un “splicing” diferencial, en humanos, que conservan todo o parte
del dominio extracelular y cumplen funciones de receptores solubles (Aigner et
al. 2001) o incluso de autoligandos inhibitorios, como la herstatina (Doherty et al.
1999).

1.21. Expresion de HER2-ECD en células 3T3-L1

Utilizando los “primers’ descriptos en (Aigner et al. 2001) (ver Mat. y
Mét.) se estudio la posibilidad que las células 3T3-L1 expresaran la variante de
erbB2 que corresponde a una proteina truncada de 100 kDa, HER2-ECD, la cua
posee actividad antiproliferativa en cé8ulas tumoraes. Esta variante de splicing
proviene de un mARN de 2,3 kb (cas la mitad del wt) conserva los 4 dominios
extracelulares pero ha perdido los dominios transmembrana y citoplasmético y, de
los 633 aminoécidos que la conforman, los Ultimos 25 del extremo 3” difieren del
erbB2 wit.

Si bien se amplificd positivamente un fragmento del tamfio esperado en
las cdulas 3T3-L1 (Figura 10 A) su identidad como HER2-ECD no ha podido ser
demostrada. Se puede observar claramente que su expresion es bagja comparada
con la de un carcinoma mamario.

Este resultado, por otro lado, demostraria que la variante murina de erbB2
es altamente homadloga a la humana ya que fue posible amplificarla con “primers’
disefiados contra su contrapartida humana.

1.2.2. EXxpresion deherstatinaen células3T3-L1

La herstatina es una proteina de 68 kDa descripta como un autoinhibidor
del erbB2, ya que es capaz de unirse a receptor e inhibir su actividad, porque
interfiere con la formacion de dimeros y reduce la fosforilacién en tirosina del
receptor (Doherty et al. 1999). Es e producto de un mARN aternativo truncado
(2,6 kb) después de la secuencia codificante para los dos primeros dominios
extracelulares. En la figura 10 B se puede observar € fragmento de 1143 pb
correspondiente d MARN de la herstatina amplificado positivamente en células
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3T3-L1 y en células epiteliales de cancer de mama murino aungue es evidente
gue ambos presentan una muy baja expresion de la misma. Se utilizaron los
“primers’ descriptos en (Doherty et a. 1999) (ver Mat. y Mét.).

A
Cahda 3T3-L1
=2 kh 200 ng
< | _1 ]'E.l‘:l ]2“ ng
=08 kb &l ng
=04 kb 40 ng
ECD-¢rhB2 =
=02 kb 20 ng
B
3T3-LI CaMa
2kb =
1.2 kh [
< Herstatina
0.8 kb =

Figura 10. Expresion de variantes de “ splicing” del erbB2 en células 3T3-L 1.

A. Utilizando oligonucledtidos destinados a amplificar la version truncada de erbB2
(carente del dominio citoplasmatico) se logré determinar la expresién de la misma
(HER2-ECD) en células 3T3-L1. El producto tiene € tamafio esperado: 290 bp. Es
evidente que su expresion es inferior (aprox. la mitad) a la de un carcinoma mamario
murino (CaMa). Se utiliz6 como marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder.
Esto permitio realizar una estimacion de la masa de cada banda observada en € gel de
agarosa. Mientras que para las 3T3-L1 se sembr6 todo € volumen de reaccion de una
PCR, paralas células de CaMa, solo lamitad (Relacion 3T3-L1/CaMa: 1/4).

B. A partir de cDNA de células 3T3-L1 se amplifico por PCR e mRNA para herstatina,
otra variante truncada del erbB2, soluble, ya que conserva solo los 2 primeros dominios
extracelulares. Tanto las células de carcinoma mamario (CaMa) como las 3T3-L1
demuestran una expresion muy baja del fragmento especifico (1143 bp).
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1.3. Expresion de EGFR (RT-PCR)

La dependencia del EGF en e medio de cultivo de las células 3T3-L1 para
proliferar fue descrita en los inicios de la caracterizacion de este modelo (Schmidt
et a. 1990) asi como la expresion de su receptor (Reed et al. 1977). Ademas, la
expresion del EGFR en adipocitos fue demostrada tanto en estudios in vivo
(Serrero & Mills 1991) como en cultivos celulares de la linea 3T3-L1 (Adachi et
al. 1994; Hardy et a. 1995; Reed et a. 1977). Se confirmé la expresion del
MARN para EGFR en células 3T3-L1 por amplificacion por RT-PCR de un
segmento de 975 pb (Figura 11), obtenido con “primers’ especificos disefiados a
partir de la secuencia murina (gi: 488830).

M 3T3-LI

2kb =

1.2 kb >
< EGFR
08kb=

Figura 11. Expresion de EGFR en cdlulas 3T3-L1. ARN tota de células 3T3-L1 se
sometio a RT-PCR para el mRNA de interés (EGFR). Se utiliz6 como marcador de peso
molecular (Mwm) Low DNA Mass Ladder. El producto tiene e tamafio esperado (975

bp).

1.4. Expresion de erbB3 (RT-PCR)

A partir de la secuencia encontrada en la base de datos del NCBI para €
erbB3 (gi: 25071684) de 4524 pb, se seleccionaron con e programa Primer
Detective dos oligonucledtidos correspondientes al extremo 5° del mARN. Este
par de “primers’ amplificdé por RT-PCR en células 3T3-L1 varios fragmentos y
entre ellos un segmento del tamario esperado (308 pb) para erbB3. En la Figura
12 A se puede observar los productos obtenidos con los mismos “primers’ en
células control de carcinoma mamario murino® y acinos mamarios normales de

rata. Se confirmo la especificidad del segmento por ensayo de restriccion con la

! GentilezadelaDra. PatriciaElizalde, apartir de unalineacelular desarrollada por laDra. Claudia Lanari.
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enzimaRsa | (104 pb + 204 pb) y usando como control positivo acinos mamarios
derata (ver Figural12 B).

Esta seria la primera demostracion de la expreson de erbB3 en
preadipocitos tanto in vivo como in vitro.

A
3T3-L1 CaMa AcMa

2 kb
1.2 kb
(1.8 kb

0.4 kb
erbB3=

3T3-L1 AcMa
Rsal a + " & 5

2kb
1.2 kb
(1.8 kb

0.4 kb
erbB3 =
0.2 kb

0.1 kb

Figura 12. Expresion de erbB3 en células 3T3-L 1. A. Por RT- PCR se amplifico erbB3
en células 3T3-L1y en cdulas de carcinoma mamario murino (CaMa) y acinos mamarios
normales de rata (AcMa). B. Como la amplificacién produjo varios segmentos ademas
del esperado (308 bp) se estudio su especificidad por clivaje con Rsal (104 pb + 204 pb).
Control positivo: acinos mamarios de rata.
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1.5. Expresion de erbB4 (RT-PCR)

Se utilizaron “primers’ disefiados contra el erbB4 de rata (Sundaresan et
al. 1998), para tratar de amplificar erbB4 en estas células porque la secuencia
disponible en raton era incompleta (gi: 23622469). Entre la secuencia de 4060 pb
de rata y la de 1084 pb de ratdn existe un 95% de homologia. En las zonas de
unién de los “primers’ la homologia es total (100%). De todos modos, si bien
estos “primers’ amplificaron por RT-PCR un fragmento del tamafio esperado
(206 pb) en acinos mamarios de rata’, especifico ademés porque la enzima Rsa |
digirié6 como estaba previsto (111 pb + 95 pb), en las células 3T3-L1 ninguna de
todas |as bandas obtenidas resulto ser erbB4 (Figura 13).

A

3T3-L1 CaMa AcMa

4 kh

0.2 kb

3T3-L1 AcMa
Rsal £ + = =+

2kh

1.2 kb
1.8 kb
0.4 kb
0.2 kb =¢rbB4

0.1 kb

Figura 13. Las células 3T3-L1 no expresan erbB4. A. Se realizO RT- PCR de cDNA
total de células 3T3-L1, cdulas de carcinoma mamario murino (CaMa) y acinos
mamarios normales de rata (AcMa) para amplificar erbB4. Las 3T3-L 1 produjeron varios
segmentos pero ninguno del tamafio esperado (206 bp). B. Se estudié su especificidad
por clivagje con Rsal (111 pb + 95 pb), confirmando & resultado anterior.

2 Gentileza Dr. Leonardo Bussman y Lic. Ursula Bussman.
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2. Capitulo 2: Expresion y modulacién de proteinas erbB1, erbB2, erbB3y erbB4

2.1. Expresion y modulacion de erbB2 en 3T3-L 1

Se estudio la expresiéon del erbB2 en células 3T3-L1 por WB durante todo
el periodo de diferenciacion adipocitica. En la Figura 14 se observa € patron de
expresion en células proliferantes y postconfluentes tratadas o sin tratar con los
inductores de diferenciacion MIX y DEXA. El andisis densitométrico muestra
gue en las células no tratadas (diamantes negros) esta expresion aumenta
significativamente durante €l periodo de proliferacion (dia 1 vs. dia 6, P<0,001) y
de postconfluencia, teniendo su méximo entre los dias 8-9 hasta llegar a 4 veces
sobre € nivel de confluencia (dia 6 vs. dias 8-9, P<0,001) decreciendo, luego,
lentamente después del dia 14 de cultivo. Por otro lado, €l tratamiento con MIX y
DEXA por 48 h (circulos negros) redujo significativamente la expresion de erbB2
(circulos vs. diamantes en dias 8 y 9, P<0,001) a valores casi 4 veces menores.
Hacia d final de la diferenciacion, los niveles de erbB2 en cdulas diferenciadas
eran mucho menores que en las no tratadas (comparar diamantes negros con
circulos negros, P<0,001 en € dia 14 y P<0,01 en € dia 16) pero similares a los
alcanzados durante la confluencia.

Este experimento pareceria indicar que los inductores de diferenciacién

evitarian que los niveles de erbB2 aumentasen en el periodo de arresto celular.

Figura 14. Expresion y modulacion de erbB2 en células 3T3-L1. Células 3T3-L1
fueron cultivadas rutinariamente y extractos proteicos tomados en diferentes momentos
del proceso de diferenciacion se sembraron en un gel de poliacrilamida a 7% (PAGE-
SDS). Se inmunorevel6 con un anticuerpo especifico para erbB2, encontrandose una
banda reactiva de 185 kDa en A. Células en periodo proliferativo entre los dias 1y 6
después de siembra; B. Células posconfluentes tratadas o sin tratar con insulina en los
dias 14 y 16 de cultivo; C. Céulas posconfluentes inducidas a diferenciar con MIX-
DEXA en los dias 8 y 9 de cultivo, tratadas o sin tratar con insulina en los dias 14 y 16.
La linea celular de cancer mamario T47D fue utilizada como un control interno para
permitir la comparacion entre geles. El experimento mostrado es representativo de 3
similares. D. Los datos en 1 A, B y C se anadlizaron densitométricamente como se
describio en Materiales y Métodos. Brevemente: las intensidades de las bandas fueron
cuantificadas con € programa Scion Image (NIH) y luego andizadas estadisticamente
por ANOVA de una viay test de Student-Newman-Keuls. Los valores son expresados
como veces de incremento sobre € dia 1 y representan la media + SEM (n=4). La
significancia estadistica no se muestra debido a su complejidad pero se explica en €
texto.
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2.2. Expresion y modulacion de EGFR en 3T3-L1

Se ha descrito que la expresion del EGFR permanece constante (Adachi
et al. 1994; Reed et al. 1977) o disminuye (Boney et a. 1998; Hardy et a. 1995)
durante la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1. Para confirmar la
modulacion de EGFR en estas células estudiamos su expresion por WB durante
todo € periodo de diferenciacion desde fibroblastos a adipocitos, como se
realizara para e erbB2 (Fig. 14). Se observaron dos bandas reactivas para €
erbB1 (Figura 15 A-C), una del peso molecular esperado para € tipico EGFR
(170 kDa) y otra posiblemente correspondiente a la variante tipo 111 (vI1) de 145
kDa. De la misma manera que para € erbB2, se observd un incremento en la
expresion de EGFR de aproximadamente 10 veces sobre el control (dia 1 vs. dia
6, P<0,001) durante el periodo proliferativo, que alcanzé su maximo en el dia 8
(2 dias después de confluencia, dia 6 vs. dia 8, P<0,01). A medida que & tiempo
de cultivo avanzaba, la expresion de EGFR disminuia, hasta alcanzar en € dia
16, valores cercanos a los niveles de pre-confluencia (Fig. 15D, diamantes
negros en dia 16). En células diferenciadas, se pudo observar una reduccion muy
marcada arededor de los dias 8 y 9 del cultivo (Fig. 15D comparar diamantes
con circulos, P<0,01) para, luego, permanecer constante aln cuando se agregara
insulina d medio. Hacia € dia 14 se observo una disminucion significativa de la
expresion de EGFR en céulas diferenciadas, en comparacion con las no tratadas
(ver circulos contra diamantes, P<0,01). Sin embargo, hacia e dia 16, las

diferencias entre cdlulas diferenciadas y no diferenciadas, parecen desaparecer.

Figura 15. Expresién y modulacion de EGFR en cdulas 3T3-L 1. Seredizd un SDS-
PAGE 7% con alicuotas (8 ug de proteina/well) de los mismos extractos utilizados para
la Figura 1 y se inmunorevelaron con un anticuerpo especifico para EGFR. Se
encontraron 2 bandas: una de 170 kDa (EGFR) y otra de 140 kDa (posiblemente EGFR
viil). en A. células en periodo proliferativo; B. células posconfluentes indiferenciadas;
C. céulas posconfluentes diferenciadas. D. Andlisis densitométrico (ver Figura 14 y
Materialesy Métodos).
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23.erbB2 y EGFR disminuyen en cédulas diferenciadas espontanea y
hormonalmente.

Dado que la modulacién hormonal de erbB2 parecia ser compleja, se
quiso evaluar s la disminucion en la expresion de erbB2, observada en células
diferenciadas con respecto a las no diferenciadas, ocurria también en la
diferenciacion espontanea. Para ello se estudio la expresion de erbB2 mediante
WB de cédlulas control en estado de confluencia, céulas diferenciadas
hormona mente, células control no diferenciadas (estudiadas a tiempo en que las
tratadas completaban su diferenciacién) y céulas diferenciadas en forma
espontanea (casi un mes en cultivo sblo en DMEM 10% SFB). En la Figura 16A
se observa que la expresion de erbB2 disminuye significativamente en adipocitos
(P<0,05), indistintamente de como fueron diferenciados.

De la misma manera se estudio la expresion del EGFR encontrando, como
era de esperarse, que disminuia respecto del control (Figura 16B) tanto en células
diferenciadas hormonal (P<0.05) como espontaneamente (P<0,01). Este
experimento justificaria el resultado, aparentemente contradictorio, observado en
la Fig. 15D, al dia 16, ya que, asi como para € erbB2, en la diferenciaciéon
espontanea la disminucién de los receptores ocurre de manera més lenta, a
medida que nos movemos méas en e tiempo (del dia 14 ad 16 o mé&s) las
diferencias en la expresién de los receptores entre las que fueron tratadas y las

gue no lo fueron, se reducen.
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Figura 16. La expresion de los receptores disminuye en células diferenciadas.
Extractos enteros (10 pg proteina/well) de células en confluencia, diferenciadas
hormonalmente, indiferenciadas (células control extraidas a mismo tiempo en que las
diferenciadas terminan su diferenciacion) y diferenciadas espontaneamente, se analizaron
por WB para A. erbB2 y B. EGFR. La intensidad de las bandas se cuantificd con e
programa Scion Image y los datos se analizaron estadisticamente por ANOVA de una via
y test de Tukey (*P<0,05 y **P<0,01). Los valores se expresan como veces de
incremento sobre € control en confluencia (1) y representan lamedia+ SEM (n=2).

2.4. MIX-DEXA inhiben la expresion de EGFR y erbB2 en células post-
confluentes

Para entender mejor la causa u origen de esta caida en la expresion de los
receptores, se realizd una serie de experimentos con € fin de determinar 5 el
tratamiento con MIX/DEXA tenia agun efecto sobre esta disminucién o era una
consecuencia de la diferenciacion en si misma.

Se estudio e efecto de esta mezcla de diferenciacion en células en arresto
proliferativo, es decir, las que van a ser sometidas a programa de diferenciacion.
Céulas 3T3-L1 cultivadas 2 dias después de confluencia se trataron con
MIX/DEXA por 6, 12, 24y 48 horas (Figura 17). Se observé que la expresion de
ebB2 (Figura 17 A) disminuyé desde las 12 horas (P<0,01) en adelante
(P<0,001). Asi mismo, los niveles de EGFR (Figura 17 B) fueron menores (24 h
P<0,001). Ademés, cuando las células fueron expuestas a los inductores por
hasta 7 dias, la inhibicion en la expresion de estos receptores fue aln mayor
(Figura17 C).
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Figura 17. Efectos rapidos de MIX-Dexametasona sobre la expresion de erbB2 y
EGFR en células 3T3-L1 en arresto proliferativo. Se sembraron células en placas de
6 pozos y, luego de 2 dias posconfluencia, se trataron como se indica. Las muestras
tomadas a 6, 12, 24 y 48 h se analizaron por WB para A. erbB2 y B. EGFR. El analisis
densitométrico muestra en negro la expresion de los receptores en células control (C, sin
tratar) y en cuadricula, las tratadas con MIX-Dexametasona (MD). La intensidad de las
bandas se cuantifico con el programa Scion Image y los datos se analizaron
estadisticamente por ANOVA de una via y test de Tukey (*P<0,05, **P<0,01 y
***¥P<001). Los valores se expresan como veces de incremento sobre el control a 6 h (1)
y representan la media + SEM (n=3). C. Expresion de erbB2 luego de 7 dias de
exposicion a MD.

2.5. MIX-DEXA inhiben la expresion de erbB2 en células proliferantes
Para comprobar que el efecto de los inductores MIX/DEXA sobre la

expresion del receptor es directo y no depende del estado de la célula, células en

periodo proliferativo fueron tratadas por 6, 12, 24 y 48 horas (Figura 18). Después
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de 24 horas €l tratamiento con MIX/DEXA redujo la expresion de erbB2 a cas la
mitad (P<0,001).
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Figura 18. Efectos rapidos de MIX-Dexametasona sobre la expresion de erbB2 en
células 3T3-L 1 en periodo proliferativo. Se sembraron células en placas de 6 pozos'y,
luego de 2 dias posconfluencia, se trataron como se indica. Las muestras tomadas a 6,
12, 24 y 48 h se andlizaron por WB para erbB2. El andlisis densitométrico muestra en
negro la expresion de los receptores en células control (C, sin tratar) y en cuadricula, las
tratadas con MIX-Dexametasona (MD). La intensidad de las bandas se cuantificd con €
programa Scion Image y los datos se analizaron estadisticamente por ANOVA de una via
y test de Tukey (*P<0,05 y ***P<001). Los valores se expresan como veces de
incremento sobre el control a6 h (1) y representan lamedia+ SEM (n=3).

2.6. Expresion de bandas reactivas para erbB3y erbB4
Para completar la caracterizacion de la expresion de receptores erbB en
esta linea celular, se debia verificar la presencia de los miembros restantes de la
familia, erbB3 y erbB4, ya que a no poder unir un ligando, erbB2 esta obligado
a heterodimerizar para poder egercer su efecto bioldgico (normal, no
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cancerigeno). No se pudieron encontrar las formas clésicas de los receptores, es
decir del peso molecular conocido (180 kDa), por WB de extractos enteros o
inmunoprecipitados. Sin embargo, en la Figura 19, se puede observar la
presencia de varias bandas reactivas especificas tanto para erbB3 (A) como para
erbB4 (B), dado que también se expresan en lalinea control T47D.

