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Resumen 

 

Receptores con actividad de quinasa en tirosina tipo I, 

erbB1, erbB2, erbB3, erbB4, 

en la diferenciación adipocítica de las células Swiss 3T3-L1. 

 

Resumen 

 

La alta incidencia de la obesidad, y las patologías 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 tejido adiposo sufren, en presencia de glucosa y otros factores hormonales, el proceso 

adipogénico, el cual los convierte en células adiposas o adipocitos. El adipocito no es 

sólo un reservorio de energía extra sino además y principalmente un centro de regulación 

metabólica. Cuando el tejido adiposo no puede acomodar este exceso lipídico, la grasa se 

deposita anormalmente en otros tejidos, condición conocida como obesidad. Por este 

motivo el estudio de los mecanismos involucrados en la proliferación y en la 

diferenciación de estas células puede contribuir al tratamiento de las patologías antes 

mencionadas. Con este objetivo, la participación en este proceso de distintos factores de 

crecimiento, como la insulina, el IGF-1 y el EGF, se ha estudiado profundamente tanto 

en experimentos in vivo como in vitro. En el presente estudio se demostró que la 

modulación de erbB2 durante la proliferación e inducción adipogénica de preadipocitos 

tiene un papel fundamental en el proceso adipogénico. Se utilizó como modelo la línea 

celular murina Swiss 3T3-L1, la cual espontáneamente o por inducción  hormonal 

diferencia a adipocitos. Se estudiaron los receptores con actividad de tirosina quinasa tipo 

I, erbB1/EGFR, erbB2, erbB3 y erbB4 y ligandos, heregulina y EGF, en cuanto a 

expresión, activación y modulación durante el proceso adipogénico. Se demostró por 

primera vez en las células 3T3-L1 expresión de los ARNm para erbB2, EGFR y erbB3. A 

nivel proteico, la expresión de erbB2 y EGFR aumentó durante la etapa proliferativa, 

disminuyendo significativamente en respuesta a la inducción adipogénica post-arresto 

celular (por tratamiento con MIX y dexametasona en presencia de suero fetal bovino), 

demostrando un patrón de regulación similar. El avance hacia el estado diferenciado se 

acompañó de un aumento en la expresión de heregulina en su forma madura. Esta misma 

expresión endógena de heregulina posiblemente impidiera la activación de erbB2 en 

respuesta a la misma, mientras que tanto erbB2 como EGFR sí se fosforilaron en tirosina 
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en respuesta a EGF, formando además un heterodímero entre ellos. Este resultado 

demostró que la interacción de estos receptores es posible en estas células. La 

participación funcional de erbB2 en este modelo quedó demostrada por experimentos de 

inhibición farmacológica del receptor. Con la utilización de las tirfostinas AG 825 y AG 

879 durante la proliferación de las células 3T3-L1 se observó una inhibición de la 

proliferación de las mismas, demostrando la participación de erbB2 en dicho proceso. La 

inhibición del receptor durante la inducción adipogénica potenció el efecto de los 

inductores aunque no es capaz de reemplazarlos, aportando más evidencias de que la 

disminución de la expresión y/o activación de erbB2 favorecería el proceso adipogénico. 

La inducción adipogénica también activó tres vías diferentes de señalización: MAPK, 

JNK y p38. La expresión de erbB2 se vió aún más inhibida por el tratamiento con 

inhibidores de MAPK (PD98059) y JNK (SP600124). La activación de estas quinasas en 

respuesta a la inducción posiblemente retrasaría la disminución de erbB2, o 

alternativamente, otras vías de señalización no estudiadas en el presente trabajo estarían 

involucradas en dicho proceso. Estos resultados aportan la primera evidencia del papel de 

erbB2 en la diferenciación adipocítica. 