IT3-L1 T4TD

= 207 ki

erbB3 -

[l ]

A5 kDa

i kit

Figura 19. Estudio de la expresién de erbB3 y erbB4 en células 3T3-L 1. Extractos
enteros (lineas 1 y 3: 50 ug proteinalwell; lineas 2 y 4. 100 pg proteinawel) se
anaizaron por WB para A. etbB3y B. erbB4. Se observan varias bandas reactivas para
erbB3 y erbB4, especificas por comparacion con la linea control T47D, aungue ninguna
corresponde con las formas clasicas del receptor (180 kDa).
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3. Capitulo 3: Activacion deerbB2y EGFR

3.1. EGF promueve la fosforilacién en tirosinade erbB2 en 3T3-L 1

Dado que la activaciéon del receptor viene dada por la fosforilacion en
tirosina de sus residuos citoplasmaticos, se tratd de evauar s erbB2 era capaz de
fosforilarse en estas células. En un ensayo preeliminar, por WB de extractos
totales para fosfotirosina, una de las bandas reactivas mayoritarias coincidio
exactamente con e PM del erbB2 (185 kDa). Para demostrar que erbB2 era
capaz de ser fosforilado por EGF e, indirectamente, |a heterodimerizacién entre
erbB2 y EGFR, células en periodo proliferativo fueron deprivadas de suero y
estimuladas con EGF. El erbB2 fue inmunoprecipitado y su grado de
fosforilacion en tirosina determinado por WB. La figura 20 muestra que EGF (10
nM, 5y 10 min) aumenta la fosforilacion en tirosina del erbB2 unas 2,5 veces
con respecto a control (BSA 0,1%), 6 veces con respecto a suero y 5 veces con
respecto alas células no deprivadas de suero (Fig. 20 C andlisis densitométrico).
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Figura 20. EGF induce la fosforilacién en tirosina de erbB2 en células 3T3-L 1.
Células en periodo proliferativo fueron deprivadas de suero en DMEM 0,1% BSA por 24
h y luego tratadas como se indica por 5 y 10 min (una placa de 100 x 20 mm por
tratamiento): BSA 0,1% (sin tratamiento), 10 nM EGF, 10% SFB, 10 nM EGF + 10%
SFB. Como control se sembrd una muestra sin deprivar de suero en la Ultima linea (no
SS). Extractos proteicos (200 pg proteinad) se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-
erbB2 y los eluatos se analizaron secuencialmente por WB para A. fosfotirosina y B.
erbB2. C. Andlisis densitométrico.

3.2. EGF, pero no heregulina, promueve la fosforilacion en tirosina de erbB2 y
EGFRen 3T3-L1

Se evalud € efecto de la heregulina sobre € grado de fosforilacién en

tirosina de los receptores por ser otro ligando de la familia de receptores de

quinasas en tirosina (TKR tipo |) aunque especifico de erbB3 y erbB4. El erbB2

y EGFR fueron inmunoprecipitados y por WB se determind su contenido en

tirosina fosforilada. En la figura 21 se observa que sdlo EGF y no Heregulina al

0 31 es capaz de inducir un aumento en la fosforilacion de ambos receptores
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(Fig. 21 A y B) asi como un retardo en la movilidad del erbB2 en su migracién
en SDS-PAGE (Fig. 21 C).
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Figura 21. Heregulina no es capaz de inducir la fosforilacién en tirosina de
erbB2EGFR en células 3T3-L1. Como en la Figura 20, células en periodo
proliferativo fueron deprivadas de suero y luego tratadas por 5 con los siguientes
factores: BSA 0,1% (sin tratamiento), 10% SFB, 10n M EGF, 10 nM HRG al y R31.
Como control se sembré una muestra sin deprivar de suero en la primera linea (no SS).
Extractos proteicos (200 pg proteina) se inmunoprecipitaron con un anticuerpo A. anti-
EGFR y B. anti-erbB2 y los eluatos se analizaron por WB para fosfotirosina. C. Las
muestras inmunoprecipitadas en B se inmunorevelaron para erbB2 para controlar que se
hubiera inmunoprecipitado igual cantidad de proteina en todas las muestras. Este
resultado demuestra que ni la HRG ni € suero son capaces de inducir un cambio en la
migracion del erbB2.

3.3. EGF promueve la heterodimerizacion deerbB2y EGFR en 3T3-L 1

Comprobada la capacidad del EGF de fosforilar al erbB2, esto indicaba
gue existia una interaccién fisica real entre ambos receptores, dado que a no
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poder unirse e EGF al erbB2, la tnica posibilidad es que e EGFR, por union del
EGF, lo fosforile en forma cruzada.

Células deprivadas de suero, estimuladas o no con EGF, fueron tratadas
con un buffer de extraccion suave (digitonina a 1%) con € fin de preservar los
complejos proteicos formados. El erbB2 fue inmunoprecipitado y por WB se
determind la co-precipitacion de EGFR. De la misma manera se inmunoprecipitd
EGFR y se evalud la co-precipitacion de erbB2. En la Figura 22 se observa que
EGF es capaz de estimular la formacion del heterodimero erbB2-EGFR en
cdulas 3T3-L1.

FBS B5A EGF Fi3s BsA EGF

IB: erbB2 IB: EGFR

1B: EGFR IB: erbR2

3.4.

IB: Ptyr 1B3: P-tyr =

Figura 22. EGF estimula la formacion de dimero erbBZEGFR en cdulas 3T3-L 1.
Células en periodo proliferativo fueron deprivadas de suero y tratadas por 5 min: BSA
0,1% (sin tratamiento), 10% SFB, 10 nM EGF. Extractos proteicos en buffer digitonina
1% (ver Materides y Métodos) se inmunoprecipitaron (1 mg protein@) con un
anticuerpo anti-EGFR (pandl izquierdo) y anti-erbB2 (panel derecho). Los eluatos se
analizaron por WB para A. demostrar la formacion del heterodimero, B. comprobar que
se hubiera inmunoprecipitado la misma cantidad de proteina, y C. corroborar la
fosforilacion en tirosinay, por lo tanto, la activacion de ambos receptores.

Expresion de heregulina

Experimentos predliminares con heregulina (al o 1) agregada
exogenamente al medio de cultivo para evaluar su efecto sobre la proliferacion
y/o diferenciaciéon de las células 3T3-L1, resultaron siempre poco determinantes.
Heregulina parecia aumentar tanto la proliferacion como la diferenciacién celular
pero sdlo luego de 11 dias de cultivo (3 dias con insuling) (P<0,05). Si bien esta
tendencia se repetia, la estadistica no resultaba suficientemente significativa
Ademas, la heregulina parecia no tener efecto alguno en la fosforilacion de los
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receptores (ver Figura 21 y Pagano & Calvo 2003). Estabamos, posiblemente, en
presencia de un sistema auto-estimulado. Para demostrarlo, se estudio la
expresion de heregulina en estas céulas, ya que s bien no se une directamente a
erbB2 y EGFR, puede provocar la heterodimerizacion de los mismos con erbB3
y ebB4. Por WB se determiné que las células 3T3-L1 expresan a menos 2
bandas positivas para heregulina, una de 105 kDa y otra de 44 kDa, que
corresponden a precursor y a la forma clivada, respectivamente (Figura 23). Es
de notar que €l precursor se encuentra fuertemente regulado (“down-regulation™)
en adipocitos (células diferenciadas) mientras que por € contrario, la forma
activa esta aumentada.

Hormonal Spontaneous

Confluency  Undifferentiated e g
differentintion  differentiation

HRG

]Jrecursm-’-- - - -— e—d —a , &< 105 kDa

=< 5 kDa
HRG = — =] rea—— — =

Figura 23. Expresion de heregulina en células 3T3-L1. Extractos enteros (10 pg
proteina/well) de células en confluencia, diferenciadas hormonalmente, indiferenciadas
(c8ulas control extraidas al mismo tiempo en que las diferenciadas terminan su
diferenciacion) y diferenciadas espontdneamente (1 mes de cultivo), se andizaron por
WB para heregulina. Se encontraron 2 bandas de 105 kDa y 44 kDa cada una, que
corresponden al precursor y alaforma clivada o madura respectivamente.
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4. Capitulo 4: Respuesta biolégica especifica: proliferacion y diferenciacion celular

4.1.

4.2.

Latirfostina AG 825 inhibe la proliferacion de 3T3-L 1 por inactivacion del
erbB2

Para determinar s la presencia de erbB2 en estas cdulas tenia aguna
funcion fisiolégica de relevancia, se intentd inactivar € receptor para evauar las
consecuencias. En  ensayos preliminares se utilizaron  oligonucledtidos
antisentido contra el erbB2 en el medio de cultivo pero no se logré disminuir la
expresion de la proteina, determinada por WB (resultados no mostrados).

Se pensd, entonces, en los inhibidores farmacol égicos conocidos como
tirfostinas, que actlian compitiendo por € sitio de union a ATP de la porcion
catalitica de la quinasa dd receptor. AG 825 es 54 veces més selectiva para
erbB2 (ICsp 0,35 pM) que para EGFR (ICso 19 uM). En la Figura 24 se
demuestra que AG 825 inhibe la proliferacién de las células 3T3-L1,
determinada por el método de MTT, en manera dependiente de la dosis, logrando
un méximo de inhibicion (40%) con una concentracion de 100 uM (P<0,001),
observandose la inhibicion hasta 0,1 pM (P<0,01). Este resultado involucra a
erbB2 directamente en la proliferacion de estas células.

Latirfostina AG 879 inhibe la proliferacion de 3T3-L 1 por inactivacion del
erbB2

Adicionalmente, de la misma manera que con AG 825, también se utilizé
AGB879, un inhibidor alln més selectivo para € erbB2 (ICsp 1 uM, 500 veces
menor que para EGFR), para tratar de confirmar el papel de este receptor en esta
linea cdlular. AG 879 también reduce significativamente la proliferacion de estas
células (Figura 25), con un méximo de inhibicién (40%) a una concentracion de
10 uM (P<0,001), siendo evidente hasta 0,1 uM (P<0,05). De esta manera se

confirma nuestra hipétesis del papel de erbB2 en la proliferacion de estas células.
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Figuras 24 y 25. Efectos de las tirfostinas AG 825y AG 879 en la proliferacién de las
células 3T3-L1. Céulas en estado proliferativo fueron tratadas con distintas
concentraciones de las tirfostinas AG 825 y AG 879 con o sin EGF por dos dias. Luego
se determind la proliferacion celular por el ensayo de MTT. Los datos se presentan como
lamedia+ SD (n=8). Se muestra un experimento representativo de 3 realizados. Andlisis
estadistico: Anova de una via seguido por test de Student-Newman-Keuls (***P<0.001;
**P<0.01; **P<0.05). Vaores referidos alas células control (sin tratar con tirfosting).

4.3. Tirfostina AG 879 estimula la diferenciacion de 3T3-L 1 por inactivacién del
erbB2
Una vez demostrada la funcion del erbB2 en la proliferacion de los
preadipocitos 3T3-L1, se estudié su participacion en la diferenciacion de los
mismos. Se determind e grado de diferenciacion adipocitica alcanzado por

células tratadas o no con tirfostina AG879 por una hora previamente a la
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induccién de la diferenciacion con MIX-Dexametasona. El experimento se
continué como de rutina, con € agregado de insulinag, y se finalizo cuando la
diferenciacion fue evidente a microscopio, por acumulacion de gotas lipidicas, en
las células control. Como se puede observar en la Figura 26, la determinacion de
la produccién de triglicéridos demostré que la tirfostina AG879 potencia la
diferenciacion estimulada por MIX-Dexametasona (1 pM p<0,001 y 0,1 puM

p<0,01) pero no es capaz de inducirla por si sola.
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Figura 26. Tirfostina AG879 potencia la diferenciacion estimulada por MIX-
Dexametasona pero no es capaz de inducirla por si misma.

Células 3T3-L1 postconfluentes fueron tratadas o no con tirfostina AG879, un inhibidor
especifico de erbB2, 1 hora antes de estimular la diferenciacion adipocitica con MIX-
dexametasona. Dos dias después se las tratd con Insulina y luego de 5 dias se determind la
produccion de triglicéridos por el método Trinder enzimético (colorimétrico). Los datos se
presentan como la media + SD (n=4). Se muestra un experimento representativo de 3
redlizados. Andisis estadistico: Anova de una via seguido por test de Student-Newman-Keuls
(***P<0.001; **P<0.01; **P<0.05). Vaores referidos a las células diferenciadas como de
rutina (AG879 - y MIX-Dexa +)

4.4. Tirfostina AG 825 inhibela fosforilacion en tirosinadeerbB2 en 3T3-L 1
Para controlar la inactivacion de erbB2 por € inhibidor, se estudio la
fosforilacion en tirosina del mismo en respuesta a distintas dosis de AG825, con
o sin EGF. La tirfostina AG825 inhibi6 la fosforilacién tanto basal como la
estimulada por EGF de erbB2 (Figura 27).
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Esto seria indicativo de un comportamiento tipico de un antagonista
inverso, en € que la inhibicién competitiva por e sitio de union, no solamente
antagoniza la interaccion sino que tiene consecuencias inhibitorias para € estado
basal.

Por lo tanto, la inhibicion de la proliferacion debido a tratamiento con
AGB825 se deberia, en principio, alainactivacion del erbB2.

4.5. Tirfostina AG 825 inhibe la fosforilacion en tirosinade EGFR en 3T3-L 1

A pesar de que las diferencias entre las | Cso de ambos receptores respecto
de la tirfostina AG825 asegura cierta especificidad de interaccion, también se
estudio la fosforilacion en tirosina ddd EGFR en presencia del inhibidor. A
diferencia de lo observado para € erbB2, en e caso de EGFR la tirfostina
AGB825 inhibid solamente la fosforilaciéon estimulada por EGF y s6lo a partir de
una concentraciéon de 1 uM (Figura 28). Evidentemente deben existir diferencias
suficientes a nivel del sitio de interaccion en erbB2 y EGFR, es decir, € dominio
quinasa, que den cuenta de este resultado, asi como de la diferencia en la
sensibilidad a inhibidor. De todos modos, es interesante que también pueda
observarse e efecto inhibitorio de AG825 sobre e EGFR, probablemente a
través de la disrupcion del heterodimero EGFR-erbB2.

Tirphostin AGE25 (uM) 0.1 | 10

IP:EGFR
IB:P-Twr

Tirphostin AGE25 (uh) LR | |0y
IP;erbB2
IB:P-Tyr

Figuras 27 y 28. La tirfostina AG 825 inactiva diferencialmente erbB2 y EGFR.
Células 3T3-L 1 proliferantes deprivadas de suero por 18 h. fueron estimuladas con EGF
en presencia 0 ausencia del inhibidor, a distintas concentraciones. Cada receptor fue
inmunoprecipitado con un anticuerpo especifico y su fosforilacion en tirosina
determinada por WB.
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5. Capitulo 5: Sefializacion
5.1. Activacion de kinasas luego de la induccion con MIX-Dexametasona

El tratamiento de los preadipocitos 3T3-L1 con MIX y dexametasona
activa digtintos factores de transcripcion como C/EBPR y C/EBPd,
respectivamente y finalmente, PPAR?, regulador maestro de la adipogénesis. La
insulina es esencia para asegurar una completa diferenciacion de los
preadipocitos, tanto por su accion sobre € IGF-1R, a la vez mitogénica y
diferenciadora, como sobre su propio receptor, la cua es de indole mas
metabdlica. Ambos receptores tienen actividad de quinasa en tirosing, asi como
los erbBs, y activan varias vias de sefidizacion, incluyendo la de las MAPKs
(mitogen activated protein kinase). Las MAPKs p42 (ERK2) y p44 (ERK1) se
activan por fosforilacién en residuos de treonina y tirosing, 1o cua produce su
trasocacion a nidcleo donde activan o reprimen distintos factores de
transcripcidn involucrados en la proliferacion y la diferenciacion (Hunter 2000).
Algunos estudios postulan que la activacion de p42/p44 o ERK1/2 bloquea la
adipogénesis (Font de Mora et a. 1997) mientras que otros sugieren que la
promueve (Prusty et al. 2002). Nosotros decidimos estudiar la sefidizacion en
respuesta a la induccion de la diferenciacion en nuestro sistema de céulas 3T3-
L1, no sdlo con respecto a las MAPKS, sino también a otras vias de sefializacion
como la JNK (Janus kinase) y la p38. Encontramos que las tres quinasas
estudiadas, ERK1/2, JNK y p38% se activan inmediatamente después de la
induccién de la diferenciacion con MIX-Dexametasona (Figura 29, ver 5, 15y
30 min) aunque las tres parecen seguir distintas cinéticas de activacion en el

tiempo.

® Anticuerpos e inhibidores de |as quinasas, gentileza Dr. Omar Coso
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Figura 29. La induccién de la diferenciacion adipocitica con MIX-Dexametasona
activa las quinasas ERK 1/2, JNK y p38. Células 3T3-L1 postconfluentes fueron
inducidas con MIX-DEXA como de rutina y se tomaron muestras a distintos tiempos
luego de la induccién. Los extractos se analizaron por WB para determinar € nivel de
activacion de las quinasas. A. fosfo-ERK1/2 (P-ERK1/2); B. fosfo-JNK (P-JNK) y C.
fosfo-p38 (P-p38). Como controles del nivel de expresion de las respectivas quinasas,
en el pand inferior a cada una se muestran los WB para ERK 1/2 total, JNK total y p38
total. Se muestra un experimento representativo de dos realizados.
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5.2. Efecto delainhibicion de MEK y JNK sobrela expresion de erbB2

Previamente, observamos que la expresién de erbB2 en células 3T3-L1
disminuye significativamente luego de pocas horas de tratadas con MIX-Dexa
(Pagano & Calvo 2003 y Figura 17). También, encontramos activacion inmediata
de ERK1/2, INK, y p38 luego de esta induccién (Figura 29). Como parte de los
experimentos destinados a delucidar la participacion de erbB2 en € proceso
adipogénico, decidimos estudiar € efecto de la inhibicidn de las quinasas MEK y
JNK sobre la disminucion de la expresion de erbB2 en respuesta a MIX-Dexa.
Encontramos que e tratamiento con PD98059 y SP600125, inhibidores
especificos de ERK y JNK respectivamente, durante 1 hora previa a la induccion
con MIX-Dexa produce, luego de 6 h, un mayor descenso en la expresion de
erbB2 comparado con el control (Figura 30).

1 B = + - +
PD¥E0E9 = = + o+ - =
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Tratamiento

Expresion de erbB2
(unidades arbitrarias OD)

MIX-Dexa - + - + - +
PD98059 - - + + - -
SP600125 - - - - + +

Figura 30. La inhibicion de MEK y JNK produce una mayor disminucién de la
expreson de erbB2. Células 3T3-L1 postconfluentes fueron tratadas con los
inhibidores de MEK (PD98059) y JNK (SP600125). Una hora més tarde fueron
inducidas con MIX-DEXA (MD) como de rutina y, luego de 6 h, se extrgeron
proteinas. Se analizaron por WB para A. determinar la expresion de erbB2; B. confirmar
el tratamiento inhibitorio de las quinasas (en la figura, fosfo-ERK1/2 (P-ERK1/2)); C.
densitometria. La intensidad de las bandas se cuantifico con e programa Scion Image y
los datos se analizaron estadisticamente por ANOVA de una viay test de Tukey (n=2,
*P<0,05, **P<0,01 y ***P<001). Los vaores se expresan como veces de incremento en
la expresion de erbB2 sobre e control a 6 h sn MD y sin inhibidores (u.a=1). La
estadistica de los tratados con inhibidores y MD se refiere a control MD+ (segunda
barra) y la de los tratados con inhibidores sin MD a control MD- (primera barra). Se
muestra un experimento representativo de dos realizados.
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5.3. Patrén de proteinas fosforiladas en tirosina luego de la induccion con M1 X-
Dexametasona

El tratamiento de induccién adipogénica desencadena una serie de sefiales
intracelulares que tienen como fin dltimo modular la expresién génica para dar
comienzo a programa adipocitico. Evidentemente, estos inductores, MIX y
dexamentasona, deben activar ciertas vias de sefidizacion para lograrlo. La
fosforilacion en tirosina de proteinas es uno de los mecanismos més utilizados
por la célula para transmitir distintas sefiales.

Por esta razon, analizamos por Western blot la variacion en el patron de
fosforilacion en tirosina de las proteinas totales en las células 3T3-L1 una vez
inducida la diferenciacion (Figura 31).

Encontramos que diferentes proteinas, de pesos moleculares aparentes 44
y 85 kDa por gemplo, varian sustancial y reproduciblemente en e tiempo su
contenido en tirosina fosforilada. Esto demuestra que la induccion con MIX-
Dexametasona es capaz de desencadenar la activacion de diferentes proteinas
celulares que resultaran en la respuesta biolégica esperada para estas células, la

diferenciacion.
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Figura 31. La induccion con MIX-dexametasona modula la fosforilacion en tirosina
de distintas proteinas celulares. Células 3T3-L1 postconfluentes fueron inducidas con
MIX-DEXA como de rutina y se tomaron muestras a distintos tiempos luego de la
induccion. Los extractos se andizaron por WB para determinar € nivel de activacion de
las proteinas totales por fosforilacion en tirosna. Se muestra un experimento
representativo de tres realizados.
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Discusion

Desde que Green y Kehinde en 1974 desarrollaron la linea celular 3T3-L1, una variante
de la linea Swiss-3T3, como un modelo para estudiar €l proceso de diferenciacion
adipocitica mucho se ha avanzado en € tema, especidmente en e conocimiento de los
efectos de diversos factores, de crecimiento u hormonales, que afectan el mencionado
proceso. La activacion del IGF-1R por IGF-1 o insulina ha demostrado ser un factor
esencia en la proliferacion y diferenciacion de estos preadipocitos. Dado que los
receptores con actividad de tirosina-quinasa tipo I, los erbBs, por otro lado, desempefian
asi mismo funciones criticas en estos procesos en otros tegjidos, como la glandula
mamaria y e sistema nervioso, en este trabgo se estudiaron su presencia en

preadipocitos y su participacion en € proceso adipogénico.

Expresion de erbBs a nivel de ARN mensajeros

Existen trabgjos anteriores que demuestran que el EGFR se expresa en las células 3T3-L1
(Adachi et a. 1994; Reed et a. 1977) e, indirectamente, que su actividad, principa mente
durante la fase proliferativa, es esencia para el éxito de la adipogénesis (Schmidt et al.
1990). Utilizando “primers’ especificos diseflados en nuestro laboratorio a partir de la
secuencia murina y por técnicas de RT-PCR se confirmé la expresion de EGFR en
nuestro “batch” o lote de células 3T3-L1 (Figura 11).

Dado que era de nuestro interés determinar la presencia de erbB2 en las células 3T3-L1,
tanto la proteina completa asi como otras variantes de este receptor, se diseflaron una
variedad de “primers’ y se adoptaron otros de la bibliografia para lograr este objetivo. Al
momento de redlizar estos experimentos la secuencia del erbB2 murina se hallaba
incompleta (Robinson et a. 2000). En base a una secuencia murina de solo 2083 pb con
un 87% de homologia con su correspondiente humana se disefiaron los “primers’ que
permitieron detectar por RT-PCR la presencia ddd ARNm de erbB2 en las células 3T3-L1
(Figura 9 A). En d afio 2003 comenzaron a aparecer en la base de datos del NCBI
secuencias mas largas (mayores a 3,5 kb) con una homologia promedio de 85%. Los
“primers’ previamente elegidos reconocen regiones del cDNA idénticas entre raton y
humano a excepcion de una base, razén por la cua se prepararon oligonucledtidos
“wobble’, es decir que la mitad de ellos lleva la base murina en esa posicién y la otra
mitad, la humana. De esta manera se asegura la amplificacion del segmento a pesar de
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esta minima discrepancia. La secuencia amplificada demostré corresponder a erbB2 por
digestion enzimatica especifica cuyo sitio de corte se encuentra intacto en ambas
especies. Ademas se logré amplificar un segmento de mayor tamafio utilizando como
“primer” 5" un oligonucledtido humano (Aigner et a. 2001) y como “primer” 3 €
murino utilizado anteriormente (Figura 9 B). También en esta ocasion €l corte enzimético
permitié dar una correspondencia positiva con € mARN del erbB2. Este resultado
también demuestra que la variante murina de erbB2 es atamente homdéloga a la humana

ya que fue posible amplificarla con “primers’ disefiados contra su contrapartida humana.

Muchos receptores de factores de crecimiento (VEGFR, erbB1, erbB2, o erbB3) y de
citoquinas (IL-2) tienen formas solubles capaces de unir € ligando, frecuentemente
detectables en € medio condicionado de células tumorales en cultivo y en fluidos
bioldgicos, como sangre y orina. Se producen por protedlisis limitada de los receptores
completos anclados a membrana (Codony-Servat et al. 1999; Lin & Clinton 1991; Pupa
et al. 1993; Zabrecky et a. 1991) o por “splicing” diferencia (Aigner et a. 2001;
Doherty et al. 1999; Scott et a. 1993), cuyos transcriptos codifican para proteinas que
conservan todo o parte del dominio extracelular y nada del transmembrana o
citoplasmatico. Su vasta presencia sugiere que estas formas solubles podrian tener
importantes funciones fisiol 6gicas.

HER2-ECD (human erbB2-extracellular domain) es una de estas variantes de splicing. Es
una proteina truncada de 100 kDa, con actividad antiproliferativa en células tumorales,
proviene de un mARN de 2,3 kb, conserva los 4 dominios extracelulares pero ha perdido
los dominios transmembrana y citoplasmético y sus Ultimos 25 aminoécidos difieren del
erbB2 wt por incorporacion de una porcién intronica, debido a una sefiad aternativa de
poliadenilacion (Scott et al. 1993). HER2-ECD se expresa en una gran cantidad de lineas
celulares tumorales que expresan HER2 y su abundancia relativa con respecto al receptor
completo es variable. En células de cancer géstrico (MKN7) es mayor, siguiéndoles en
orden decreciente las de ovario (SK-OV-3) y luego las de mama (BT-474 y SK-BR-3).
HER2-ECD también se ha encontrado en suero de pacientes con tumores que
sobreexpresan HER2 (Colomer et a. 2000), en micrometéstasis de ganglios linféticos y
médula ésea (Gebhardt et a. 1998) y en medios condicionados de lineas celulares de
igual condicibn mayormente producidos por protedlisis limitada que por splicing
alternativo. Estos Ultimos, sin embargo, pueden permanecer en € citoplasma. La funcion
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de HER2-ECD en células tumorales no se conoce bien. La transfeccion con el ADNc de
2,3 kb correspondiente a HER2-ECD en células MCF-7 (cancer mamario) disminuye la
proliferacion espontanea y la inducida por heregulina en estas células, asi como la
fosforilacion de erbB4 y la activacion de MAPK. En células MKN7 la inhibicién de la
expresion endégena de HER2-ECD con ribozimas disminuye la inhibicion que HER2-
ECD gjerce sobre la sefid estimulada por EGF (Aigner et a. 2001). La pérdida de la
expresion del mRNA para HER2-ECD en tumores géstricos més avanzados y estos datos
sugieren un papel potencial para las formas truncadas de erbB2 en e control de la
proliferacién tumoral en humanos. Es posible que la funcién de HER2-ECD dependa
también del tipo tumora estudiado ya que niveles elevados en suero de pacientes
oncol égicos se correlacionan inversamente con la respuesta a quimioterapia (Colomer et
al. 2000). Considerando que esta variante carece del dominio quinasay que por lo tanto
es incapaz de transducir sefides intracelulares, algunos autores proponen que podria
agregarse con receptores completos de la familia erbB y asi modular su actividad
(Gebhardt et a. 1998) a semegianza de la inactivacion gque sigue a la interaccion entre e
receptor normal y el truncado de EGFR (Basu et al. 1989; O"Rourke et al. 1998).

El hallazgo de estas isoformas del receptor en las células 3T3-L1 podria ser de sumo
interés ya que nunca antes se habian descripto en adipocitos y su presencia podria
justificar la modulacién negativa de erbB2 y EGFR a nivel proteico (Fig. 14 y 15). Si
bien fue posible amplificar un segmento en las cdulas 3T3-L1 con los “primers’
especificos para HER2-ECD (Figura 10 A), bastante especifico a juzgar por la ausencia
de otras bandas, se puede observar claramente que su expresion es baja comparada con la
de un carcinoma mamario. Lamentablemente, la secuenciacion de este fragmento no fue
exitosa, es decir, que no se obtuvo una secuencia Unica. La digestion enzimatica tampoco
confirmé la especificidad de secuencia. A pesar de esto, es posible que futuros estudios
puedan demostrar inequivocamente s en ratones existen variantes de erbB2 similares o
digtintas a las encontradas en humanos, ya que no existen estudios previos al respecto, y

su posible funcion en la adipogénesis.

La herstating, otra variante de splicing de erbB2, es una proteina de 68 kDa descripta
como un autoinhibidor del receptor erbB2, ya que es capaz de unirsele e inhibir su
actividad, porque interfiere con la formacién de dimeros y reduce la fosforilacién en
tirosina del receptor (Doherty et al. 1999). Es & producto de un ARNm alternativo
truncado (2,6 kb) después de la secuencia codificante para los dos primeros dominios

67



Discusion

extracelulares. Se encuentra expresion de herstatina en rifién e higado fetales humanos y
en las lineas no tumorigénicas IOSEVAN (epitelia ovérica) y HBL-100 (de mama),
mientras que en células en las cuaes erbB2 estd amplificado, como BT474 o SKOV-3,
su expresion es menor (Doherty et a. 1999). En este trabgjo de tesis, utilizando los
“primers’ descriptos por Doherty y col. se obtuvo un fragmento del tamafio esperado a
partir de cDNA de células 3T3-L1. Su expresion es extremadamente bgja tanto en estas
células como en céulas epiteliales de cancer de mama murino (Figura 10 A). Una
identificacion inequivoca del mismo no fue posible. Por lo tanto, mas estudios serén
necesarios para determinar la expresion de esta variante del erbB2 en células 3T3-L1y s
lamisma tiene relacién con la diferenciacion adipocitica.

Otro integrante de la familia erbB es el erbB3, simpéticamente llamado “el mudo” debido
a su incapacidad de transducir una sefid intracelular por una quinasa deficiente, a
semejanza de “¢el sordo”, es decir, erbB2, a quien por no conocérsele ligando alguno no
recibe sefial o no “escucha’ (Citri et a. 2003). Por esta razbn ambos necesitan
obligatoriamente, a menos que haya una sobreexpresion de por medio, de un compafiero
de dimerizacion de otra clase. El heterodimero erbB2-erbB3 es, de hecho, conocido por
transducir una de las sefides mitogénicas més potentes en esta familiay de ser capaz de
causar transformacion neoplasica (Alimandi et al. 1995).

Por lo tanto, era de interés para nuestro modelo de diferenciacion adipocitica verificar la
existencia 0 no de ARNm para erbB3 en las células 3T3-L1. ErbB3 también tiene varias
isoformas, siendo p85-serbB3 (soluble) capaz de inhibir la activacion de erbB2, erbB3 y
erbB4 mediada por heregulina (Lee & Maihle 1998; Lee et a. 2001) pero en esta parte
dd trabajo se investigo la presencia de la forma completa del receptor. En base a la
secuencia murina del erbB3 de 4524 pb, se diseflaron dos oligonucledtidos
correspondientes a extremo 5 del ARNm y con ellos se amplificd por RT-PCR un
segmento del tamafio esperado (308 pb) ademés de otros segmentos de tamafio variable
(Figura 12 A). Se utilizaron como controles positivos ADNc de un carcinoma mamario
murino y de acinos mamarios normales de rata porque presentan elevada expresion de
erbB3 (Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 1998). El segmento demostré ser especifico
por andlisis de restriccion enzimatica (Figura 12 B). El hallazgo de la expresion de erbB3
en células 3T3-L1 por primera vez en la literatura, abriria la posibilidad de un posible
papel para este receptor dentro del proceso adipogénico.
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ErbB4 es e Ultimo miembro descrito de esta familia de receptores. Media las respuestas a
neuregulinas y otros factores de crecimiento similares a EGF. Tiene un pape
fundamental en la regulacion del desarrollo cardiaco, neurd y mamario. Se lo ha
vinculado a la transformacion maligna y enfermedades cardiacas. Los procesos de
quimiotaxis y supervivencia celular (por contraposicién a la apoptosis) pueden ser
regulados por la expresion de isoformas de erbB4 que difieren en su capacidad de
acoplarse a la sefdizacion de PI3-K (Kainulainen et a. 2000). Se han identificado 4
isoformas estructural y funcionalmente distintas de erbB4, sensibles o resistentes a
clivgje proteolitico que libera un dominio extracelular soluble del receptor, capaces de
activar o no las vias de MAPK o PI3-K/Akt, justificando las distintas respuestas celulares
gue se transmiten a partir de cada una de ellas (Junttila et a. 2000).

En este modelo de diferenciacion adipocitica nunca antes se habia investigado la
posibilidad de expresién de erbB4. La secuencia murina del receptor no estaba completa
de manera que se utilizaron “primers’ disefiados en rata (Sundaresan et a. 1998). Entre
la secuencia de 4060 pb de rata y la de 1084 pb de raton existe un 95% de homologiay
en las zonas de union de los “primers’ la homologia es absoluta (100%). En acinos
mamarios de rata se amplifico positivamente erbB4 pero en las células 3T3-L1 ninguna
de todas las bandas obtenidas resulté ser erbB4 (Figura 13). Méas adelante se discute la
posibilidad de la presencia de isoformas del receptor por deteccion proteica. A favor de
este resultado vale la pena mencionar que la presencia de todos |os miembros erbB en un
solo tipo celular, especialmente “normal” seria redundante. En general, un tipo celular
expresa uno o dos receptores erbB, no més de tres. Por gemplo, las células NIH-3T3
carecen de niveles enddgenos detectables de EGFR, erbB3 y erbB4 y muy bajos de
erbB2 (Olayioye et a. 1998) y en fibroblastos Rat-1 sblo se encuentra expresion de
erbBly erbB2 (Stern & Kamps 1988).

Por lo tanto, en este trabajo de tesis se confirmé la presencia de los ARNm para erbB2,
EGFRy erbB3.

Expresion de erbBsa nivel proteico

Se ha encontrado expresion de erbB2 en infinidad de lineas celulares normaes y
malignas pero generalmente de tipo epitelial. Bgo nuestro conocimiento existen muy
pocos informes de expresion in vivo de ebB2 en cdlulas estromaes. cdlulas de la

decidua y placenta en humanos (Press et a. 1990); células deciduales en € periodo de
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postimplantacién en ratones (Lim et a. 1997); células estromales mamarias durante la
prefiez (Darcy et a. 2000; Schroeder & Lee 1998). Con respecto a las lineas celulares,
hay datos de expresion de erbB2 en fibroblastos Rat-1 (Kokai et al. 1988) y otro més
reciente en 3T3-F422A (Kim et a. 1999b).

Dado que la expresion de erbB2 en células 3T3-L1 fue demostrada por primera vez en
este laboratorio (Pagano & Calvo 2003) existia la posibilidad de que erbB2 estuviera
involucrado en laregulacion de estas células.

L os resultados presentados en este estudio demostraron que la expresion de erbB2 en las
células 3T3-L1 aumenta 10 veces durante la etapa proliferativa (Figura 14). Al iniciar la
etapa de diferenciacion mediante € agregado de los inductores MIX y dexametasona, la
expresion de erbB2 se mantiene en ese nivel alin durante €l periodo de arresto celular.
Por e contrario, en células sin tratar, aumenta alin mas que en la etapa proliferativa,
[legando hasta unas 4 veces por sobre € nivel de confluencia. La induccion hormonal de
la diferenciacién adipocitica lleva a una pérdida mas rapida de los receptores comparada
con la diferenciacion espontanea (Figura 16A). Sinembargo, mas alla del método
utilizado para diferenciar las células, los resultados indican que erbB2 es regulado
negativamente a medida que la diferenciacion progresa. Este resultado esta apoyado por
el hecho de que en la diferenciacion de células de cancer mamario humanas, MCF7 y
MDA-MB-435, inducida por vitamina E, ademés de la acumulacién de gotas lipidicas se
observa una regulacion negativa de erbB2 a nivel proteico (You et a. 2001).

El tratamiento con los inductores MIX y dexametasona produjo una répida disminucion
en la expresiéon de erbB2 en las cdlulas 3T3-L1, a partir de las 12 h en céulas arrestadas
y las 24 h en las proliferantes (Figuras 17 y 18). Pareceria ser un efecto directo de estas
drogas ya que no depende del estadio de diferenciacion en € que se encuentren las
células (es précticamente e mismo efecto en células en etapa proliferativa que en las en
arresto celular). Por lo tanto, aunque la modulacion negativa a nivel proteico por via
degradativa, por gjemplo, es una posibilidad, no puede descartarse tampoco un efecto
gendmico sobre e promotor de erbB2. Efectos de MIX y dexametasona sobre la
expresion del erbB2 ya han sido publicado anteriormente en la literatura pero con
resultados totalmente opuestos y siempre en células cancerosas. Se ha descripto que €
AMPc, asi como la confluencia celular, como diferentes maneras de producir € arresto
celular, producen un incremento en la actividad del promotor y en los niveles de mMRNA
y proteina de erbB2 en lineas celulares de cancer mamario (De Bortoli & Dati 1997;
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Hudson et al. 1990a). La dexametasona también incrementa los niveles de ARNm vy
proteina en células de carcinoma de endometrio y ovario (Karlan et a. 1994;
Markogiannakis et al. 1997). Como agentes diferenciadores, la dexametasona es usado
frecuentemente porque estimula la produccion de prostacicling, un agente elevador de
cAMP y movilizador de calcio (Ailhaud 1997) y MIX, porque a través de lainhibicién de
la fosfodiesterasa, aumenta alin mas los niveles de AMPc, todo lo cual inicia una cascada
de eventos transcripcionadles que tiene por findidad la expresién de proteinas
involucradas en la diferenciacion adipocitica. Algunos autores han demostrado que los
preadipocitos expresan muchas proteinas inhibitorias que deben ser reprimidas para que
la diferenciacion pueda ocurrir. Este podria ser € caso para erbB2 ya que su promotor
tiene sitios de union para los factores de transcripcion AP-2a y SP-1, cuya actividad
transcripcional debe ser reprimida necesariamente para permitir la expresion de PPAR? y
C/EBPa, factores de transcripcion estos que a su vez son fundamentales en € proceso de
diferenciacion adipocitica (Morrison & Farmer 2000). En un modelo distinto de
diferenciacion, la linea celular neurona PC12, EGF estimula la proliferacion por una
activacion transitoria de la MAPK (Y ao et al. 1998) mientras que el AMPc o € factor de
crecimiento de nervios (NGF) (Levi Montalcini, 1950, Nobel de Medicina) inducen la
diferenciacion a través de la activacion sostenida de la mencionada quinasa. Siendo
erbB2 & compafiero de heterodimerizacion preferido de todos los receptores erbB
(Graus-Porta et a. 1997) y, en particular del EGFR en este sistema, ya que para empezar
muestra € mismo patron de expresion, y dado que transduce una potente sefia
mitogénica, seria razonable pensar que la sefid de proliferacion mediada por factores de
crecimiento y sus receptores deba ser “apagada’ para que la de diferenciacién pueda ser

“encendida’.

En este trabagjo se confirmo la expresion a nivel proteico de EGFR. Se detectaron dos
bandas especificas para e EGFR en las células 3T3-L 1, € receptor clasico, de 170 kDa,
y probablemente la variante tipo 111 o EGFRuvIII, de 145 kDa. Se encontré que, de la
misma manera que para erbB2, e nivel de EGFR decrece en los adipocitos en
comparacion con los preadipocitos (Figura 15). Esto coincide con lo descrito por Hardy y
colaboradores (Hardy et a. 1995) quienes observaron un descenso en los niveles de
EGFR de 10.000 sitios de unién en preadipocitos a menos de 5.000 en adipocitos
maduros. Otros autores, sin embargo, han hallado por andlisis de Scatchard (Reed et al.
1977) y RT-PCR (Adachi et a. 1994) dos clases de EGFR que se expresan tanto en
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células indiferenciadas como en diferenciadas en cantidad similar (de 25.000 a
40.000/célula).

Para correlacionar nuestros datos con otro modelo de diferenciacion, nos referimos a la
glandula mamaria. EGFR se expresa diferencialmente en distintos tipos celulares de la
glandula mamaria de ratas virgenes, prefiadas, durante la lactacion y en involucién,
modulandose negativamente en todos ellos. La inhibicion del dominio de quinasa en
tirosina del EGFR demostré que la sefidizacion a través del EGFR es necesaria para €l
crecimiento y la diferenciacion de céulas epitelides mamarias inmaduras y para la
supervivencia de las diferenciadas termina mente pero no para mantener la diferenciacion
funcional (Darcy et al. 1999).

El receptor secundario no ha sido estudiado en este modelo, de manera que no es clara
cual podria ser su funcion. EI EGFRvIII es una variante truncada del EGFR que,
expresada cominmente en gliomas cerebrales avanzados, confiere a tumor resistencia a
la radio y quimioterapia (Levitzki 2002). Es ligando-independiente, mientras que la
mayoria de los efectos del EGF descriptos sobre la proliferacion de las células 3T3-L1 se
corresponden con la activacion del EGFR clésico.

Se demostré que e tratamiento con MIX y dexametasona disminuye la expresion de
EGFR, & mismo efecto que para € erbB2. Aunque estos factores usualmente modulan
positivamente la transcripcion de EGFR (de 2 a 3 veces) (Bates & Hurst 1997; Hudson
et a. 1989) otros factores presentes en el suero, tales como &cido retinoico y hormona
tiroidea, podrian influenciar negativamente sobre la misma. En agunos tejidos AMPc
puede inducir la fosforilacién en serina de algunos residuos del EGFR, hecho que debilita
la transduccion de su sefial y promueve la “down-regulation” del receptor (Barbier et al.
1999). La dexametasona, por ocupacion del receptor de glucocorticoides, produce una
rapida inhibicion del reclutamiento de proteinas de “signaing” por € EGFR, lo cud
conduce a un descenso de la sefial mitogénica (Croxtall et a. 2000).