 

Palabras clave: EGFR/erbB1; erbB2; fibroblastos; proliferación; adipogénesis; 

diferenciación 
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Type I tirosine kinase receptors, 

erbB1, erbB2, erbB3, erbB4, 

in the adipogenic differentiation of Swiss 3T3-L1 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 treatment 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 cell line 

was utilized, which either spontaneously or hormonally induced differentiates into 

adipocytes. Receptors with tyrosine kinase type I activity were studied, erbB1/EGFR, 

erbB2, erbB3 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 mARN 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 expresión 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 
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participation of erbB2 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, alternatively, 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/erbB1; erbB2; fibroblasts; proliferation; adipogenesis; 

differentiation. 
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Introducción 

 

1. Receptores de 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/HER1, y las 

proteínas relacionadas erbB2/HER2/neu, erbB3/HER3 y erbB4/HER4 pertenecen a la 

superfamilia de receptores con actividad intrínseca de quinasa en tirosina (RTK), 

subclase I. EGFR es el homólogo celular del oncogen v-erbB y fue el primero de los 

erbBs en ser clonado (Ullrich et al. 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 al. 1981) y luego se halló su homólogo celular 

erbB2 (Coussens et al. 1985).  

Todos comparten una estructura similar y una alta homología en la secuencia 

primaria de sus distintos dominios (Figura 1): un dominio extracelular de unión al 

ligando que se encuentra glicosilado, un único dominio de transmembrana y un 

dominio citoplasmático con actividad de quinasa (Brennan et al. 2000). En el 

dominio extracelular se han identificado cuatro subdominios: los subdominios I (L1) 

y III (L2) median la unión del ligando y los subdominios ricos en cisteínas II (S1) y 

IV (S2) participan de la dimerización (Citri et al. 2003).  

Una familia de ligandos, los factores de crecimiento similares a EGF, pueden 

unirse a la porción extracelular de los receptores erbB y desencadenar la formación 

de homo o heterodímeros entre los mismos, siendo erbB2 el compañero preferido de 

dimerización (Graus-Porta et al. 1997) aunque hasta la fecha no se le conoce ligando 

alguno. ErbB3 tiene la particularidad de no poder transmitir señal porque su quinasa 

es deficiente. La dimerización entre los erbBs estimula la actividad quinasa y dispara 

la fosforilación propia y cruzada de residuos específicos de tirosina en el dominio 

citoplasmático. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de acople para 

moléculas de señalización involucradas en la transmisión de las señales externas 

hacia el núcleo celular, donde en última instancia modularán la expresión génica 

como respuesta biológica a la activación del receptor.  

Los receptores erbB se expresan en una variedad de tejidos de origen epitelial, 

mesenquimático y neural, donde juegan papeles fundamentales en desarrollo, 

proliferación, diferenciación y carcinogénesis (Olayioye et al. 2000). La 

desregulación de los mismos, especialmente de erbB1/EGFR y erbB2, generalmente 
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por amplificación y/o sobreexpresión, puede afectar el fenotipo celular y contribuir a 

la transformación maligna (Di Fiore et al. 1987; Di Fiore et al. 1988). Los erbBs se 

han correlacionado con la transformación neoplásica en numerosos tipos de cáncer 

humanos. Se ha encontrado que HER2 está amplificado en adenocarcinomas 

gástricos, mamarios o salivales. La amplificación de HER2 en cáncer de mama 

humano está unida a una mayor agresividad del tumor (Slamon et al. 1986). HER2 se 

encuentra sobreexpresado en una variedad de líneas celulares de cáncer de mama sin 

que esto vaya acompañado de una amplificación génica (Kraus et al. 1987). Esta gran 

cantidad de datos sugiere que el análisis de los mecanismos que controlan la 

expresión de los genes que codifican para receptores de factores de crecimiento es de 

suma importancia para comprender tanto la proliferación normal como la progresión 

maligna. 

La familia erbB ha evolucionado desde una única combinación ligando-

receptor en Caenorhabditis elegans, pasando por un receptor y cuatro ligandos en 

Drosophila melanogaster, hasta cuatro receptores y múltiples ligandos en 

vertebrados, permitiendo, en consecuencia, numerosas combinaciones homo u 

heterodiméricas, otorgando así un mayor grado de diversidad en la transmisión de la 

señal. 