De la informacion disponible sobre la regulacion de los promotores de erbB2 y EGFR
surge que s bien comparten similitudes, las diferencias estructurales sugieren que la
transcripcion de ambos genes estaria regulada por diferentes sefidles (Tal et al. 1987).
ErbB2 es poco comin en € sentido de que su promotor contiene multiples sitios de
iniciacion de la transcripcion pero algunos sitios son dependientes de secuencias TATA y
otros no. El promotor de erbB2 tiene secuencias TATA y CAAT en las posiciones tipicas
rio arriba de un sitio de inicio de ARNm prioritario y no tiene motivos GC, a diferencia
del de EGFR. Siembargo, ambos son ricos en G+C y motivos GGAGG. Préximamente
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ensayos de regulacion del promotor asociado a un gen reportero permitiran delucidar el
efecto neto de cada estimulo adipogénico, MIX, dexametasona e insulina, por g emplo,
sobre la expresiéon de erbB2 en € contexto celular de las 3T3-L 1.

A pesar de la observacion del aumento de los niveles de ebB2 y EGFR en la
proliferacion y su descenso luego del tratamiento con MIX-dexametasona, no se puede
concluir, de estos resultados s erbB2 y/o EGFR son responsables de la proliferacién o
sOlo son dos sucesos paraelos, y si e mencionado descenso en la expresion provoca la
diferenciacion o es una consecuencia de la misma. Para €llo se realizaron experimentos
de funcionalidad sobre los que se discute mas adel ante.

Activacién de los receptores

Dado que la fosforilacion de los receptores erbBs da cuenta de su estado de activacion
(Di Fiore et al. 1990), era importante estudiar este evento en estas células. Se encontr
que d EGF aumenta significativamente la fosforilaciéon en tirosina del erbB2 en células
previamente deprivadas de suero (Figura 20). Esto es un hallazgo importante ya que
indica que € EGF es capaz de activar € erbB2 en las células 3T3-L1 y que, d menos
parte de sus efectos sobre las mismas podria adjudicarse a heterodimero EGFR-erbB2.
Se digi6 EGF y no TGF-a, por gemplo, porque se sabe que EGF juega un papel
importante como agente mitogénico en preadipocitos (el nimero de células aumenta de 2
a 3 veces luego dd tratamiento) (Smith et al. 1988) aunque no es capaz de iniciar la
diferenciacion por si mismo. En un sistema libre de suero, EGF es por lgos €
componente del mismo més potente para sostener la fase de crecimiento exponencial
necesaria para acanzar la confluencia, la cual, con e tiempo, dispara la diferenciacion
adipocitica (Schmidt et al. 1990). Es de notar que en ausencia de suero preserva la
capacidad de estas células de diferenciarse y, en combinacién con IGF-1, lleva a las
células a una tasa de diferenciacion méaxima comparada con la obtenida con insulina en
altas concentraciones (Schmidt et al. 1990). Otros investigadores han encontrado que
EGF produce una estimulacién sostenida de la actividad de MAPK en células 3T3-L1
proliferantes y que esta actividad no desciende significativamente en cédulas
diferenciadas, dato que apoya e concepto del EGF como un potente agente mitogénico y
antiadipogénico (Boney et a. 1998). En respaldo de esta afirmacion, en las céulas
neuronales PC12, EGF no puede inducir la diferenciacion por si mismo mientras que en
combinacion con cAMP, a través de la activacion de MAPK, produce € mismo efecto
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gue NGF (Yao et a. 1995). De todas maneras, es evidente que el efecto mitogénico va
desapareciendo a medida que € programa de diferenciacion avanza. Por este motivo, €
receptor de EGF y erbB2 se presentan como excelentes candidatos para mediar la

proliferacion en células 3T3-L 1.

En este trabgjo de investigacion también se pudo observar que EGF, ademas de estimular
la fosforilacién en tirosina tanto de su propio receptor, el EGFR, como e erbB2, induce
un “shift” o cambio en la migracion del mismo en SDS-PAGE que ni HRGa ni HRGR
pueden reproducir (Fig. 21). Esto podria deberse a cambios en la fosforilacion del
receptor, como otros investigadores han observado previamente, en fibroblastos 3T3-
F442A, donde la migracion de erbB2 es retardada por un aumento en la fosforilacion en
serinaltreonina inducida por GH, via PKA, a mismo tiempo que decrece € contenido en
tirosina fosforilada, aparentemente un mecanismo bastante comin para disminuir la
actividad del receptor (Kim et al. 1999b).

Se evalud también en este sistema la posibilidad de una sefidizacion diferencial mediada
por EGF a través del heterodimero erbB2-EGFR. El tratamiento de células 3T3-L1 con
EGF induce, ademés de la fosforilacion en tirosina de ambos receptores, como ya se
mencionara anteriormente, la formacion del complgo erbB2-EGFR, demostrado por
inmunoprecipitacion de un receptor y revelado para € contrario (Fig. 22). Este resultado
comprueba que la interaccidn entre ambos receptores es posible y, dado que se expresan
en e mismo arco de tiempo, sugiere que los efectos descritos para EGF no solo serian
mediados por su receptor, e EGFR, sino que también podria estar involucrada la
sefializacion a partir del erbB2, o mas aln, de la entidad heterodimérica erbB2-EGFR, la
cual posee caracteristicas propias y Unicas distintas de las que representa la smple suma
de las de cada receptor.

De todo € conocimiento que se obtuvo sobre los dimeros erbB a lo largo de los ultimos
20 afios cabe resdltar €l hecho de que erbB2 es e compafiero de heterodimerizacion
preferido dentro de la familia HER (Graus-Porta et al. 1997), y es e que transduce la
seflal mitogénica mas potente a retardar € amortiguamiento de la misma (Harari &
Y arden 2000). Muy posiblemente sea ésta larazén por la cual la sobreexpresion de erbB2
conduce a la transformacion maligna, ya que a formarse mayor cantidad de
heterodimeros de erbB2, aumenta la respuesta a factores de crecimiento y la sefia es mas
fuerte (Rubin & Yarden 2001). La formacién de heterodimeros también se ha observado
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en procesos normales, como la diferenciacion de la glandula mamaria, en € sistema
nervioso y en e corazén. La familia de receptores erbB 0 HER se expresa durante todos
los estadios del desarrollo mamario aunque selectivamente segin la fase de
diferenciacion (proliferante o inmadura/ diferenciada funcional/ diferenciada terminal/
apoptética) y € estado hormona del anima (pubertad/ prefiez/ lactacién/ involucién)
(Darcy et al. 1999; Darcy et a. 2000; Schroeder & Lee 1998). Notablemente, y a
semejanza de lo que indican los resultados del presente trabagjo, la expresion de erbB1,
ebB2 y ebB3 se encuentra modulada negativamente en células epiteliales mamarias
(MECs) funcionamente diferenciadas. Todo € sistema erbB es fundamental para la
proliferacién, diferenciacion, morfogénesis y sobrevida de las MECs. En ratones, la
activacion del dimero erbB2-erbB4 por NRG1 es fundamental en la formacion de
trabéculas a partir de miocitos (Britsch et a. 1998; Burden & Y arden 1997) mientras que
la de erbB2-erbB3 lo es en € desarrollo de la cadena ganglionar ssimpatica durante la
migracién de los progenitores neurales a partir de la cresta neural (Lee et a. 1995).
Todos estos datos avalan la importancia de la formacion de los heterodimeros erbB en

una variada gama de procesos normales.

Heregulina, e homdlogo humano de NDF (neu differentiation factor) puede estimular la
fosforilacion en tirosina de erbB2 a través de la formacién de heterodimeros por union a
erbB3 o erbB4. Dado que durante el desarrollo de esta tesis no se pudo halar aumento
alguno en la fosforilacién en tirosina de erbB2 o EGFR d tratar las células con
heregulina en el medio de cultivo, se concluy6 que, de expresarse, sus receptores directos
lo harian en muy bajos niveles para proveer un nimero significativo de sitios de unién
para transducir una sefial diferencial através de ellos, o € sistema de por si ya proveia de
un ligando enddgeno que actuaba por un mecanismo autdcrino. Esta idea se reafirmé por
una serie de experimentos donde a tratar a los preadipocitos con heregulinaa 6 3 no se
obtuvieron diferencias significativas ni en la proliferacion, determinando la cantidad de
ADN por e método de Hoesch, ni en la diferenciacion, evaluada por acumulacion de
triglicéridos, como asi tampoco en la expresién de erbB2, por Western blot (datos no
mostrados).

De manera que para resolver esta incognita se estudié la presencia de heregulina en las
células 3T3-L1y se encontrd que expresaban tanto el precursor como la forma madura de
la misma (Fig. 23). Esta podia ser la razon por la cual no se observaba un aumento en la
fosforilacién de los receptores por € agregado de heregulina @ medio, dado que €l
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sistema estaba ya activado. Este patron de expresién de HRG esta intimamente ligado al
proceso de diferenciacién adipocitico, y aungque no se han llevado a cabo experimentos
de tipo funciond, la HRG madura aumenta su expresion en células 3T3-L 1 diferenciadas
mientras la del precursor desciende. Existen varias evidencias que respadarian un
posible papel de la HRG en la diferenciacion adipogénica de las células 3T3-L1: HRG
causa la diferenciacion de varias lineas de cancer mamario (Peles et a. 1992); HRG
activa erbB4 en células PC12 produciendo la diferenciacion neuronal (Vaskovsky et al.
2000); HRG también induce la proliferacién de células de cancer mamario con niveles
normales de erbB2 mientras que la inhibe y produce apoptosis en células que lo
sobreexpresan (Guerra-Vladusic et a. 2001).

Aungue en este trabajo no se pudieron halar por Western blot las formas clasicas de
erbB3 y erbB4 en las células 3T3-L1, en comparacion con la linea celular control T47D,
varias isoformas de menor peso molecular si fueron observadas (Fig. 19) a semeanza de
lo encontrado en la bibliografia (Junttila et a. 2000; Kainulainen et a. 2000; Lee &
Maihle 1998; Srivinisan et al. 2001). Estos datos, sumados a los resultados de las PCRs
para erbB3 y erbB4, apoyan y sugieren que la expresion de distintas isoformas de los
mismos en las células 3T3-L 1 seria posible.

En cuanto a la expresién de neuregulina/ heregulina, nuestros resultados difieren con
Mulligan y col., quienes recientemente, por andisis de microarrays, han detectado
expresion de otros ligandos de la familia del EGF en los preadipocitos 3T3-L1, HB-EGF
y epiregulina, pero no de EGF, TGFa, anfiregulina, betacelulina ni heregulina (Mulligan
et al. 2002). Tanto e ARNmM de HB-EGF como de epiregulina son inducidos en respuesta
alaactivacion del IGF-1R y € IR, por un mecanismo que depende de MAPK pero no del
EGFR. Sin embargo, es sabido que HB-EGF es un IEG (inmmediate early gene) que se
upregula luego de la activacion del EGFR. La actividad mitogénica del EGFR requiere
de un IGF-1R funciona (Coppola et a. 1994). IGF-1 es capaz de transactivar el EGFR a
través del clivgje de “heparin binding-EGF” (HB-EGF) mediado por metaloproteinasa en
células COS-7 (Roudabush et al. 2000). Por otro lado, en nuestro laboratorio se describid
previamente que la produccion de IGF-1 aumenta mientras que |GF-1R desciende con la
diferenciacion adipocitica (Zizola et a. 2002). Finamente, la sefial transducida por el
IGF-1R comparte algunas caracteristicas con la del erbB2, como la via de PI3-K/Akt,
entre otras. La formacion del complgjo erbB2-IGF-1R y su activacion por heregulina e
IGF-1, sus respectivos ligandos, ya han sido demostradas en MCF-7 (Balafia et a. 2001).
En fibroblastos 3T3-F442A, EGF fosforila erbB2 como parte de la activacion mitogénica
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y GH (hormona del crecimiento) a producir la diferenciacion de estas células, modula
negativamente esta fosforilacion (Kim et a. 1999b). Podria especularse que IGF-1, a
semgjanza de GH, como inductor de la diferenciacion, podria modular la activacion de
erbB2 en las células 3T3-L1. Todas estas evidencias harian pensar en un “cross-talk” o
conversacion cruzada entre las vias de sefidizacion de erbB2-EGFR y del IGF1R en las

células 3T3-L1 que seriainteresante estudiar en detalle en el futuro.

Funcionalidad

Hasta aqui se ha descrito y discutido la expresion y modulacion de los receptores erbBs
expresados por las células 3T3-L1, un ligando, la hereguling, y la activacion de los
mismos. Para estudiar la funcionalidad de erbB2 en este modelo se intentaron distintas
estrategias para bloquear su actividad. La utilizacion de anticuerpos como método de
bloqueo de un receptor estd ampliamente documentada, tanto en la investigacién basica
como en laclinica, y en € caso particular del erbB2, con gran éxito en € tratamiento del
cancer mamario mediante el anticuerpo humanizado, Herceptin™ (Trastuzumab) de
Genentech. Sin embargo el agregado de los mismos anticuerpos que se venian utilizando
para Western blot en e medio de cultivo fue descartado cas inmediatamente dado que
los mismos poseen azida sodica. Luego se pensd en oligonucledtidos especificos
diseflados para bloguear la traduccidn, “antisense’, pero en dos experimentos
consecutivos demostraron no ser efectivos en disminuir € nivel de expresion de erbB2
por Western blot luego de varios dias de cultivo (datos no mostrados), probablemente
debido a una captacion ineficiente de los mismos. Finamente se utilizaron inhibidores
farmacol 6gicos especificos, las tirfostinas, cuya efectividad ya ha sido demostrada tanto
in vitro (Tsai et al. 1996) como in vivo (Nagane et a. 2001) mediante su inclusion en
tratamientos de cancer humanos, como e pulmonar de células no pequefias con IRESSA
(gefitinib, un inhibidor especifico del EGFR), o € gastrointestina estroma (GISTS) con
imatinib, un inhibidor de Ber-Abl (Levitzki 2002).

Entre 1980 y 1990 la busgueda de nuevos inhibidores de PTK (proteinas quinasas en
tirosina) estaba en su apogeo. Entre estos compuestos se encontraban las
halometilcetonas, amilorida, € acaloide microbiano staurosporina, y flavonoides como
genisteina y quercetina. Sin embargo, no eran muy selectivos, ya que también inhibian
otro tipo de quinasas, como las de serina/treonina. Otra clase de compuestos més

selectivos, capaces de inhibir la enzima por competencia con e sustrato aceptor del
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fosforilo, incluian la hidroxiquinona erstatina, derivados de 4-hidroxicinamida vy
derivados del &cido cindmico, conocidos como tirfostinas. Las tirfostinas son inhibidores
de las quinasas de tirosina, de bgjo peso molecular y s bien algunas compiten también
por € sitio de unién a ligando, las de Ultima generacién compiten solo por € sitio de
union a ATP de la porcion catalitica de la quinasa del receptor. Se eligi6 latirfostina AG
825 porque es 54 veces mas selectiva para erbB2 (1Csp 0,35 uM) que para EGFR (1Cs 19
pUM). Como era de esperarse AG 825 no solo inhibid la activacion del erbB2 estimulada
por EGF (Fig. 27) sino que también inhibid la proliferacion de las cdulas 3T3-L1 en
manera dependiente de la dosis (Figura 24), logrando un importante porcentgje de
inhibicion (40%) con una concentracion de 100 UM, manteniendo el efecto hasta 0,1 uM.
Esto involucraria al erbB2 directamente en la proliferacion de estas células, no como
responsable absoluto sin embargo, ya que evidentemente existen otros mecanismos
involucrados, por gemplo el IGF-1R, (Smith et al. 1988).

Como control de la efectividad de las tirfostinas seleccionadas en la inhibicion de la
actividad quinasa del receptor, se estudio la fosforilacion en tirosina por WB del receptor
inmunoprecipitado a partir de células deprivadas de suero, y estimuladas con EGF, con o
sin la presencia del inhibidor (Fig. 27). La tirfostina AG825 inhibi¢ la fosforilacion tanto
basal como estimulada por EGF del erbB2. Este es € comportamiento tipico de un
antagonista inverso, en e que la inhibicidbn competitiva por € sitio de unién, no
solamente antagoniza la interaccién sino que tiene consecuencias inhibitorias para €
estado basal. Es probable que no se vea el efecto dependiente de la dosis debido a que, en
primer lugar, € tiempo de incubacion del inhibidor quizés fue breve para permitir un
acceso eficiente y completo del inhibidor a su sitio de competencia en el receptor en la
membrana plasmatica, y en segundo lugar, las células no fueron deplecionadas de ATP,
el cua ala concentracion intracelular aproximada de 2 mM compite por € sitio de union
del inhibidor en € receptor, siendo necesario reducirla a 40 UM para recuperar € efecto
inhibitorio (Osherov et a. 1993).

En e caso de EGFR, AG 825 fue capaz de inhibir su fosforilacion solamente en
comparacion a estimulado por EGF y a partir de una concentracion de 1 uM (Fig. 28). S
consideramos que € 1Cso para EGFR es de 19 UM, es posible pensar que AG825 esta
inhibiendo en redidad la fosforilacion de EGFR por erbB2, situacion que ya ha sido
descrita para otra tirfostina, AG 1478, inhibidor especifico del EGFR pero que también
inhibe la formacion del heterodimero con erbB2 y su fosforilacion, justamente por esta
razén (Lenferink et al. 2001).
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La diferente sensibilidad de EGFR y erbB2 a inhibidor pone en evidencia la existencia
de diferencias suficientes en e sitio de union del ATP a pesar de la ata homologia en €
dominio quinasa entre ambos receptores (80%).

Dado que se ha descrito que para que AG825 fuera capaz de inhibir erbB2 era necesario
bajar la concentracion intracelular de ATP (Levitzki & Gazit 1995) y, para confirmar €l
resultado anterior con mayor certeza, se utiliz6 un inhibidor ain més selectivo para €
erbB2 (ICsp 1 uM, 500 veces menor que para EGFR) paratratar de determinar el papel de
este receptor en esta linea celular. AG 879 también redujo significativamente la
proliferacion de estas células (Figura 25), con un maximo de inhibicion (40%) a una
concentracion de 10 uM, y continuando hasta 0,1 uM. Esto confirmaria nuestra hipétesis
del papel de erbB2 en la proliferacion de las células 3T3-L1 y descartariala duda sobre e
blanco de las tirfostinas, ya que s bien con la AG 825 podia sospecharse una inhibicion
conjunta del EGFR, sobre todo en las dosis més elevadas, la ata especificidad de AG 879
con exactamente e mismo resultado no degja dudas. Es posible entonces que la
proliferacion de las células 3T3-L1 esté mediada por ambos receptores, erbB2 y EGFR.
En relacion a la actividad mitogénica del IGF1R en estas clulas, ampliamente
documentada (Boney et al. 1994; Boney et a. 1998; Boney et a. 2000; Boney et al.
2001; Smith et al. 1988), podria pensarse en una funcion compartida entre ambos tipos de
receptores, ya que de hecho, ambos son receptores de factores de crecimiento y con
actividad de tirosina-quinasa. Es decir, asi como la sobreexpresién de un determinado
receptor fuerza a la célula a una proliferacion mediada por ese ligando, la presencia
natural del mismo receptor puede proveer a la célula de un mecanismo opciona de
proliferacion. En respaldo de esta idea, la dependencia de las células 3T3-L1 del EGF en
un medio de cultivo adicionado con IGF1 pero libre de suero para poder llegar a
confluencia, pone en evidencia que la proliferacion de las mismas no depende
Unicamente de la activacion del IGF-1R.

Dado que se encontré un papel fisioldgico para erbB2 en la proliferacion de las células
3T3-L1, era tentador pensar que quizas también estaria relacionado con la diferenciacion
de las mismas. El agregado de AG 879 junto con la mezcla de diferenciacion, MIX y
dexametasona, demostré que la inhibicion de erbB2 incrementa aln més la tasa de
diferenciacion pero no puede inducirla por si sola (Figura 26). Este resultado es
razonable s se considera que para iniciar la adipogénesis es necesaria la activacion de
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una serie de sefidles diversas y la expresion de varios factores de trascripcion
fundamentales. Solamente e blogqueo de la sefial mitogénica no bastaria, para empezar
fataria la activacion de un factor principal, e PPAR?2. Sin embargo, y en apoyo a este
resultado, ya anteriormente se habia observado que la inhibicion de erbB2 con
anticuerpos estimulaba la diferenciacion de células de cancer mamario en proliferacion a
células productoras de leche en arresto celular (Bacus et al. 1992).