 

Figura 1. Representación esquemática de la organización estructural de los receptores 
erbB y su homología. Todos comparten un alto grado de homología estructural primaria y 
terciaria en el dominio quinasa (RTK) y en menor medida, en el dominio extracelular (L1, 
S1, L2 y S2). La región C-terminal (último segmento) es la más variable entre estos 
receptores. 
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1.2. Ligandos de receptores erbB 

Los receptores erbB son activados por ligandos conocidos como factores de 

crecimiento relacionados a EGF, producidos como precursores de membrana, 

procesados y liberados por proteólisis limitada. La presencia de un solo dominio 

similar a EGF es suficiente para darles especificidad de unión.  

Se clasifican de acuerdo al receptor al 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), al EGFR y erbB4; 

neuregulinas 1 y 2 (NRG) a erbB3 y erbB4 (Carraway, III & Burden 1995); y NRG 3 

y 4 al 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 reflejan los diferentes sistemas en dónde 

este ligando se describió por primera vez (Burden & Yarden 1997; Holmes et al. 

1992). 

A pesar de los esfuerzos, no se ha encontrado aún un ligando específico para 

erbB2. Todas las evidencias apuntan a la función de correceptor, siendo el compañero 

de heterodimerización preferido entre los erbBs (Graus-Porta et al. 1997; Tzahar et 

al. 1996) y potenciando la señal emanada a través de los mismos (Graus-Porta et al. 

1995). Los ligandos erbB son bivalentes, una propiedad que determina qué dímeros 

se forman y, por ende, las cascadas de señalización activadas (Riese & Stern 1998). 

Una segunda propiedad de los ligandos erbB es la afinidad de “binding” o unión 

diferencial que tiene cada uno de ellos, la cual determina la fuerza de la señal y la 

duración de la misma. Y una tercera propiedad es la estabilidad a pH de la interacción 

receptor-ligando, lo cual determinará el tráfico intracelular del receptor. Por ejemplo, 

ligandos como el EGF, cuya interacción con el receptor es relativamente resistente a 

pH, dirigen el EGFR hacia la vía lisosomal, mientras que TGFa y NRG1, los cuales 

se disocian a pH endosomal, producen el reciclado del receptor a membrana 

(Olayioye et al. 2000). 

Los dímeros se determinan por la naturaleza del ligando y el complemento 

celular de receptores erbBs. Los heterodímeros que contienen erbB2 muestran mayor 

afinidad, es decir, se ven más favorecidos, debido a una menor velocidad de 

“apagado” (Karunagaran et al. 1996) y a una conformación constitutivamente 

activada de erbB2, que se traduce en la activación prolongada de las vías de 

señalización río abajo (Beerli et al. 1995; Graus-Porta et al. 1995). Además, las 
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respuestas biológicas de proliferación, diferenciación, migración/invasión, están 

estimuladas en células que expresan erbB2.  

A excepción de EGF, el cual puede encontrarse en varios fluidos corporales, 

los ligandos erbB actúan a distancias cortas, de manera autócrina y/o parácrina. Dado 

que una manera de controlar su actividad es a través de su disponibilidad, la mayoría 

de estos factores tiene patrones de expresión específicos dependiendo del órgano o 

estadio de desarrollo del que se trate. Algunos, como NRG1, se expresan vastamente 

(Meyer & Birchmeier 1995), otros son más estrictos. Por ejemplo, el páncreas 

produce grandes cantidades de NRG4 mientras que la expresión de NRG3 está 

restringida al sistema nervioso. 

Existe un cierto grado de “overlapping” o superposición y hasta, podría 

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 

cooperación de varios de ellos, como en la diferenciación funcional de la glándula 

mamaria. 