En cdlulas de cancer mamario (BT-474 y SKBR-3) que expresan altos niveles de erbB2 y
moderados de EGFR, € tratamiento con otra tirfostina, la quinazolina AG1478 conduce
al arresto celular en G1 (Lenferink et al. 2001). Aunque inhibe las quinasas de EGFR y
erbB2 con diferentes 1Cso (3 NM y 100 uM respectivamente (Levitzki & Gazit 1995) o
1,4 uM para erbB2 (Lenferink et a. 2001)) siendo més selectiva para e EGFR, logra
inducir heterodimeros EGFR/erbB2 inactivos, no fosforilados, ain en bajas
concentraciones (~ 1 uM) (Arteaga et a. 1997). Esto lleva a la interrupciéon de la
sefializacion por MAPK y PI3K/Akt. Consecuentemente se inhibe la transcripcién de la
ciclina D1 y la fosforilacion de p27 (un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina,
Cdk). La inhibicion de PI3K/Akt aumenta la actividad de la glucégeno sintasa quinasa-
33 (GSK-33) la cua fosforila la ciclina D1, disminuyendo su disponibilidad para la
formacion de complegos ciclina D1/Cdk4, capaces de secuestrar p27 en €l citoplasma. De
esta manera, p27 se asocia con Cdk2 en €l nucleo, inhibiendo su actividad quinasa. Esto
demuestra que las células que sobreexpresan erbB2 o con un receptor hiperactivo utilizan
MAPK y PI3K/Akt para modular p27 y ciclina D1 y asi forzar €l paso de G1 a S. En
nuestro modelo, la inhibicién de erbB2 por MIX-dexametasona es previa a arresto
celular, de manera que un mecanismo similar podria ser aplicable.

Relacion entretirfostinasy tiazolidinedionas

La busgueda de un inhibidor especifico del EGFR condujo a identificar un grupo de
derivados de las tiazolidinedionas como inhibidores selectivos dentro de la familia de las
guinasas en tirosina (Geisser et a. 1990). Estas probaron ser selectivas tanto para EGFR
como para c-s’c en e orden puM tanto in vivo como in vitro, inhibiendo la
autofosforilacion como la fosforilacion de un sustrato exégeno y la proliferacién mediada
por EGF en células con niveles normales del receptor o que lo sobreexpresan. El
tratamiento con tiazolidinedionas (TZD) de células A431 en altas concentraciones (~100
MUM) producia e despegado o “detachment” de las células en grandes laminas, fendmeno
éste reproducido por AG 825y AG 879 en células 3T3-L 1 en nuestro laboratorio (datos
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no mostrados). Dado que este efecto se observé aln en células que no expresan EGFR y
gue en la literatura c-src se encuentra bien asociado a los cambios de forma relacionados
con € ciclo celular, este Ultimo hecho seria més atribuible a la inhibicion de c-src. Sin
embargo, e efecto anti-proliferativo de las tiazolidinedionas no podia ligarse
inequivocamente a la inhibicién de una sola enzima, ya que la posibilidad de la existencia
de otros blancos no puede ser, ain hoy, descartada. De hecho, pocos afios después, se
descubrié que las tiazolidinedionas son, curiosamente, también ligandos potentes de los
PPAR y se estén utilizando como antiglucemiantes desde hace varios afios en pacientes
con Diabetes mellitus no dependiente de insulina o de tipo Il. En este punto surge la
incégnita, especulativa pero interesante a la vez, sobre la posibilidad de que € efecto de
las TZD en la diabetes, € cua no estad completamente delucidado, esté relacionado con la
inhibicion de la activacion de los receptores erbB, 1o cual sera materia de investigacion
en € futuro.

La conexion dieta-salud/enfermedad se conoce desde hace tiempo. Recientemente, se
encontré en un modelo tradicional de iniciacion y promocion tumoral mamaria en ratas
qgue la proporciéon relativa de lipidos podia potenciar € efecto carcinogénico del
tratamiento, tal es € caso del aceite de maiz, o bien modularlo negativamente, como €l
aceite de oliva (Moral et a. 2003). Ademés, y de importancia para este trabgo en
particular, la dieta rica en aceite de oliva aumentaba la expresion de EGFR respecto de su
variante truncada inactiva y disminuia la abundancia relativa del ARNm para erbB2. Este
dato indica que ambos receptores pueden ser regulados transcripcionalmente por lipidos
de la dieta. Es de remarcar que entre |os ligandos naturales mas importantes de los PPAR,
reguladores maestros de la diferenciacion adipocitica, se encuentran los lipidos del tipo
de los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, écido linoleico, &cido araquiddnico,
y la prostaglandina J2. Los é&cidos grasos de la dieta son convertidos a é&cido
araquidonico, precursor de las prostaglandinas.

Recientemente, con tecnologia de “DNA microarrays’, se descubrid que existe una
conexion entre erbB2 y & metabolismo lipidico (Kumar-Sinha et al. 2003). La enzima
sintetasa de &cidos grasos, FAS, se encuentra entre los genes regulados por erbB2 en
células de cancer mamario. A través de un mecanismo dependiente de PI3K, erbB2
estimula e promotor de FAS, aumentando de esta forma la sintesis de écidos grasos.
Herceptin o inhibidores de la quinasa de erbB2 bloquean la induccién de FAS asi como
la inhibicién farmacolégica de FAS induce apoptosis en células mamarias que
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sobreexpresan erbB2. En otro trabajo, esta inhibicién de FAS suprime la expresion y la
actividad quinasa de erbB2 en células mamarias y ovéricas sobreexpresadoras, a tiempo
gue se regula positivamente PEA3 (Ets), un represor transcripcional de erbB2 (Menendez
et a. 2004). Todos estos datos sugieren que erbB2 podria ser el sensor molecular clave
del desbalance energético que sigue a la perturbacién asociada a la hiperactividad de FAS
en células cancerosas. S bien la conexién estd comprobada solo en células malignas, su
existencia en la funcion norma no puede ser descartada. Por este motivo, tanto FAS
como erbB2 podrian representar blancos terapéuticos para tratar, ademas del cancer,
enfermedades como la obesidad y la diabetes.

Mas recientemente se han encontrado tirfostinas con potente accion inhibitoria de la
lipooxigenasa (Levitzki 1999). La lipooxigenasa, LOX, produce leucotrienos a partir de
araquidonato, un &cido graso poliinsaturado, a partir del cua a través de la enzima
ciclooxigenasa, COX, también se sintetizan las prostaglandinas. La PGJ2a, junto con
otros &cidos grasos, es un ligando endégeno de los PPAR. Los agonistas del PPAR?,
tiazolidinedionas y PGJ2, inhiben la expresién de COX-2 (Combs et a. 2000). La PGF2a
bloguea la adipogénesis a través de la fosforilacion de PPAR mediada por MAPK
(Reginato et al. 1998).

Relacion EGF/PPAR. La sefalizacion de los factores de crecimiento modula la
actividad de los PPAR por fosforilacion.

La capacidad transcripcional de los PPAR puede ser modulada por la fosforilacion de
cualquierade las tres MAPKs (ERK, JNK, p38) (Camp et al. 1999; Camp & Tafuri 1997;
Hu et al. 1996) y la accion de los ligandos de PPAR puede ser disociada en mecanismos
dependientes de PPARs o0 de MAPKS, estos Ultimos demasiado rapidos para originarse
por sintesis proteica de novo (Gardner et al. 2003).

Recientemente, se ha encontrado una relacion entre la via de los receptores de factores de
crecimiento, erbBs, y los receptores nucleares PPAR. Ligandos de PPARa y ? producen
una rapida activacion de ERK, a través de la transactivacion de EGFR y p38 en células
epiteliales hepédticas que no depende de la actividad transcripcional de los PPAR
(Gardner et al. 2003), es decir, un efecto no genémico, como los referidos para otros
receptores hormonales (progesterona, estrégenos, vitamina D). En céulas de cancer
mamario MCF-7 la prostaglandina natural PG-J2 por activacion del PPAR? es capaz de
bloquear todos los efectos transformantes mediados por erbB2, ertbB3 y HRG 1y 2:
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inhibe la fosforilacion de estos receptores asi como la del IGF1R, estimula la
diferenciacion por acumulacion de lipidos y la entrada en apoptosis de estas células
(Pignatelli et a. 2001). Troglitazone y rosiglitazone, ligandos sintéticos del PPAR?,
ambos con actividad antidiabética, aumentan la expresion de genes especificos de la
diferenciacion termina en células urotelides. La inhibicion ded EGFR se correlaciona
con la desfosforilacién del PPAR? y su migracion a nicleo, maximizando su actividad
transcripcional (Varley et a. 2004). La activacion de PPAR? inhibe la proliferacion de
varios tipos de células cancerosas, entre ellas, de epitelio intestinal de rata, a través de la
represion de los factores de transcripcion AP-1 y Ets, los que a su vez median la
expresion de la ciclina D1, anfiregulina y HB-EGF (Kitamura et a. 2001). Aungue no
hay registros en la literatura de una relacion funciona entre la diferenciacién adipocitica
y su regulador clave, e PPAR?, y la sefidizacion a través de los erbBs, existen
evidencias a partir de otros sistemas y los datos presentados en esta tesis, de que esto

seriaposible.

Activacion de Quinasas

La diferenciacion de preadipocitos a adipocitos funcionales requiere la exposicion de los
mismos a una serie de factores, como MIX (o altos niveles de AMPc) y dexametasona,
los cuales activan digtintos factores de transcripcion como C/EBPR y C/EBPd,
respectivamente, 1os que a su vez inducen la expresion de C/EBPa y PPAR? (Morrison &
Farmer 2000; Ntambi & Kim 2000; Tontonoz et a. 1994). El agregado de insulina, la
cua en concentraciones farmacol 6gicas actla sobre € |GF-1R, es esencia para asegurar
una completa diferenciacion de los preadipocitos. Los receptores de insulinay de IGF-1,
asi como los erbBs, tienen actividad de quinasa en tirosina y activan varias vias de
sefidizacion, incluyendo la de las MAPKs (mitogen-activated protein kinase). Las
MAPKs p42 (ERK2) y p44 (ERK1) se activan por fosforilacion de MEK1 (una
MAPKK) en residuos de treonina y tirosina, lo cua produce su traslocacion a nicleo
donde activan o reprimen distintos factores de transcripcion involucrados en la
proliferacion y la diferenciacion (Seger & Krebs 1995). El establecimiento de la funcion
de la via MEK/ERK en la regulacién de la adipogénesis no ha sido facil debido a que
muchos autores llegaban a conclusiones radicamente opuestas. Algunos estudios
postulan que la activacion de ERK1/2 bloguea la adipogénesis mientras que otros
sugieren que la promueve. Algunos autores mostraron que la estimulacion de ERK con
mitdgenos atentia la expresién de genes adipogénicos (Font de Mora et a. 1997), por
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mecanismos que involucran la fosforilaciéon e inactivacion de PPAR? (Camp & Tafuri
1997; Hu et a. 1996). Otros demostraron que la activacion de MEK 1 restringida a los
primeros minutos post-induccién adipogénica promueve la diferenciacion facilitando la
expresion de los principales factores de transcripcion, PPAR? y C/EBPa (Prusty et al.
2002), de manera que s €l efecto es inductor o inhibidor depende del momento preciso
de activacion de MEK 1 durante todo el proceso.

En este trabajo de tesis se decidio estudiar la sefidizacion en respuesta a la induccion de
la diferenciacion en nuestro sistema de células 3T3-L 1, no sélo con respecto a ERK, sino
también a otras vias de sefidizacion como la de INK (Janus kinase) y p38. Se encontro
que las tres quinasas estudiadas, ERK1/2, INK y p38, se activan inmediatamente después
de la induccion de la diferenciaciéon con MIX-Dexametasona (Figura 29) para luego

disminuir gradua mente con e tiempo.

MAPK

El incremento en la activacion de ERK1 luego de 5 min de tratamiento inductor de la
diferenciacion en las células 3T3-L1, es evidentemente mayor que la de ERK2 en €
mismo lapso de tiempo, pero a diferencia de esta Ultima, que parece mantenerse activa
por lo menos durante las primeras 24 h post induccion, ERK1 comienza a disminuir su
actividad a la hora de administrado e estimulo (MIX-Dexa) descendiendo alin mas luego
de 7 h de tratamiento. Curiosamente, hay un segundo pico de activacién de ERK1 a las
24 h, generamente relacionado con e inicio de la diferenciacion (Dr. Omar Coso,
comunicacion personal). Otros autores describen este pico ya a las 12 h de tratamiento,
pero, a diferencia nuestra, ellos incluyen en e cocktail de diferenciacién insulina (Prusty
et a. 2002). Asi mismo, describen la activacion de ERK1 como efecto de la accion
conjunta de insulinay MIX, entre otros factores, ya que la primera por si sola no puede
hacerlo. Evidentemente, deben existir otros factores involucrados en la activacion de
ERK1 ya que, en nuestro sistema, se activa igualmente a pesar de no recibir insulina sino
hasta 3 dias después del inicio de la diferenciacion. Los datos obtenidos demuestran que
las hormonas adipogénicas, actuando tanto como mitégenos o como inductores de la
diferenciacion terminal, inducen una activacion rgpida de la via de sefiaizacion
MEK/ERK. Sin embargo, y a diferencia de lo publicado por otros (Prusty et al. 2002),
nuestros resultados demuestran que mientras la activacion de ERK1 es transiente y
disminuye con € tiempo, la de ERK2 se sostiene, a menos durante las primeras 24 h

post-induccion. De manera similar, en e modelo de diferenciacién neurond, la
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activacion sostenida de ERK por AMPc o NGF también induce la diferenciacion
(Cowley et a. 1994) mientras que EGF, capaz sélo de provocar una activacion transiente,
no lainduce (Yao et al. 1998).

Durante la finalizacién de este trabgjo de tesis se publicd un estudio que reveld
diferencias funcionales entre ERK1 y ERK2 durante la adipogénesis in vivo, resultando
ERK1 fundamental en la diferenciacion adipogénica mientras que ERK2 |o es en la etapa
proliferativa. Demostr6 que en ratones «knock-out» para ERK1 la adipogénesis se
encuentra alterada, hay un menor nimero de adipocitos y son de menor tamafio y, luego
de una dieta alta en grasas, no desarrollan hiperglucemia, insulino-resistencia, u
obesidad. La activacién de ERK2, sin embargo, es igua que en ratones wt y no se
observa compensacion, es decir, mayor expresion de ERK2 en reemplazo de ERK1 (Bost
et al. 2005).

La funcién de la sefializacion mediada por MAPK durante la induccion adipogénica es de
suma importancia aungue hasta e momento no se conozca en profundidad. Se ha descrito
que la inhibicion prolongada de MEK1 con U0126 bloquea la expresion de genes
adipogénicos y la expansion clonal, largamente considerada como un prerrequisito de la
adipogénesis, pero € tratamiento con troglitazone puede rescatar este efecto y permitir un
proceso de diferenciacion normal (Prusty et al. 2002). Este “rescate” de la diferenciacion
por un TZD cuando la MAPK esta inhibida podria deberse a la activacién independiente
de MAPK de PPAR? o a la transactivacion de los receptores de factores de crecimiento,
ya que mediarian la expansién clona pero, por ahora, no se ha encontrado la respuesta a
este problema.

Previamente, en este trabgjo se demostré que la expresion de erbB2 en células 3T3-L1
disminuia significativamente luego de pocas horas de tratadas con MIX-DEXA (Pagano
& Calvo 2003 y Figura 17). Se decidi6 entonces evaluar la participacion de las cascadas
ERK y JNK en este fendmeno. Se encontrd que e tratamiento con PD98059 y SP600125,
inhibidores especificos de la activacion de ERK y JNK respectivamente, comenzando 1
hora previa alainduccion con MIX- DEXA produce, luego de 6 h, un mayor descenso en
la expresion de erbB2 comparado con € control (Figura 30). Este resultado indicaria que
la inhibicién de la sefidizacion por estas vias, 0 d menos su amortiguamiento,
favoreceria la bgjada de erbB2 post-induccion adipogénica. Por lo tanto, la disminucion
en la expresion de erbB2 luego de la induccién adipogénica estaria inhibida o retrasada
por estas vias.
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Como ya se mencionara anteriormente, la induccién de la adipogénesis involucra la des-
represion de distintos factores endégenos que mantienen a preadipocito en e estado
indiferenciado. Es posible que la via de MEK/ERK medie la supresion de la actividad de
estos factores. Factores de transcripcion de la familia de SP-1 y AP-2 reprimen la
transcripcion de C/EBPa a interferir con la union de otros C/EBPs a elemento
respondedor en su promotor (Jiang et al. 1998; Tang et al. 1999); ademas, la exposicion
de células 3T3-L 1 a agentes elevadores de AMPc induce un rgpido descenso (2 a 4 horas)
de los niveles de SP-1, especidmente de la forma fosforilada. Dado que se ha
demostrado que la actividad de SP-1 es regulable por fosforilacion dependiente de ERK
en un sitio consenso MAPK (Milanini-Mongiat et al. 2002), es posible que la induccién
adipogeénica, por activacion de la via MEK/ERK, conduzca a la degradacion de SP-1y
de esa manera se divie la represion gercida sobre genes necesarios para la
diferenciacién, como C/EBPa, y se interrumpa a su vez la estimulacion en otros genes,
més relacionados con la proliferacion e involucrados con € mantenimiento del estado
indiferenciado, como e erbB2. Dado que ebB2 sefidiza a través de la cascada
MEK/ERK y que ésta ve disminuida su activacion pocas horas después de la induccion
adipogénica, en un tiempo compatible con la disminucién de la expresion de erbB2 (ya
desde las 6 horas), es posible que las sefidles que conducen a inicio del programa de
diferenciacion incluyan la atenuacién de la fuerte sefial mitogénica transducida por erbB2

por un mecanismo similar.

Dentro de las explicaciones posibles de las interacciones entre las sefidles de
proliferacién y diferenciacién que justifican los resultados demostrados en esta tesis
doctoral, se encuentra el hecho de que la sefia transmitida por los factores de crecimiento
(EGF, IGF-1, insulina, etc.) y sus receptores (erbB2, EGFR, IGF-1R, INSR) medie,
ademés, e bloqueo de la sefid de diferenciacion. En este sentido, se ha observado que
EGF estimula in vitro la fosforilacién por MAPK de PPAR?L, e cua se diferencia de
PPAR?2 sblo en una porcién de su extremo amino terminal, y reduce asi su capacidad
transcripcional. El pre-tratamiento con un ligando especifico del PPAR inhibe esta
fosforilacion, probablemente por induccion de un cambio conformacional (Camp &
Tafuri 1997). Ademés, PPAR?1 es susceptible de ser fosforilado también por INK, y més
débilmente por p38, con € mismo efecto inhibitorio mencionado anteriormente (Camp et
al. 1999).
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De la misma manera, la sefid adipogénica, una vez activada, podria atenuar la sefia
proliferativa. IGF-1 induce la proliferacion de 3T3-L1 através de la activacion de MAPK
(por via de src) (Boney et a. 2000). Cuando las células estén arrestadas, |GF-1 pierde su
capacidad de sefializar a través de Src (Boney et a. 2001). CSK (c-termind src kinase)
regula negativamente la familia de Src por fosforilacion y la actividad de CSK,
estimulada por IGF-1, aumenta en células diferenciantes, de forma que CSK puede
mediar € cambio de la sefid mitogénica de IGF-1 inactivando Src (Sekimoto & Boney
2003). Curiosamente, CHK (CSK homologous kinase) se une a erbB2 promoviendo su
atenuacion y degradacion (similar a lo que ocurre con Chl y EGFR) (Zrihan-Licht et al.
1997). Por lo tanto, e “switch” en la sefidizacion de IGF-1 desde la mitogénesis hacia la
diferenciacion podria involucrar también € dlenciamiento de erbB2 por dicho

mecanismo.

JNK

En este trabajo de tesis se demostrd que la quinasa amino terminal de jun o JNK se activa
inmediatamente después de la induccién adipogénica (Fig. 29) con un méximo de
activacion a los 30 min, para luego descender. No hay trabajos previos similares en este
sentido.

La activacion de INK estd mas relacionada en la bibliografia con la sefidizacion en
adipocitos durante la insulino-resistencia, que con las actividades normales de
proliferacion o diferenciacion celular. Por gemplo, en condiciones de obesidad €
adipocito aumenta, entre otras cosas, su produccion de TNFa (factor de necrosis tumoral
afa) e cua activa tres vias diferentes de MAPKs, ERK, p38 y JNK, lo cua afecta la
expresién de los transportadores de glucosa y la sefidizacion inducida por insulina
(Fujishiro et al. 2003). La activacion de INK parece mediar € feedback negativo de la
insulina por fosforilacion en serinade IRS1 (Lee et al. 2003).

En la linea celular de cancer de mama SKBr-3 que sobreexpresa erbB2, la expresion
congtitutiva de heregulina induce apoptosis, en un mecanismo que al parecer involucra un
descenso en la actividad de MAPK, un aumento de la de JNK, un aumento en la
expresion de PEA3 y, consecuentemente, la regulacion negativa de erbB2 y erbB3 a nivel
transcripcional, traducciona y de fosforilacion (Guerra-Vladusic et a. 2001).

Los ratones “knock-out” para JNK son resistentes a la obesidad inducida por una dieta
alta en grasas pero la adipogénesis no se ve afectada (Hirosumi et al. 2002).
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En este trabgjo, la inhibicion especifica de JNK produjo una mayor disminucion de la
expresion de erbB2 inducida por MIX-Dexa luego de 6 horas de tratamiento (Fig. 30).
No queda claro y por lo tanto queda por determinar cual seria el pape de la activacion de
JNK luego de la induccion hormona y qué sefides “downstream” se transmiten que
afectan la expresion de erbB2.

p38

En este trabgjo se demostré que, asi como ERK y JINK, p38 también se activa
rapidamente luego de la induccion adipogénica con MIX-Dexa, a partir de los 5 min y
continuando hasta las 5 horas posteriores (Fig. 29). Un trabago con resultados similares
fue descrito anteriormente por Engelman y col., donde en células 3T3-L 1 verifican que la
actividad de p38 es dta en las etapas inicides de la diferenciacion pero disminuye
draméticamente a medida que los fibroblastos se convierten en adipocitos terminales. La
inhibicion farmacolégica especifica de p38 evita la diferenciacion adipocitica,
posiblemente porque se ve afectada la transcripcion de PPAR? y la fosforilacion de
C/EBPR (Engelman et al. 1998). La activacion de MKK6, la quinasa “upstream” de p38,
promueve la diferenciacién aln en ausencia de la induccién hormona normamente
requerida en estas células y su expresion en fibroblastos NIH-3T3 es también pro-
adipogénica (Engelman et al. 1999).

Recientemente, se demostré que aln en condiciones de baja glucosa, lo cua usuamente
no permite la diferenciacion de células 3T3-L1 tratadas con MDI (MIX-Dexa-Ins), €
tratamiento con dexametasonay octanoato, un acido graso de cadena media, si permite la
diferenciacion de las mismas. Este proceso seria dependiente de p38 ya que un inhibidor
especifico bloquea la diferenciacion inducida de esta manera, y ademas los autores
proponen que la cascada de la quinasa p38 estaria involucrada también en € proceso
inducido por MDI (Takenouchi et al. 2004).

En preadipocitos humanos la actividad lipogénica y € aumento del contenido lipidico
dependen de la activacion de p38 y p70(S6) durante la diferenciacion, mientras que, la
secrecion de leptina depende de éstas asi como de otras dos quinasas activadas, MEK y
PI3K (Patel et a. 2003).

El estudio de esta cascada en las cdlulas 3T3-L1 como modelo de diferenciacion
adipocitica es de importancia clinica ya que en los adipocitos de pacientes diabéticos tipo
Il la via de p38 esta “upregulada’ y contribuye a la pérdida de expresion de GLUTA4,
caracteristico de la insulina-resistencia (Carlson et a. 2003). P38 es inducida por
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estimulos mitogénicos, stress o insulina. Su activacion congtitutiva en adipocitos 3T3-L1
produce € aumento del transporte de glucosa basal, por GLUTL, y la disminucién del
estimulado por insulina, por “downregulacion” del GLUT4, pero su inhibicion no
modifica e mencionado transporte. La activacion de p38 en adipocitos parece subyacer
al stress inducido por la resistencia a insulina causado por TNFa u otros factores
(Fujishiro et al. 2001).

Todos estos datos apoyan la idea de que la sefializacién a partir de la via de p38 es un

evento importante en la diferenciacion adipocitica
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La presente tesis doctora se realizé con € fin de estudiar la posible participacion de los
RTKs tipo I, los erbBs, y su ligandos, HRG y EGF, en € proceso de diferenciacion
adipocitica de la linea fibrobl astica Swiss 3T3-L 1.

Los resultados presentados demostraron que las células 3T3-L1 expresan ARNm para
erbB2, EGFR, erbB3 y, posiblemente, diferentes isoformas de los mismos. Tanto la
expresion de erbB2 como la de EGFR se encuentran dtamente reguladas durante todo el
proceso adipogénico. Durante la proliferacion de estas células y hasta después de la
confluencia, ambos receptores aumentan sus niveles de expresion. La induccion
adipogénica por el agregado de MIX y dexametasona provoca la modulacion negativa de
los mismos, de manera que los adipocitos terminalmente diferenciados expresan niveles
significativamente menores de erbB2 y EGFR. Los efectos de MIX y dexametasona
sobre la expresion de estos receptores a nivel transcripcional quedarian por estudiar en €l

futuro.

Estos receptores son capaces de activarse en respuesta a EGF, por fosforilacion en
tirosing, pero no a HRG, la cua probablemente esté involucrada en un loop autécrino ya
gue se demostré que también es expresada en estos adipocitos. La estimulacion con EGF,
un agente mitogénico para estas células, también provoca la formacion del heterodimero
erbB2-EGFR, € cua podria estar implicado en la sefializacion de los efectos del EGF en

la adipogénesisin vivo.

Se demostré que la inhibicion de erbB2 por agentes farmacolOgicos especificos
disminuye significativamente la proliferacion de las células 3T3-L1 y favorece una
mayor diferenciacion adipogénica luego de la induccion con MIX-Dexa. Este resultado
indica que a menos parte de la sefial mitogénica partiria desde erbB2, como aternativa a
la del IGF-1R, ampliamente asociada a este proceso, y que su atenuacion beneficiaria la

progresion del programa de diferenciacion.

Se observé que la induccién adipogénica activa tres cascadas de sefidizacion: MAPK,
JNK y p38. La inhibicion de MAPK y JNK favorece la disminucion de la expresion de

erbB2 luego de la induccion. Esto indica que, probablemente, dichas quinasas estén
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involucradas en la modulacion de erbB2 aungue mas experimentos seran necesarios para
dar una respuesta cabal a este problema.

Estas tres quinasas han sido objeto de estudio en la literatura en relacion a la
adipogénesis, la obesidad, y la resistencia a la insulina observada en diabetes. En la linea
3T3-L1, como modelo de diferenciacion adipocitica, € estudio de la activacion de otras
vias, reguladas por fosforilacion, como la de la PI3-K, por gemplo, podria contribuir al
entendimiento de la participacion de erbB2 en este proceso. El uso de |as tirfostinas como
inhibidores selectivos del mismo podria ofrecer una alternativa terapéutica para €
tratamiento de la obesidad, condicion que predispone a enfermedades méas graves como
las cardiovasculares y la diabetes.

En resumen, este trabajo de tesis doctoral presenta las primeras evidencias de un papel de
los erbBs, principamente erbB2, en la proliferacion y diferenciacion de la linea
preadipocitica Swiss 3T3-L1, con una aproximacion a los puntos intracelulares de
sefializacion donde podrian estar actuando. La importancia de estos hallazgos radicaen la
utilidad de una mayor y megjor comprension de los mecanismos por los cuales se controla
la acumulacion de lipidos en las células grasas, cuya desregulacion més leve produce
hiperplasia e hipertrofia de las mismas y, eventualmente, obesidad, asi como también en
la utilizacién de modelos como la linea celular 3T3-L1 para €l estudio de los programas
de diferenciacion.
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agagagct cg
at att aaagg
gt gt at aagg
gagtt aagag
atggct agt g
gt ccagctca
aaggacaaca
aactacct gg
aagacaccac
gagaaagaat
attttacacc
gaact gat ga
at cct agaga
atcat ggtca
cttgaattct
agaat gcatt
gacat ggagg
agcccgt cca
act gt ggctt
cggt acagct
cctgtacctg
cctgtctatc
ccccacagca
agt agt gggt
gacaaccctg
aagggcccca
at t ggagcat
cccaggacca
gt cact caga
ggcctctctce

gaggcaggga
aaaattctga
gt acaggcag
gt gt caagac
cagat gccaa
caggtcttca
ggat t gt ggg
gaagacgtca
t ggaacct ct
aaacagaatt
gt ctct ggat
aagccacatc
t ggacaaccc
ttacacagct
ttggctccca
aagat cggcg
agcat gt caa
at cat gccga
gaatttatac
cctttgggtc
aaggagagcg
agt gct ggat
ccaaaat ggc
t gccaagccc
atgtagttga
cgt cgaggac
gcatt aat ag
ccgaccccac
aat at gt aaa
acaat cagcc
at gcagt ggg
ttaacagccc
act accagca
cagct gaaaa
gacaagaagg
act at ggcag
ctggctttaa
ct gat gcact

ctgtgcccag
ccaat gt gct
ccaagat gag
ctatcagatg
gtgcccccga
ctactacgaa
caaagtttgt
aaacat caaa
ggcctttaag
t ct aaaaacc
gactgacctc
tcagttttct
ggagat cagt
aat aaact gg
agct gagaaa
ctgctggggce
gt gcgt ggag
at gcat ccag
gggaccagac
ctgcccaget
taatgtctgc
aggat gt gaa
tggcctcectc
cattgttcga
cacacccagc
caaaaagat c
cccagaaggt
t ccaaaagcc
tcat gt atgc
catgccctac
gtacctcctc
tttggtgcac
gat cacagat
ggggggcaaa
acaccaaagt
caagccttat
ccttccacag
gat agat gct
ccgagaccca
tacagact cc
t gct gat gag
tccectcettg
aaat gggagc
aggtgctgta
ccaatctgtt
cctgcatcca
caaccct gag
tgcact ct gg
ggacttcttc
t gcagagt ac
ggcat cat ac
cacctccact
agcat aactc
ttgggaagtt

cggt cagaga
ctctgcgecg
ctcacccaac
t gt gaagt gg
ttcttaaaga
agaatccctt
gccttageca
cggaacttac
aat at ggat a
at ggacttac
agct gct ggg
caatgttccc
gcggggt gt a
gccacat gca
gat gt caacc
aact acgt gg
gt ggaagaag
aat ggcat ag
cacttcaaat
ggggattctt
gt aaaggaaa
catgctttcg
ttggcggt cg
gat ggggat g
aaaaaact ct
gact gcaagg
cct gagccca
aaat gcaaca
tgccatccag
aact gcat cc
ggcat cat gg
cacctat gcc
gt gt ggccat
ttcatagtgg
aagcgt acac
ggagaagct c
aaagttctgg
gagaaagt aa
aacaaagaaa
cgcctcctgg
ggttgcctcc
aactggtgtg
cgtgacttgg
tttgggct gg
gtgcctatca
gat gt ct gga
gat ggaat cc
ccacctat ct
gat agccgcec
cagcgct acc
aacttttacc
tatcttatcc
agttctctga
tgccgtgtca
acagaggaca
cccaagaggc
gct cct ggaa
tatctcaaca
at ccagaaag
cccaaggaaa
ctacgggt gg
cagct at aaa
tctggtagec
t gat gggctt
gaaggt acat
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3901 caattgatct tcgaactgtg aagattccac aaaaaaggta tccatcgaga acattgtcca
3961 ttggaacaga agtttgcctc atggtgaggt acatagggga aaaaaacaga catat ggagc
4021 ttatatttag ggaactttgg gattcttgtc tttattgatt tgattgatgc actcttgtag
4081 tctggtacac agagttgcct ggagccaact gaccagacag ttggttccac cagctctgca
4141 tcaagagact tccgtggcaa gacaactaaa tgtataagaa gtccatgg
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Blast Result

|E| NCBI logo

PubMed

Entrez

Blast 2 Sequencesresults

BLAST OMIM Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCESRESULTSVERSION BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004]

Match: 1

Mismatch: -2

x_dropoff: | 50

Sequence @i

1

26082143

expect: 10.0000 wordsize: 11 Filter [¥]

gap open: 5 gap extension: 2

Mus musculus 13 days embryo forelimb cDNA, RIKEN full-length enriched library,

Péginalde6

clone:5930404N 10 product:v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, Length 4323 2323)
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian), full insert sequence.

Sequence ;i 31197 Human c-erb-B-2 MRNA Length 4473 (L -
2 4473)
T L 2
41 I
" =]
I
1
NOTE:The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTE:If protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence
Score = 4146 bits (2156), Expect = 0.0
Identities = 3265/3817 (85%, Gﬁps = 3/3817 (0%
Strand = Plus / Plus
] | |
I I |
5’Herstatina
Query: 2 agcct ggt ccagcct gagccat ggggccggagcecgceagt aat cat cat ggagct ggcgge 61
FEEE FEEEEErer terrrr e e e e e e e e e e e e e e e e terrrr e
Shj ct: 129 agccgggt ccagccggagcecat ggggccggagecgcecagt gagcaccat ggagect ggcgge 188
unnaned protein product 1 M E L A A
Query: 62 ctggtgeegttgggggttcctcctcgeect cct gt cccccggagecgegggt acccaagt 121
CEEEEEEE teeeer teerrerreer e e te terrre e e e
Shj ct: 189 cttgtgccgetgggggcetcctcectcgecctcttgecccccggageccgecgagcacccaagt 248
unnaned protein product 6 L CRWGLULULALULPPGAASTOQUV
Query: 122 gtgtaccggtaccgacat gaagttgcgact ccct gccagt cct gagacccacct ggacat 181
FEEFEEEE te tereereer teer terrree e e e terr e
Shj ct: 249 (gtgcaccggcacagacat gaagct gcggct ccct gccagt cccgagacccacct ggacat 308
unnanmed protein product 26 C T GTDMKTULIRLPASUPETMHTLDWM
Query: 182 ct gt caggt ggt gcagggcaattt ggagcttacctacct 241
[ IIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEEEEEEEEEeE or teee te reerrrn
Shj ct: 309 gctccg t ct accagggct gccaggt ggt gcagggaaacct ggaact cacct acct 368
unnaned protein product 46 L R H L Y Q GC QVV QGNLEILTY.L
Query: 242 gcccgcecaat gccagcectctcattcct gcaggacat ccaggaagt ccagggat acat gct 301
CEEE CEErerreeeeer te tereerrrrer ceereeer ve reeer e e
Shj ct: 369 gcccaccaatgccagcectgtccttcctgcaggat at ccaggaggt gcagggcet acgt gct 428
unnaned protein product 66 P T NASL SFL QDI Q EV QGY VL
Query: 302 catcgctcacaaccgagt gaaacacgt cccact gcagaggttgcgcat cgt gagagggac 361
CEEEEEEEEreeer ceeer te teerreerr e e e e e teee ve ree eeer
Shj ct: 429 catcgct cacaaccaagt gaggcaggt cccact gcagaggct gcggatt gt gcgaggcac 488
unnaned protein product 86 I AHNQQVRQVPL QRLIRI VRGT
Query: 362 tcagctctttgaggacaagt atgccct ggct gt gct agacaaccgagaccctttggacaa 421
FEEEEEEEEEEEreeer teereeeeeer tereeeeeee e reeereer e e
Shj ct: 489 ccagctctttgaggacaact at gccct ggccgt gct agacaat ggagacccgct gaacaa 548
unnaned protein product 106 QL FEDNYA AL AV L DNGDUPTIL NN
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Query: 422 cgtcaccaccgccgceccccaggcagaaccccagaagggct gcgggagcet gcagettcgaag 481
FEEEEE 0T FEEEEE TEE FEEEErrr e
Shj ct: 549 t---accacccctgtcacaggggcct ccccaggaggect gcgggagcet gcagettcgaag 605
unnaned protein product 125 T T PVTGASZPGGLIRETL QL R S
Query: 482 tctcacagagat cttgaagggaggagtttt gat ccgt gggaaccct cagctctgctacca 541
CEEEEEEEEEEreeeer ceeer ve teeeeer terreer terrrree e
Shj ct: 606 cctcacagagatcttgaaaggaggggtcttgat ccagcggaacccccagcet ctgctacca 665
unnaned protein product 145 L T EI L KGGVILI QRNZPOQLTCYOQ
Query: 542 ggacatggttttgtggaaggat gtcct ccgt aagaat aaccagct ggct cct gt cgacat 601
FEEEE Erereereereeer tetee teeer terrrree e [
Shj ct: 666 ggacacgattttgtggaaggacatcttccacaagaacaaccagct ggctctcacactgat 725
unnaned protein product 165 DTI L WKWDI FHIKNNWOQOLALTL
Query: 602 ggacaccaatcgttcccgggcctgtccaccttgtgccccaacct gcaaagacaatcactg 661
O e o o O O R B N
Shj ct: 726 agacaccaaccgct ctcgggcctgccacccctgttctccgat gt gt aagggcetcccgetg 785

unnanmed protein product 185 DT NRSIRACMHUPT CSUPMCIKGSRTC

Query: 662 ttggggt gagagt cct gaagact gt cagat cttgact ggcaccat ct gt act agtggetg 721
R AR N R e N N e N R R e Ay

Shj ct: 786 ctggggagagagtt ct gaggatt gt cagagcct gacgcgcact gt ct gt gccggt ggetg 845

unnaned protein product 205 WGESSEDT CQSLTWRTUVCAGSGTC

Query: 722 tgcccggt gcaagggecggcet gcccact gact gt t gccat gagcagt gt gct gcaggetg 781
FEEEEE Fereeeee o terrerer e e e e e teere e e e e e e e

Shj ct: 846 tgcccgcet gcaaggggecact gcccact gact gct gccat gagcagt gt gct gccggetg 905

unnaned protein product 225 AARCIKGPLUPTDT CCHEI QT CAAGSC

Query: 782 cacgggtcccaagcattctgact gact ggcctgectccacttcaatcatagtggtatctg 841
FEEEEE FEreeeer teereeer terrr e e e e e e e e e e e ve v ree

Shj ct: 906 cacgggccccaagcact ctgactgcectggectgectccacttcaaccacagtggcatctg 965

unnaned protein product 245 T GP KHSDT CLACLMHFNMHSGI C

Query: 842 tgagctgcactgcccggecct cat cacct acaacacagacacctt cgagt ccatgctcaa 901
FEEEEEEEEEEreer teeer teerrere e e e e e e e e ve teereee e e

Shj ct: 966 tgagctgcactgcccagcecct ggtcacctacaacacagacacgtttgagtccatgcccaa 1025

unnaned protein product 265 ELHCPALVTYNTW DTV FESMPN

Query: 902 ccctgagggtcgcectacacctttggtgccagcet gt gt gaccacct gecccct acaactacct 961
_ CELEeee teteee te te tererrrereeee s reee terrrr e

Shj ct: 1026 tcccgagggcecggt at acatt cggcgccagcet gt gt gact gcct gt ccct acaact acct 1085

unnaned protein product 285 P EGRYTVFGASTCVTATCUPYNY'L

Query: 962 ctccacggaagt gggat cct gcact ct ggt ct gt cccccgaacaaccaagaggt cacagc 1021
CETEeE cererrreee e e ceerr teee 0 e e e e reerd

Shj ct: 1086 ttctacggacgt gggatcctgcaccctcgtctgecccct gcacaaccaagaggt gacage 1145

unnaned protein product 305 S T bV GSOCTULUVCPLMHNGOGOOEVTA

Query: 1022 t gaggacggaacacagcggt gt gagaaat gcagcaagccct gt gct ggagt at gct at gg 1081
_ CECEE TEEEErr e e e et ceer e e e e e et tert Peerrrrd

Shj ct: 1146 agaggat ggaacacagcggt gt gagaagt gcagcaagccct gt gcccgagt gt gct at gg 1205

unnaned protein product 325 E DGT QRTZ CEI KT CSI KWPTCARVTCYG

Query: 1082 tctgggcat ggagcacct ccgaggggcgagggccat caccagt gacaat at ccaggagtt 1141
FEEEEEEEErEeeeer o reee ve veeeer 0 rereeer terrrrr e
Shj ct: 1206 tctgggcat ggagcactt gcgagaggt gagggcagtt accagt gccaat at ccaggagtt 1265
unnaned protein product 345 L GMEHLR REVIRAVTSANI QEF
3" Herstatina
Query: 1142 tgctggct gcaagaagat ctttgggagectggecatttttgccggagagetttgatgggaa 1201
FEEEEEEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e terrr e e e e e e
Shj ct: 1266 tgctggct gcaagaagat ctttgggagectggcecatttctgccggagagetttgatgggga 1325
unnaned protein product 365 A GCKIKI FGSLAFULUPESZ FDGTD
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Shj ct:
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Query:
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Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
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Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
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Query:
Shj ct:
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Query:

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

1202

1326

385

1262

1386

405

1322

1446

425

1382

1506

445

1442

1566

465

1502 g

1626

485

1562

1686

505

1622

1746

525

1682

1806

545

1742

1866

565

1802

1926

585

1862

1986

605

1922

2046

625

1982
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cccctcctcecggegt t gccccact gaagccagagcat ct ccaagt gt t cgaaaccct gga 1261