 
 
Figura 2. Especificidad de unión de los ligandos de los receptores erbB. Existen cuatro 
categorías de factores de crecimiento realcionados al EGF: EGF, AR y TGF?  se unen a 
erbB1/EGFR; BTC, HB-EGF y EPR, a EGFR y erbB4; NRG1 y NRG2 a erbB3 y erbB4; 
NRG3 y NRG4 a erbB4.  
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1.3. Mecanismos de transducción señales de receptores erbB 

La unión del ligando al receptor produce dimerización, activación de la 

actividad quinasa y autofosforilación de residuos específicos de tirosina en el extremo 

C-terminal (Brennan et al. 2000; Sweeney & Carraway, III 2000) los cuales proveen 

sitios de acople para proteínas con dominios SH2 (Src homology 2) o PTB 

(phosphotyrosine binding domain). Entre las mismas se incluyen proteínas 

adaptadoras como Shc, Grb2, Grb7 y Gab1; 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 patrón distintivo de sitios de autofosforilación (Figura 3) y 

cada ligando produce un determinado arreglo de tirosinas fosforiladas (Figura 4). 

Aún así, existe un buen grado de superposición en las vías de transducción de señales 

que activan. De hecho, todos los erbBs activan la vía de las MAPKs (mitogen-

activated protein kinase) a través de la interacción con Shc y/o Grb2. Sin embargo, 

existen algunas preferencias. Debido a la existencia de sitios múltiples para p85, 

erbB3 es el activador más eficiente de PI3-K, aunque es un receptor sin actividad 

quinasa (Guy et al. 1994). A diferencia de los otros receptores erbB, el EGFR 

activado es rápidamente internalizado por endocitosis mediada por clatrina, 

probablemente por su capacidad única de unir Eps15 y Cbl (Baulida et al. 1996). 

CHK (Csk homologous kinase) se une sólo a erbB2 (Zrihan-Licht et al. 1997).  

 
Figura 3. Patrón distintivo de unión de proteínas de señalización de cada receptor erbB, 
dependiente de los sitios de autofosforilación. 
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La heterodimerización no sólo es una manera de amplificar la señal sino 

también de diversificarla. El subconjunto de proteínas con dominios SH2 y PTB 

reclutado por un receptor determinado es definido por el patrón de tirosinas 

fosforiladas en el extremo citoplasmático del receptor que activa un determinado 

ligando. Por ejemplo, el EGFR activado por EGF une Cbl pero no el activado por 

NRG1 (Graus-Porta et al. 1997), así como también une Grb2 mientras que el 

heterodímero EGFR-erbB4 no lo hace (Olayioye et al. 1998) (Figura 4). Por lo tanto, 

la señal transmitida por un heterodímero no es sólo la suma de las propiedades de sus 

miembros individuales sino que adquiere propiedades únicas e inherentes a la nueva 

entidad. Por ejemplo, los heterodímeros erbB2-erbB4 inducidos por NRG1 durante el 

desarrollo cardíaco cumplen una función fundamental que no puede ser reemplazada 

por el homodímero de erbB4 (Gassmann et al. 1995; Lee et al. 1995); este 

heterodímero también activa el factor de transcripción Stat5 mientras que los 

homodímeros de cualquiera de los dos receptores no pueden hacerlo (Olayioye et al. 

1999).  

A
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B 

 
 

C 

 
Figura 4. Los heterodímeros erbB presentan distintas propiedades en comparación con 

los respectivos homodímeros. A. Diferencias de señalización entre el homodímero de 
erbB1/EGFR activado por EGF y el heterodímero erbB1-erbB4 activado por NRG. B. Los 
homodímeros de erbB2 inducidos por un anticuerpo monoclonal (mAb), los heterodímeros 
erbB2-erbB4 y los homodímeros de erbB4 pueden activar la MAPK, pero sólo el heterodímero 
activa Stat5. C. Cuando existe expresión de erbB2 se forman mayormente heterodímeros que 
contienen erbB2 como uno de sus componentes y presentan propiedades de señalización 
diferentes. 
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Existen, además, otros niveles de complejidad en el sistema de receptores 

erbB. También pueden funcionar como integradores de señales provenientes de otros 

tipos de receptores como los acoplados a proteínas G o de citoquinas. Son 

susceptibles de ser fosforilados por Jak y Src y así proveer sitios de acople para 

distintas proteínas de “signaling” o señalización (Carpenter 1999). 

Finalmente, la gran capacidad de los erbB de activar una tan variada selección 

de vías de señalización se ilustra en la Figura 5. 

 

 

Figura 5. El sistema de señalización erbB.  La familia de ligandos y los cuatro receptores 
ofrecen una combinación de 10 dímeros. Por simplicidad, se muestran sólo las especificidades de 
unión de EGF y NRG4. ErbB2 no une ligandos y erbB3 es catalíticamente inactivo (dominio 
quinasa marcado con una cruz). Se observa la señalización a través del homodímero erbB1, 
relativamente poco mitogénico, en comparación con la del heterodímero erbB2-erbB3. Los 
receptores erbB pueden acoplar una inmensa variedad de proteínas adaptadoras (Src, Cbl, Shc, 
Grb2, etc.) y de esa manera activar distintas cascadas de quinasas (MAPK, JNK, PKC, Akt). 
Algunos de los factores de transcripción activados que iniciarán las respuestas biológicas de 
proliferación, diferenciación y migración son Sp1, Jun, Fos, Stat. 
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1.4. Receptores erbB en el desarrollo 

La importancia de los receptores erbB en el desarrollo ha sido demostrada por 

el análisis de ratones genéticamente modificados para los mismos. Los “knockout” o 

nulos para cada locus erbB mueren durante el desarrollo embrionario. La pérdida de 

erbB1 conduce a muerte embrionaria o perinatal con anormalidades múltiples en 

cerebro, piel, pulmón y tracto gastrointestinal (Olayioye et al. 2000).  La falta de 

erbB2 produce la muerte a los 10,5 días de gestación debido a una malformación de 

las trabéculas del corazón (Lee et al. 1995), fenotipo que es compartido por el 

“knockout” para erbB4 (Gassmann et al. 1995). La expresión de erbB2 bajo el control 

del promotor de la cadena pesada de miosina rescata el desarrollo cardíaco y los 

ratones sobreviven hasta el nacimiento pero carecen de células de Schwann y 

neuronas espinales sensoriales y motoras (Negro et al. 2004). Los ratones “knockout” 

para erbB3 mueren hacia el día 13,5 de gestación demostrando defectos en la 

formación de las válvulas cardíacas y en la cresta neural y una pérdida total de los 

precursores de células de Schwann (Britsch et al. 1998; Carraway, III 1996). De estos 

datos resulta claro que los erbBs son fundamentales en la embriogénesis y el 

desarrollo. 

 

En el organismo adulto, los erbBs también desarrollan funciones importantes. 

Al nacer, la glándula mamaria es un sistema rudimentario de ductos que se desarrolla 

extensivamente durante la pubertad bajo la influencia de hormonas esteroideas y 

peptídicas. Durante el embarazo ocurre la proliferación lóbulo-alveolar y después del 

parto comienza la producción de leche. En la glándula mamaria se expresan los 4 

receptores de manera diferencial dependiendo del tipo celular y el estadio específico 

de desarrollo de la misma (Darcy et al. 1999; Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 

1998). La expresión de erbB1, erbB2 y erbB3 se encuentra modulada negativamente 

en células epiteliales mamarias (MECs) diferenciadas funcionalmente. Por utilización 

de dominantes negativos, se descubrió un papel importante para el EGFR en la 

proliferación ductal y para erbB2 y erbB4 en la diferenciación lóbulo-alveolar y la 

lactación. ErbB3 se expresa durante todo el desarrollo mamario pero su función 

específica todavía no ha sido estudiada. Por lo tanto, todo el sistema erbB es 

fundamental para la proliferación, diferenciación, morfogénesis y sobrevida de la 

glándula mamaria. 
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En el corazón adulto un erbB2 deficiente produce cardiomiopatías que 

incluyen dilatación de las cámaras, adelgazamiento de la pared y contractilidad 

disminuida (Negro et al. 2004). Pacientes oncológicos tratados con Herceptin 

(Trastuzumab) (Baselga & et al. 1996), un anticuerpo específico contra erbB2, 

desarrollan disfunción cardíaca. Todo esto sugiere que erbB2 es necesario para el 

correcto funcionamiento cardíaco. 