CEEteeee 0 reeeer tr teerrerre e Cerrrrree et e e

cccagcect ccaacact geccccget ccagccagagecagct ccaagt gt t t gagact ct gga 1385
PASNTAPLG QPEG QLG QVTFTETTLE

ggagat cacaggttacct atacatttcagcat ggccagagagcttccaagacct cagt gt 1321
CEEEEEEEEEErrrerrererer cereeeeeere veree e e reeerrrr

agagat cacaggttacct at acat ct cagcat ggccggacagcct gcct gacct cagcgt 1445
E Il T GGY L YI S AWPWDSLUPDUL SV

cttccagaaccttcgggt cattcggggacggattctccat gatggtgcttactcattgac 1381

CEEEEEEEeerr 1 re eeteereeeer v oe e te teerr e

cttccagaacct gcaagt aat ccggggacgaat t ct gcacaat ggcgcect act cget gac 1505
F Q N L Q V I R G R | L HNGAY S L T

gt t gcaaggcct ggggatt cact cact ggggct acgct cact gcgggagct gggcagt gg 1441
FEEEEEE FEEr 1 CETEreeeer treeeee et et terrerrrr

cct gcaagggct gggcat cagct ggct ggggcet gecget cact gagggaact gggcagt gg 1565
L Q6L GI S WL GL R SLREIL G S G

att ggct ct cat t caccgecaacacccat ct
FEeee teeee teee teeeeeer
act ggcect cat ccaccat aacacccacct

L AL I HHNTHIL

tt gt aaacact gt acctt gggacca 1501
NN R R AN A AR
t cgt gcacacggt gccct gggacca 1625
FVHTV P WD Q

ctgct
(1111
ctgct

C

tt ccggaacccgcaccaggccct act ccacagt gggaaccggccagaagaggcatg 1561
IIIIII CECEEEEEEereer ee ee teeeeee 1 reeeerrerrr te 1
gctctttcggaacccgcaccaagcet ct gct ccacact gccaaccggccagaggacgagtg 1685

L F RNPHOQOQALULMHTANIRUPEDEC

t ggt ctt gagggct t ggt ct gt aact cact gt gt gcccgt gggecact gct gggg

[l CEEEEE Tee e CEEEE TEEEE T e e e teerd

tgtgggcgagggcctggcctgccaccagctgtgcgcccgagggcactgctggggtccagg 1745
G G L ACHOQQLCARGHTCWGUPG

ggccagg 1621

gcccacccagt gt gt caact gcagt cagtt cct ccggggccaggagt gt gt ggaggagt g 1681

CECETEEEEEErt e e e e e teeer et tereer e terreerr |
gcccacccagt gt gt caact gcagccagtt cct t cggggccaggagt gcgt ggaggaat g 1805
P TQCVNTCSOQFLU RGO QETCVETESC

5" HER2-ECD

ccgagt at ggaaggggct ccccagggagt at gt gaggggcaagcact gt ct gccat gcca 1741

CEEEEEE F reerrrrrrrrrerereeereeer e e tereeer reer e

ccgagt act gcaggggct ccccagggagt at gt gaat gccaggcact gttt gccgt gcca 1865
R VL QGL PR REYVNARMHTCLPCH

ccccgagt gt cagect caaaacagct cggagacct get at ggat cggaggcet gaccagtg 1801

CEETreeeerrerr ee er e et © reer tererr ey

ccct gagt gt cagccccagaat ggct cagt gacct gt t tt ggaccggaggct gaccagtg 1925
P ECQPIOQQNGSVTT CFGPTEADTGOQSC

t gaggct t gt gcccact acaaggact cat ctt cct gt gt ggct cget gccccagt ggt gt 1861

UL teeererreer eeeerr ot ree terer teererrrrrr e
t gt ggcct gt gcccact at aaggaccct ccctt ct gecgt ggceccget gccccageggt gt 1985
V ACAHY KDWPWPFCVARTC CUZPSGV

gaagccagacct ct cct acat gcct a

tctgoga acccggat gaggagggcat at gt ca 1921
CEEEE FEEEEEEEEEre e e teerrn

tctgga

|

gt
O e FEEEreeeeee e
gtttccagat gaggagggcgcat gcca 2045

gaaacct gacct ctcctacat gccca t
FPDETETGATCOQ

al
I
al
K PDL SYMP W K

gccat gccccat caact gcacccact cat gt gt ggacc

CEETEEEEEEr e e e e e crererrnr

gccttgecccat caact gcacccact cct gt gt ggacce
P C P | N C T H S C V D

cgaacgaggct gcccagc 1981
[ 1 FEEEEEEE T
at gacaagggct gccccgc 2105
D DK GTCZPA

tgga
[11

tgg
L

agagcagagagccagcccagt gacatt cat catt gcaact gt ggt gggcgtcctgttgtt 2041
R A e N A e e A R R RO AR R
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Shj ct:
unnaned
Query:
Shj ct:
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Query:
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Query:
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Query:
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pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr ot ei

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

pr oduct

2106

645

2042

2166

665

2102

2226

685

2162

2286

705

2222

2346

725

2282

2406

745

2342

2466

765

2402

2526

785

2462

2586

805

2522

2646

825

2582

2706

845

2642

2766

865

2702 g

2826

885

2762

2886
905
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cgagcagagagccagccct ct gacgt ccat cat ct ct gcggt ggt t ggcat t ct gct ggt
E Q R A S P L T S I | S AV V G I L L V

cct gat cat agt ggt ggt cat t ggaat cct aat caaacgaaggcgacagaagat ccggaa

Frr e e rerereeer teer reeee teerr cee ter FeErrr e
cgt ggt ctt gggggt ggt ct t t gggat cct cat caagcgacggcagcagaagat ccggaa
V VL GV V F G I | K R R Q Q K I R K

gt at accat gcgt aggct gct gcaggagaccgagct ggt ggagccgcet gacgcccagt gg
CEE T Peeer e teeerrrrret ce terre e e e e e e e e e e e e
gtacacgatgcggagactgctgcaggaaacggagctggtggagccgctgacacctagcgg

Y T M RRL L QE T L E P L T P S G

agct gt gcccaaccaggct cagat gcggat cct aaaggagacagagct aaggaagct gaa

CEETrrreerrrrre e ceerreree e e e te ceert teeee Trerrr el
agcgat gcccaaccaggcgcagat gcggat cct gaaagagacggagct gaggaaggt gaa
A MPNOQAQMR I L K E T E L R K V K

ggt caggagcctt cggcact gt ct acaagggcat ¢
I

tgga
Frr e te e teeee e ey
gat ctggcgcttttggcacagt ct acaagggcat ct gga
G S GA F GTVYKGI W

3" HER2-ECD

gaacgt gaaaat ccccgt ggccat caaggt gt t gagggaaaacacat ct cct aaagct aa
CEETEEreeer e teeerr et Cerre e e e e e e e 1 e 1
gaat gt gaaaat t ccagt ggccat caaagt gt t gagggaaaacacat cccccaaagccaa

N V K | P VvV A | K VvV L R ENT S P K A N

ggtgc
[T
ggtge

\%

tg
[
tg

oO—O0

t tc
I I
t tc
L [

caaagaaat cct agat gaagcgt acgt cat ggct ggt gt gg

CEEETEEEEE L teert teeer trerrree et

caaagaaat ct t agacgaagcat acgt gat ggct ggt gt gggc
K E 1 L DEAY V MAGV G

gtt
I
t

cct cct gggcat ct gcct gacat ccacagt gcaget ggt gacacagct t at gccct at gg
CEETEEEEEer e e e e et Cerr e e e e e e e e e e e e e er
ccttctgggcat ctgcct gacat ccacggt gcaget ggt gacacagctt at gccct at gg

L L G I c L T STVQLVTOQLMPY G

ctgccttct ggaccat gt ccgagaacaccgaggt cget t aggct cccaggacct get caa
RN RN A R R NN e N RN O O AR R RN NN A RRR RN
ctgcctcttagaccat gt ccgggaaaaccgcggacgcct gggct cccaggacct get gaa

cCc L L DHVIRENRUGRLGSQDULILN

ctggt gt gt t cagat t gccaaggggat gagct acct ggaggaagt t cggett gt t cacag
CEEEEEE E Frrrr e e et et e e e e e e e et e e e e e et e teert e reerd
ct ggt gt at gcagat t gccaaggggat gagct acct ggaggat gt gcggct cgt acacag

wWCcM™MQIlI AKGMSYLEDVARLVHR

ggacct agct gcccgaaacgt gct agt caagagt cccaaccacgt caagatt accgactt
CEEE T re e e teeerrt e teeeer e e e e e et teeee Trerr reerd
ggactt ggccgcet cggaacgt gct ggt caagagt cccaaccat gt caaaat t acagact t

DL AARNVILVIKSPNWHYV K.I T D F

cgggct ggcacggcet gect ggacat t gat gagact gaat accat gcagat gggggcaaggt
CEVEEEEEE Frrrrreere e ceree te teerr e e e e e et erd
cgggct ggct cgget get ggacat t gacgagacagagt accat gcagat gggggcaaggt

G L A R L L DI D ETEYHAUDG GG K V

cat caagt ggat ggcatt ggaatctattc
IIIIIIIIIIIIIIIIII FEEE T T
gcccat caagt ggat ggcgcet ggagt ccattc
P 1 K WMA L E S

agacgccggt t cacccat cagagt ga
FE TEEEEErr e teerrtnd
cgccggeggt t cacccaccagagt ga
R R R F T H Q S D

tc
I

tc
L

Cc acaaaccttacga

tgggg

FEEEE TEEEEEErrr

t ggggccaaacctt acga
G A K P Y D

—_.——

cctt
1]
cttt
T F

2165

2101

2225

2161

2285

2221

2345

2281

2405

2341

2465

2401

2525

2461

2585

2521

2645

2581

2705

2641

2765

2701

2825

2761

2885

2821

2945
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Query: 2822 tgggat cccagct cgggagat ccct gattt gct ggagaagggagaacgcect acct cagecc 2881
CEEEEEEEEEer ceeeerrereeeer tereeer teeee te re re e e
Shj ct: 2946 tgggat cccagcccgggagat ccct gacct gct ggaaaagggggageggct gccccagec 3005
unnanmed protein product 925 GI P AREI P DLULEIKGEWRLPOQFP
Query: 2882 tccaatctgcaccat cgacgt ct acat gat cat ggt caaat gt t ggat gatt gact ccga 2941
FELEEEEEEreee te terrre e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shj ct: 3006 ccccatctgcaccattgatgtctacatgat cat ggt caaat gttggatgattgactctga 3065
unnanmed protein product 945 PI CTI DVYMI MV KT CWMI DS E
Eco RI
Query: 2942 gcccgagat t ccgggagt t ggt at cggaat cca 3001

tc
[
tc

a —
«Q
2]
(2]
Q
Q
«Q
Q
—
—
(2]
[2]
«Q
«Q
«Q
Q
«Q
—
—
«Q
Q
—
Q
—
(2]
—
Q
Q
Q
=

AR RRRRRRRN N (RAY
Shj ct: 3066
unnanmed protein product 965 CRPRFREIL VS

cccgcat ggccagggaccccca 3125

Query: 3002 gcgctttgtggtcat ccagaacgaggacttaggcccct ccageccccat ggacagcacctt 3061
FCEEEEEEEEEEErrrerreer cereeeer veeerreee tee terrerere e

Shj ct: 3126 gcgctttgtggtcat ccagaat gaggactt gggcccagccagt cccttggacagcacctt 3185

unnaned protein product 985 R FV VI QNEDLGPASUPLDSTF

Query: 3062 ctaccgttcactgct ggaggat gat gacat gggggagct ggt cgat gct gaagagt acct 3121
FEEEEE FEEEEereerrrer tererr e e e e e e e teeee tereeer e reeer

Shj ct: 3186 ctaccgctcactgctggaggacgatgacatgggggacctggtggatgctgaggagtatct 3245

unnanmed protein product 1005 Y RS L L E DDUDMGT DL A E E Y L

Query: 3122 ggtaccccagcagggattcttctccccagaccct gccct aggt act gggagcacagccca 3181
CEEEEEEEErrreee ceeeeer reerreeeeeeer eeteeee e

Shj ct: 3246 ggtaccccagcagggcttcttctgtccagaccctgccccgggcgctgggggcatggtcca 3305

unnanmed protein product 1025 V P Q Q GF F CPDPA G G G V H

Query: 3182 ccgcagacaccgcagct cgt cggccaggagt ggcggt ggt gagcet gacact gggecct gga 3241
CEEEE Ferreeeeeer tr teerrrrrre e e e e e ve terreee e e e

Shj ct: 3306 ccacaggcaccgcagct cat ct accaggagt ggcggt ggggacct gacact agggct gga 3365

unnanmed protein product 1045 HRHRSSSTRSGGSGDILTUL G L E
5" erbB2 wt (P9)

Query: 3242 gccct cggaagaagagccccccagat ct ccact ggect ccct ccgaaggggcet gget ccga 3301
FEEEEE FEree tee teeeeer terrre e e e terrr e
Shj ct: 3366 gccct ct gaagaggaggcccccaggt ct ccact ggcaccct ccgaaggggct ggect ccga 3425

unnanmed protein product 1065 P S EEEAPRSPLAPSETGAGSTD

Query: 3302 tgtgtttgatggtgacctggcagt gggggt aaccaaaggact gcagagcctctctccaca 3361
_ A N e

Shj ct: 3426 tgtatttgatggtgacct gggaat gggggcagccaaggggct gcaaagcct ccccacaca 3485
unnanmed protein product 1085 V F DGDLGMGAAKGLOQSULZPTH

Rsal

Query: 3362 tgacctcagccct ct acagcgfftackhat gaggat cccacatt acct ct gccccccgagac 3421
FEEEE FEEEErrrrrrrrregee e rer e e cereer teee teereer e

Shj ct: 3486 tgaccccagccct ct acagcgt achgt gaggaccccacagt acccct geccct ct gagac 3545

unnanmed protein product 1105 DPSPLQRY S EDU&PTVUZPLZPSET

Query: 3422 tgatggctacgttgetcccctggect gcagcccccageccgagt at gt gaaccagccaga 3481
_ IIIIIIIIIIIIIII FEEEEE PEEEEErrrrer e te tererer e

Shj ct: 3546 tgatggctacgttgcecccccct gacct gcagecccccagect gaat at gt gaaccagccaga 3605
unnaned protein product 1125 DGY VAPLTT CSZPOQPEYVNAOQPD

Query: 3482 ggttcggcectcagtctccecttgaccccagagggt cct ccgect cccat ccgacct get gg 3541
R e NN RN NN NN e AR RNy

Shj ct: 3606 tgttcggccccageccccttcgeccccgagagggecct ct gect get gcccgacct gect gg 3665

unnanmed protein product 1145 V R P QPP SPREGPLUPAARUPASG

Query: 3542 tgctactctagaaagacccaagact ct ct ct cct gggaaaaat ggggtt gt caaagacgt 3601
_ CEE T Feeer teeerr e e e e v reeee teereee e Trerrrererd

Shj ct: 3666 tgccact ct ggaaaggcccaagact ct ct ccccagggaagaat ggggt cgt caaagacgt 3725

unnanmed protein product 1165 A T L ERWPIKTL SPGIKNG GV YV KDV
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3" erbB2 wt (P10)

Query: 3602 ttttgcctttgggggt gct gt ggagaaccct gaat actt agcacccagagcaggcact gc 3661
CEEEEEEErereeeeeer ceeeereeeer ve teeee reeee e e i

Shj ct: 3726 ttttgcctttgggggt gccgt ggagaaccccgagt actt gacaccccagggaggaget gc 3785

unnanmed protein product 1185 FAFGGAVENWPEYLTUWPOQGGAA

Query: 3662 ctctcagccccacccttctcctgecttcagecccagectttgacaacctctattactggga 3721
FEEEEErrrrreerr errr e e e e e e e e e e e terre e e

Shj ct: 3786 ccctcagccccaccctcctcctgecttcagecccagectt cgacaacctctattactggga 3845

unnanmed protein product 1205 P QP HPZPPAFSUPAFUDNLY Y WD

Query: 3722 ccagaact cat cggagcagggt cct ccaccaagt accttt gaagggacccccact gcaga 3781
N A N A RN N N NN N AN A e A e N

Shj ct: 3846 ccaggacccaccagagcggggggct ccacccagcacctt caaagggacacct acggcaga 3905

unnaned protein product 1225 QDPPERGAPPSTUFKGTUPTAE

Query: 3782 gaaccct gagt acct aggcct ggat gt gccagt at ga 3818
FEEEEE FEEEEEeE te teeee teeeeeer e

Shj ct: 3906 gaacccagagt acct gggt ct ggacgt gccagt gt ga 3942

unnanmed protein product 1245 N P E Y L GL DV P VA

Score = 43.0 bits (22), Expect = 6.7
Identities = 36/43 (83%
Strand = Plus / Plus

Il
1l
Query: 3927 tccagggcagccggct at gccaggaacgt gccct gaggaacct 3969
FEEEEEE e e teeererree e er tee teerernnd
Shj ct: 4043 tccaggggaacct gccat gccaggaacct gt cct aaggaacct 4085
CPU ti nme: 0. 05 user secs. 0.01 sys. secs 0.06 total secs
Lanbda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped
Lanbda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:1 -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Sequences: 1

Nunmber of Hits to DB: 653

Number of extensions: 25

Number of successful extensions: 5

Number of sequences better than 10.0: 1
Nunber of HSP's better than 10.0 wi thout gapping: 1
Number of HSP's gapped: 3

Number of HSP's successfully gapped: 2
Number of extra gapped extensions for HSPs above 10.0: 0
Length of query: 4323

Length of database: 13,570, 356, 107

Length adjustnent: 27

Ef fective length of query: 4296

Ef fective I ength of database: 13,570, 356, 080
Ef fective search space: 58298249719680

Ef fective search space used: 58298249719680
Nei ghboring words threshold: O

W ndow for nmultiple hits: 0

X1: 11 (21.1 bits)

X2: 26 (50.0 bits)

X3: 26 (50.0 bits)

S1: 15 (29.5 bits)

S2: 22 (43.0 hits)
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SR
-
‘S o S Nucleotide
PubMed Nucleotide Protein Genome Structure PMC Taxonomy OM Books
search Nucleotide = for
Limits Preview/Index History Clipboard Details
GenBank = all to file -
Range: from begln to end D Reverse complemented strand Features: D SNP D CDD E MGC D HPRD D STS

[11: xM_125954. Reports ...[gi:25071684] The record has been replaced by XM_125954.4

LOCUS XM 125954 4524 bp MRNA i near ROD 24- FEB- 2003
DEFI NI TION Mus muscul us v-erb-b2 erythroblastic | eukem a viral oncogene

hormol og 3 (avian) (Erbb3), nmRNA
ACCESSI ON XM 125954

VERSI ON XM 125954.3 d:25071684
KEYWORDS .
SOURCE Mus nuscul us (house npuse)

ORGANI SM  Mus muscul us
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eutel eostom;
Manmal i a; Eut heria; Rodentia; Sciurognathi; Miridae; Mirinae; Mis.
REFERENCE 1 (bases 1 to 4524)
AUTHORS  NCBI Annot ation Project.
TITLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submitted (17- FEB-2003) National Center for Biotechnol ogy
Information, NIH Bethesda, MD 20894, USA
COVMVENT MODEL REFSEQ  This record is predicted by automated conputati onal
analysis. This record is derived froman annotated genom c sequence
(NT_039502) using gene prediction nmethod: BLAST, supported by nRNA
and EST evi dence.
Al so see:
Docunent ati on of NCBI's Annotation Process