 

En el epitelio sensorial del oído interno murino neonatal y adulto se encuentra 

expresión de los cuatro receptores erbB, pero HRG estimula la proliferación sólo en 

neonatos (Hume et al. 2003). 

 

En el hipotálamo, antes del inicio de la pubertad, la activación de erbB2 y 

erbB4 mediada por NRG produce la liberación de la prostaglandina E2 (PGE2) que 

luego controlará la secreción de LHRH (hormona liberadora de la hormona 

luteinizante), cuya función es esencial para el desarrollo sexual y la función 

reproductiva adulta (Ojeda & Ma 1999). 

 

En el sistema nervioso central tanto los receptores erbB como sus ligandos 

son fundamentales. En retina, al menos una forma de NRG así como los receptores 

erbB2, erbB3 y erbB4 se expresan desde las primeras etapas del desarrollo retinal. En 

cultivos de células de retina de rata NRG (GGF2) promueve la supervivencia y 

extensión de neuritas a partir de las neuronas retinales (Bermingham-McDonogh et 

al. 1996). Durante la migración neuronal hacia la corteza cerebral en desarrollo las 

neuronas regulan la función de las células gliales radiales y éstas, a su vez, la 

migración y diferenciación neuronal. Este proceso está mediado por la expresión de 

GGF y la señalización a través de erB2 (Anton et al. 1997). 

 

1.5. Receptores erbB en la diferenciación 

El proceso de diferenciación produce células con funciones específicas a 

partir de células inmaduras incapaces de realizar estas funciones.  

 

En la glándula mamaria este proceso convierte células epiteliales en unidades 

productoras de leche, proceso íntimamente ligado a erbB2 y erbB4, así como el 
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desarrollo completo de la glándula depende de la modulación concertada de todos los 

receptores erbB (Darcy et al. 1999; Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 1998). 

 

Durante la miogénesis o desarrollo de células musculares embrionarias, 

mioblastos mononucleados forman miotubos multinucleados por fusión de las 

membranas. Esto es conocido como el “efecto de comunidad” porque puede ser 

maximizado por células vecinas en estado de diferenciación y se piensa que está 

mediado por NRG y erbB3 (Kim et al. 1999a).  

 

La heregulina, a través de sus receptores, actúa sobre las sinapsis 

neuromusculares, produciendo efectos más bien consistentes con la diferenciación 

celular que con la proliferación.  

 

1.6. Receptores erbB en cáncer 

Ninguna descripción de los receptores erbB estaría completa si no se 

mencionara su papel en la progresión maligna, especialmente de EGFR y erbB2. In 

vitro, la expresión individual así como la coexpresión de estos dos receptores en 

fibroblastos NIH-3T3 produce un fenotipo transformado (Di Fiore et al. 1987; Di 

Fiore et al. 1988; Kokai et al. 1989). La transformación de fibroblastos inducida por 

NRG1 y mediada por erbB4 y/o erbB3 requiere de la coexpresión de EGFR o erbB2 

(Zhang et al. 1996). Es por ello que la capacidad de transformación exacerbada de 

células que expresan múltiples receptores erbB pueda tener su origen probablemente 

en la potencia y diversidad de señalización que emanan de sus muchas 

combinaciones.  

In vivo, se ha encontrado sobreexpresión de erbB2 en un 30 % de los casos de 

cáncer de mama humano donde está asociado a un mal pronóstico (Slamon et al. 

1986). También en cáncer de ovario se observan altos niveles de expresión de erbB2. 

Una gran cantidad de los tumores que expresan erbB2 también presentan 

estimulación autócrina de EGFR por vía de la expresión de alguno de sus numerosos 

ligandos. Más 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 al. 1997; Lemoine et al. 

1992; Rajkumar et al. 1996; Siegel et al. 1999). 
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La activación de erbB2 por sobreexpresión, independiente del ligando, y su 

rol preferencial como compañero de heterodimerización justifica el potencial 

oncogénico del receptor y su participación en tantos tumores humanos. Las 

estructuras cristalográficas del EGFR unido a diferentes ligandos, TGFa y EGF, 

ayudaron a determinar la conformación del receptor erbB en su estado activado. En el 

erbB2, a diferencia de los otros miembros de la familia, existe una fuerte interacción 

entre los dominios L1 y L2, en ausencia de ligando, que imita la conformación unida 

al ligando de EGFR, volviendo a erbB2 incapaz de unir ligando alguno y otorgándole 

una conformación constitutivamente extendida del loop de dimerización, lo cual 

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

 

 
 

Figura 6. ErbB2 presenta una conformación constitutivamente activada, en ausencia de 
ligando, lo cual favorece su heterodimerización con otros receptores erbB. En el 
esquema, la presencia de HRG induce la conformación activa de erbB3 que permite la 
interacción con erbB2. Alternativamente, la sobreexpresión de erbB2 promueve la formación 
espontánea del homodímero. 

 

 

2. La diferenciación adipogénica 

2.1. Adipogénesis: Obesidad y Diabetes 

La diferenciación adipocítica es el proceso por el cual un fibroblasto sin 

funciones específicas se transforma en una célula adiposa o adipocito con 

propiedades características, entre las cuales, además del almacenamiento del exceso 

de energía metabólica en forma de triglicéridos, se encuentra la producción de 

glicerol y ácidos grasos libres, hormonas, como la leptina, péptidos como 

angiotensina y el inhibidor del activador de plasminógeno 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 pleiotrópicas. Procesos asociados al 

metabolismo lipídico, como el almacenamiento y liberación de ácidos grasos y 

glicerol, son importantes en funciones vitales como la contracción del miocardio en 

tiempos de hambruna, y el metabolismo de la glucosa hepático y periférico. El tejido 

adiposo, con el corazón y el músculo esquelético, son los únicos tejidos conocidos 

que expresan Glut4, un transportador de glucosa dependiente de insulina, que permite 

la entrada de glucosa a las células y la salida de la circulación postprandial. La 

leptina, además de mediar la saciedad a través de receptores en el hipotálamo, tiene 

importantes funciones en fertilidad, reproducción y hematopoyesis. 

La adipogénesis se ha vuelto un área de intensa investigación en los últimos 

años, 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 II) (Spiegelman et al. 1993) 

y otras patologías relacionadas; por otro lado, el estudio de los mecanismos 

moleculares involucrados en la diferenciación adiposa puede proveer patrones de 

comparación con otros sistemas de diferenciación y/o desarrollo y contribuir a la 

comprensión de la fisiología del desarrollo animal tardío. 

Así como el 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 alteran la liberación de leptina por el adipocito 

o suprimen su interacción con los receptores hipotalámicos son causas bien 

establecidas de obesidad (Flier 1998). Las citoquinas y lípidos liberados por el 

adipocito pueden conducir a una disminución de la utilización de glucosa en el 

músculo esquelético y estimular la producción de la misma en hígado, lo cual 

aumenta los niveles de glucosa en la circulación periférica, antesala de la diabetes. 

Además, algunas citoquinas producidas por el adipocito pueden activar respuestas 

inflamatorias consideradas mediadores importantes de la enfermedad cardiovascular. 