[WARNING On COct 30, 2003 this sequence was replaced by a newer
version gi: 38091004.
On Nov 19, 2002 this sequence version replaced gi: 23620603.
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..4524
/ or gani sn="Mus nuscul us"
/ nol _type="nmRNA"
/ strai n="C57BL/ 6J"
/ db_xr ef ="t axon: 10090"
/ chr onbsone="10"
ene 1..4524
/ gene="FEr bb3"
/ db_xr ef =" Genel D: 13867"
/db_xref="M3:95411"
CDS 334..2679
/ gene="FEr bb3"
/ codon_start=1
/ product="v-erb-b2 erythroblastic | eukem a viral oncogene
horol og 3"
[ protein_id="XP_125954. 1"
/db_xref="d:20867763"
/ db_xr ef =" Genel D: 13867"
/db_xref="Md:95411"
/transl ati on=" MEGTSTCNGSGSDACARCAHFRDGPHCVNSCPHG LGAKGPI YK
YPDAQNECRPCHENCT QGCKGPEL QDCL GQAEVLMSKPHLVI AVTVGLTVI FLI LGGS
FLYWRGRRI QNKRAMRRYL ERGESI EPLDPSEKANKVLARI FKETELRKLKVLGSGVF
GT'VHKG W PEGESI Kl PVCI KVI EDKSGRQSFQAVTDHMLAVGSLDHAHI VRLLGLC
PGSSLQLVTQYLPLGSLLDHVRQHRETLGPQLLLNWGVQ AKGWYYL EEHSMVHRDLA
L RNVMLKSPSQVQVADFGVADL L PPDDKQLLHSEAKTPI KWWAL ESI HFGKYTHQSDV
WEYGVTWWELMIFGAEPYAGLRLAEI PDLLEKGERLAQPQ CTlI DVYMWMWKCWM DE
NI RPTFKELANEFTRVARDPPRYLVI KRASGPG PPAAEPSAL STKEL QDAELEPDLD
LDLDVEVEEEGLATTLGSALSLPTGTLTRPRGSQSLL SPSSGYMPMNQSNL GEACLDS
AVLGGREQFSRPI SLHPI PRGRQT SESSEGHVTGSEAEL QERVSMCRSRSRSRSPRPR
GDSAYHSQRHSLLTPVTPL SPPGLEEEDGNGYVMPDTHLRGTSSSREGTL SSVGELSSV
L GTEEEDEDEEYEYM\RKRRGSPARPPRPGSL EEL GYEYMDVGSDL SASL GSTQSCPL
HPMAI VPSAGT TPDEDYEYMNRRRGAGGSGGDYAAMGACPAAEQGYEEMRAFQGPGHQ
APHVRYARLKTLRSL EATDSAFDNPDYWHSRL FPKANAQRI "
msc_feature 346..435
/ gene="FEr bb3"
/ note="FU;, Region: Furin-like repeats"
/ db_xr ef =" CDD: snart 00261"
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i feature

i feature

i feature

i feature

ORIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

gaaattagtg
ct gaact gga
cggcct ctgg
ggat gct ggg
gtctgtgtga

t cgggct ccg
agctgccccce
aat gagt gcc
gactgtttag
gt aggact ga
aggattcaga
ct ggacccaa
aggaaactta
cccgagggt g
cggcagagt t
cacattgtac
ttgcctctgg
ctgctgctca
atggtgcata
gt ggcagat t
gaggccaaga
caccagagt g
gagccct acg
ttagcacagc
at t gacgaga
cgggacccac
gcagagccat
gacct cgacc
ctcagcttgc
t cgt ct ggat
gttttggggy
cgt caaacgt
agagt at caa
gcctaccatt
tt agaggaag
tcttcccggg
gaagat gaag
ccccccagac
ctcagtgctt
tctgctggeca
ggt t ccggag
gaaat gcgag
aaaact ctgc
agcaggcttt
ggggaacat t
t gaggtccca
tcgt cacaaa
ggaaagagaa
ggagat at ga
actcttaaac
gagaaaaagt
aaagctttga
t gagccaggc
tttgt gaggt
aacaggt ccc
atttttaata
ccatcttaac
tgatttttct

775..1431

/ gene="FEr bb3"

/ not e="SPS1; Region: Serine/threonine protein kinase
[General function prediction only / Signal transduction
mechani sns / Transcription / DNA replication

reconbi nation, and repair]"

/ db_xr ef =" CDD: COX0515"

778..1548

/ gene="FEr bb3"

/ not e="Tyr Kc; Regi on: Tyrosine kinase, catalytic domain"
/ db_xr ef =" CDD: snart 00219"

778..1536

/ gene="FEr bb3"

/ not e="pki nase; Region: Protein kinase donain"

/ db_xr ef =" CDD: pf anD0069"

778..1536

/ gene="FEr bb3"

/I note="S TKc; Regi on: Serine/ Threoni ne protein kinases
catal ytic domain"

/ db_xr ef =" CDD: snmar t 00220"

5" erbB3

Ctgggcgi gt ctacataagt gccaatcagc aactttgtta ccaccactct
ccagacttct gcgggggccc gcagaggaga gactt caagtacaac peo |

gagaat gcgt ggcagagggc aaagtgtgtg atccactgig ctcctctggg
gcccaggece tggtcagtge ttgtcttgtc gaaactacag ccgggaaggt

ctcactgcaa cgttctgcaa ggggaacccc gagagtttgt tcatgaggct 3" erbB3

cc agaatgccag cccatggagg gcaccagcac gtgcaatggce
acgcttgtgc tcgatgecgec cattttcgtg atgggcccca ctgtgtgaac
at ggaat cct aggtgccaaa ggtccaatct acaaatatcc agatgctcag
ggccct gcca cgagaact gc acccaagggt gtaagggacc agaactacaa
gccaagcaga ggtattaatg agcaaaccac acctggtcat agcggtgaca
ctgtgatctt cctgattctg ggaggctctt ttctctattg gcgtggacgce
at aaaagggc tatgagacgc tacttggagc ggggt gagag catcgagect
gcgagaaggc aaacaaagtc ttggctagaa tcttcaaaga gacagagctg
aggtgcttgg ctctggtgtc tttggaactg tacacaaggg gatttggatt
aatccatcaa gattccagtc tgcattaaag tcatcgagga caagagtggg
ttcaggct gt gactgatcac atgctggccg tcggcagcct ggaccatgec
ggctgct ggg actgtgccca gggtcatctc tgcagettgt cactcagtac
gctctctcct tgatcatgta agacagcacc gtgagacact gggaccacag
act ggggagt acaaattgcc aagggtatgt attacctcga ggaacacagc
gggaccttgc gctccggaat gtgatgctta agtcaccgag tcaagtccag
ttggtgtggc tgacttgctg ccgccagatg acaagcagtt actacacagt
ctccaattaa atggatggcc cttgagagta tccactttgg gaaatacaca
atgtctggag ttacggtgta accgtttggg agttgatgac cttcggggca
cagggctacg actggctgaa ataccagacc tgctggagaa gggagagcgg
cccagatctg caccattgac gtctacatgg tcatggtcaa gtgttggatg
atattcgccc aacctttaaa gaactggcca atgagtttac caggatggcc
caaggt atct ggtcatcaag agagcgagtg ggcctggaat acctcctgca
ctgctctgag caccaaagag ttgcaggatg cagagct gga gccagacctg
t agacgt gga ggt agaagag gagggcctgg cgaccacact gggttctgec
ctacaggaac gcttacccgg ccacgtggga gccagagtct tttaagtcct
acatgcccat gaaccagagc aaccttgggg aggcttgtct ggattctgcg
gt cgcgaaca gttctcccgt cccatctctc tgcacccgat cccacggggg
cagagt cat c agagggccat gtgacgggct ctgaggctga actccaagag
t gt gt aggag ccggagccgg agccggagcc cacggccacg tggggacagt
cgcagcgaca cagcctgctt actcccgtca ccccgetctc cccaccaggg
aggat ggcaa tggttatgtc atgccagata cgcacctcag aggtacatcc
aaggcaccct ttcgtcagta ggtctcagtt ctgtgctggg taccgaagag
at gaggagt a t gaat acat g aaccggaaga ggaggggtag cccggct cgg
ctggttccct ggaagagctg ggctatgagt acatggatgt gggttcagac
ctctgggcag tacgcagagt tgcccactcc atcccatggc catcgtgecc
cgact ccaga tgaggactat gaatacatga accgcaggcg tggtgcgggce
gggattatgc agctatgggg gcctgcccag cagctgaaca agggt at gag
ctttccaggg gcctggacat caagcccccc atgttcgtta tgcccgectc
gtagtttaga agccactgac tccgcctttg acaaccccga ttactggeat
tccctaaggc taacgcccag agaatttgac ctcggttcct tgagactctt
t gat ggcagc tagtgcctct ttgagggtaa cccttcctca cccctttcte
cctccatttc tccaagaatg ccatctagtt cttggagatt tgtcaacata
ctttttgcgg tacatagccg gectgtgcact ctcttctctt cccaagccta
gtttccctgt gtctctccet tcctgatcece gttcctcagg gagactccct
aggattactc tccagaccct ttctctcagg ctcttactca ttgggattag
tttgcctttc ttccccaatc agactctaaa gaaggggaga tgaaagagaa
aagacttttg tttatgagac ttttaatccc agaggaagat tgagaagctc
ggagt gaagt taggagtagg taccagtgac tacgaactga acatgcactg
atcctcatac tgaaccccac ctacattgtc tcagttataa tctttccagt
agaactgatc ctgtttcacc aatatggaat ctgagtgttc caagatagcc
ggaatctttg aatagtactg aatcctgtag ggtttttttt ttcttttaat
tttttttaat attcagtaaa caaaactgaa ttctgtgatt agtgactttt
taagaactta ttgttctttt tagtttgagg tgacacagca gaggttgtac
atttttctaa tttaatggat ttgttattat agacattaca accccccccc
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3541 ccgtgaagtc
3601 aattaatagc
3661 caagt act at
3721 agcaaat agg
3781 caggagaggc
3841 ggattattta
3901 tactaaaact
3961 gccacaggtc
4021 gtatgtgtagt
4081 ggccttcaac
4141 gtgagcttcce
4201 ttcctccagce
4261 ctagacattt
4321 caattcgcaa
4381 cttctggtgg
4441 ggggggaat g
4501 taaaaatgtc
/1

Feb 9 2005 14:31:10

aagaatttcc accttttctc aaacaaaaaa
aggacttgcc ctttgggccc attcttaggt
gagatctgtc agtcaatcta ataaccaggc
ttattcagtg cgggtgtacc aggcagagat
cggctgtgat ttcatcgtge tattcagaat
tttcaggaac ttgtcactca gcatgtttca
gt ggacagca aaacctcaga aaat ggggaa
caggattcaa aatcctccca attcccatgc
gt gt gt aaag ccgggcct gg cgact ggect
tccacacaca gcaatcccat cttcacctct
agactccgtt tgttggtgca ctgaatcaag
acccaggcct ctcatctcag gaaggagt gg
ttgtgtaagc tgcaggccat ttacgttgca
aggttccaag actcctattt tgggagctgt
gat agaaaga ggatccatct tcaaacctca
tcttcttgta ccattaaagt ttttttgttt tgtttttata

agagtttttt tgtt
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ccatttcttt
aagat gaggg
aggt aatt aa
gattcatcta
gggtactatg
gat gacagtt
ttgagccttg
ctgtgattta
gcaact gt gt
caaaggct gt
caaat gcagc
agat gacaca
gat acacact
tct caaccag
agtcttcctg
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gacacatttg
tctttgagca
gt ggct caag
ccaagt ggaa
taaact gt aa
gaccacaggt
aagaagcaaa
act at aaagt
agcccaggat
ggct acat gt
cagccacgtt
ggacaagt aa
cattacaagc
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Blast 2 Sequencesresults

BLAST OMIM Taxonomy Structure

BLAST 2 SEQUENCESRESULTSVERSION BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004]

Match: 1

x_dropoff: | 30

Mismatch: -2

expect: 10.0000 wordsize: 11 Filter [¥]

gap open: 5

gap extension: 2

Sequence . .
1 914176734 Rat erbB4 Length 4060 ;)
Sequence gi Mus musculus similar to receptor tyrosine kinase [Rattus norvegicus] Lenath 1284 1.
2 23622469 (LOC241079), mRNA g 1284)
\ n 2 (=]
1
NOTE:The statistics (bitscore and expect value) is calculated based on the size of nr database
NOTE:If protein trandlation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence
Score = 2123 bits (1104), Expect = 0.0
Identities = 1224/1284 (95%
Strand = Plus / Plus
[ |
| |
Query: 2677 atgccaattaaat ggat ggct ct ggaat gt at acatt at aggaaatt cacacat caaagc 272
_ FEEEEEEEEEEEEEErr e e e e e e et e e e e e e e e e
Shj ct: 1 at gccaat t aaat ggat ggct ct ggaat gt at acat t at aggaaat t cacacat caaagt 60
simlar to receptor tyrosine ki> 1 M PI KWMALET CI HYRKFTHOQS
Query: 2737 gatgtttggagctacggt gt cact at at gggaact gat gaccttt ggaggaaagccctat 27¢
FEEEEEEEEEEEeE te terre e et e e e e e e e e e e
Shj ct: 61 gat gttt ggagct at ggcgt cact at at gggaact gat gaccttt ggaggaaagccctat 12(
simlar to receptor tyrosine ki> 21 DV WSYGVTI WELMMTFGGIKPY
Query: 2797 gatggaattccaacgcgagaaatccctgatttattagagaagggagagcgtttgcctcaa 28t
_ CEEEEEEEEEEEer teereereerr vereer treeee tereereer teeer
Shj ct: 121 gatggaattccaacccgagaaat ccccgatttact ggagaaaggagagcgtctgcctcag 18C
simlar to receptor tyrosine ki> 41 DGI PTREI P DULLEZKGEIRTLPAOQ
Query: 2857 cctcccatctgcactattgacgtttacat cgtcat ggtcaaat gttggat gatcgatget 291
FEEEEEEEEEEEEEEeeeer cerreeer terrrr e e e e e e e e e e
Shj ct: 181 cctcccatctgcactattgatgtttacatggtcatggtcaaatgttggatgatcgatget 24C
simlar to receptor tyrosine ki> 61 pPI CTI DVYMVMVKTC CWMI DA
Query: 2917 cag aat t caaagaact ggct gct gagtt tt caaggat ggct agagaccct 297
_ FEEEEEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e teree e
Shj ct: 241 gacagcagacct aaattcaaagaact ggct gctgagtttt caagaat ggct agagaccct 30C
simlar to receptor tyrosine ki> 81 DS RPIKFIKELAAETFS SIRMARTIDP
Query: 2977 caaagat acct agt aatt cagggggat gat cgcat gaagct t cccagt ccaaacgacagc 302
FEEEEEEEEEEEEE teereeer tereeee s terrr e e e e et
Shj ct: 301 caaagatacctagttattcagggt gat gat cgtat gaagcttcccagtccaaat gacagc 36C
simlar to receptor tyrosine ki> 101 QRYL VI QGDDIRMKILPS P ND S
Query: 3037 aaattcttccag ctcttggat gaagaggat t t ggaagat at gat ggacgct gaggaa 30¢
FEEEEEEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e teeee et
Shj ct: 361 aaattcttccagaatctcttggatgaagaggatttggaagacat gat ggatgct gaggaa 42C
simlar to receptor tyrosine ki> 121 K F Q NL L DEEDLETDMMDAE E
Query: 3097 tatttggtcccccaggctttcaatatcccacctcctatctacacat ccagaacaagaatt 31F
FEEEEEEEEEEEErrrrree e e ve ve teeer terrer e
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Shj ct:
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Shj ct:
simlar
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Shj ct:
simlar
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simlar
Query:
Shj ct:
simlar
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Query:
Shj ct:
simlar
Query:

Shj ct:
simlar

file://1:\erbB4%20bl ast%20ali gnment%20rat%20mouse.htm

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

receptor

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

tyrosi

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

k

Pégina2de 3

5erbB4
421 tatttggtcccccaggctttcaacatacctcctcccatctacacatccagaacaagaatt 48C
141 Y L VP QA F NI P P PI Y TS RTR
3157 gact ccaat aggagt gaaat t ggacacagccct cct cct gcct acacccccat gt cggga 321
FEEEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e
481 gactccaat aggagt gaaatt ggacacagccctcctcctgectacacccccat gt cggga 54C
161 D S N R S E | G HSPPPAYTWPMS G
Rsa |
3217 agtcagtttgtjgt ac¢aggat gggggtttcgct acacaacaaggaat gcccat gccctac 327
FEEEEEEEErg rree ceeeeeer te terrer e e e e
541 aatcagtttgtjgt ac¢aagat gggggctttgct acacaacaaggaat gcccat gccctac 60C
181 N Q F ™Q D GG F ATQQGMPMP Y
3" erbB4
3277 acagccacaaccagcaccat accagaggct ccagt cgcccagggt gcaacggct gagatg 332
FEEEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e v terr e e
601 agagccacaaccagcaccat accagaggct ccagt agct cagggt gcaacggct gagatg 66C
201 R AT T S T I P E APV A QGATAEWM
3337 tttgatgactcctgctgtaatggtaccctgcgaaagccagt ggt accccacgt ccaagag 33¢
FEEEEEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e erre e e e e e teeeer teerrrr
661 tttgatgactcctgctgtaatggtaccctacgaaagccagtggcaccccatgtccaagag 72C
221 F DDSCUCNGTULIRIKWPVAPHVOQE
3397 g gaggt at agt gccgaccccacagt gtt cgccccagaacggaaccca 34E&
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEPEEEEEEEEEEEE e e e e e
721 agcact cagaggt at agt gct gat cccacagt gt t cgccccagaacggaat cct 78C
241 D S S T QRY SADWPTVVFAPEIRNP
3457 cgagcagaact ggat gaagaaggct acat gact cccat gcat gacaagccaaaacaagaa 351
FEEE TEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e terre e v
781 cgaggagaact ggat gaagaaggct acat gact ccaat gcat gacaagcccaaacaagaa 84(
261 R GEL DEEGYMTWPMHUDIKP K QE
3517 tatct ggaagagaaccctttt gt gt cccggaggaagaat ggagaccttcaa 357
FEEEEEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e terr e e
841 g gt ggaagagaaccctttt gt gt cccgaaggaagaat ggagat cttcaa 90C
281 Y L NPV EENWPVFV SRRIKNGDIL Q
3577 gctttagat aat ccagagt at cacagcgcttccagcggt ccccccaaggcagaggat gag 362
FEEEEEEEEEEEEE terrree e e terrr e e e e e e teeeee e tererrr
901 gctttagataatccggagtat cacagtgcttccagcggt ccacccaaggcggaggat gaa 96C
301 A L DNWPIEYHSASSGUPUPKAEDE
3637 tacgtgaatgagcccctttatctcaacaccttcaccaacgcecttgggaaat gcagagtac 36¢
FEEEEEEEEEEeeE te te teererer e e e teee tereeee et rereee e
961 tacgtgaatgagcctctatacctcaacaccttcgccaatgecttggggagt gcagagtac 10z
321 Y VN EPL YL NTUFANALGSATEY
3697 at gaaaaacagcttact gtct gt gccagagaaagccaagaaagcatttgacaaccccgac 37%
FEEEEEEEEEE  trrrrr e e e e e e e e e e
1021 at gaaaaacagt gt act gt ct gt gccagagaaagccaagaaagcatttgacaaccccgac 10¢
341 M KNSV L SV PEIKAIKIKAFUDNUPD
3757 t gccaccccggagcact ctt cagcacccagact acct gcaggaa 381
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEEEEEEEEEEEE e
1081 t agcct gccaccccggagcaccct t cagcacccagact acct gcaggaa 114
361 MI N H S L PPRSTULQHUPDYL QE
3817 tacagcacaaaatatttttataaacagaat ggacggat ccgccct att gt ggcagagaat 387
FEEEEEEEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e terre e
1141 tacagcacaaaatatttttataaacagaat ggacggat ccgccccatt gt ggcagagaat 12C
381 Y S T K Y FY K QN G R I R P I V A E N
3877 cctgagtacctctcagagttctcgct gaagccaggcact at gct gccccctccgecctac 392
FEEEEEEEEEEEEE terrrre e e e e e e e terr e e e e e
1201 cctgagtacctctcggagttctcgct gaagcct ggcact at gct gccccctccgeecctac 12€
401 P EYL S EFSLKWPGTML P PP PY
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Query: 3937 agacaccggaat act gt ggt gt ga 3960
AR RRRRRRRN RN
Shj ct: 1261 agacaccggaat actgtggtgtga 1284
simlar to receptor tyrosine ki> 421 R HR N T V VA
CPU ti me: 0. 06 user secs. 0.00 sys. secs 0.06 total secs
Lanmbda K H
1.33 0.621 1.12
Gapped
Lanmbda K H
1.33 0.621 1.12

Matrix: blastn matrix:1 -2

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Sequences: 1

Number of Hits to DB: 279

Number of extensions: 4

Nunber of successful extensions: 1

Nunmber of sequences better than 10.0: 1
Nunber of HSP's better than 10.0 wi thout gapping: 1
Number of HSP's gapped: 1

Nunber of HSP's successfully gapped: 1
Number of extra gapped extensions for HSPs above 10.0: 0
Length of query: 4060

Length of database: 13,570, 356, 107

Length adjustnent: 27

Effective length of query: 4033

Ef fective I ength of database: 13,570, 356, 080
Ef fective search space: 54729246070640

Ef fective search space used: 54729246070640
Nei ghboring words threshold: O

Wndow for nmultiple hits: O

X1: 11 (21.1 bits)

X2: 15 (28.8 bits)

X3: 26 (50.0 bits)

S1: 13 (25.7 hits)

S2: 22 (43.0 hits)
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