Adicionalmente, el desarrollo de lesiones ateroescleróticas producido por 

hiperlipidemia se ve agravado por la liberación de ácidos grasos desde adipocitos 

sobrecargados de grasa. 
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En Estados Unidos, la obesidad, la ateroesclerosis y la diabetes tipo II 

presentan una incidencia en aumento, y las consecuencias y los costos económicos de 

las mismas las ubica entre los mayores problemas de salud (Must et al. 1999). En 

consecuencia, el estudio de todos los aspectos de la célula adiposa, incluyendo la 

adipogénesis y la regulación transcripcional durante la misma pueden proveer bases 

para el entendimiento de los procesos fisiológicos y patológicos asociados al tejido 

adiposo y posiblemente herramientas para el desarrollo de terapias más efectivas. 

 

2.2. Modelos de diferenciación adipocítica 

Luego de la fecundación un solo ovocito dará origen a aproximadamente 200 

tipos celulares y sus distintos linajes que conformarán el organismo multicelular. El 

programa completo de desarrollo del tejido adiposo desde el ovocito fecundado o 

embrión se desconoce. Sin embargo, se sabe que las células madre o “stem cells” o 

fibroblastos pluripotentes tienen origen mesodérmico y pueden “determinarse” en 

linajes específicos como preadipocitos, pre-tejido óseo o pre-tejido muscular. Una 

etapa posterior incluye el compromiso de estos precursores hacia el fenotipo 

completamente diferenciado (Ntambi & Kim 2000). 

El estudio de la diferenciación adiposa in vivo es difícil. Sólo una tercera parte 

del tejido adiposo está formada por adipocitos, el resto son vasos sanguíneos, nervios, 

y preadipocitos en distinto grado de desarrollo. El cultivo primario de preadipocitos 

presenta varias desventajas: la dificultad de alinear preadipocitos en el mismo 

estadio, la cantidad de tejido que se necesita para poder aislar suficiente número de 

células y la duración limitada de los cultivos primarios.  

De las líneas celulares disponibles de precursores adipocíticos existen dos 

clases, una que proviene de fibroblastos pluripotentes y otra de unipotentes. Dentro 

de la segunda clase, que ha sufrido “determinación” y por lo tanto pueden 

permanecer como preadipocitos o convertirse en adipocitos, se encuentran las líneas 

celulares 3T3-L1, 3T3-F422A y Ob1771. Existen algunas variaciones en los 

requerimientos de diferenciación de cada línea y se cree que se deben al momento 

preciso del desarrollo en el cual las células se arrestaron al ser derivadas.  
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2.3. El modelo 3T3-L1 

La línea celular 3T3-L1 proviene de células de embrión de ratón Swiss 3T3 

(Green & Kehinde 1974). Es uno de los modelos mejor caracterizado (Ntambi & Kim 

2000) y más confiable para estudiar los mecanismos que controlan la diferenciación 

de células progenitoras a adipocitos maduros funcionales (Smith et al. 1988). Al ser 

inyectadas en ratones forman panículos adiposos indistinguibles del tejido normal 

(Green & Kehinde 1979). El proceso de diferenciación es espontáneo pero lento ya 

que requiere más de 1 mes de cultivo para completarse, como se ha podido observar 

en nuestro y otros laboratorios. La diferenciación se puede acelerar y maximizar por 

tratamiento de las células con agentes que elevan la concentración intracelular de 

AMPc, como 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX o MIX), un glucocorticoide como 

dexametasona (DEXA) y concentraciones farmacológicas de insulina (INS) o dosis 

fisiológicas del factor de crecimiento símil a la insulina-1 (IGF-1) (Boney et al. 1998; 

Smith et al. 1988). Dos días después de alcanzada la confluencia los preadipocitos 

son inducidos por tratamiento con el cocktail adipogénico (comúnmente abreviado 

MDI) momento definido como el día 0 (Figura 7). Veinticuatro horas después las 

células sufren al menos una vuelta de mitosis post-confluencia y luego entran en 

arresto celular. Se cree que las mitosis son necesarias para abrir el DNA y permitir el 

acceso de factores de transcripción a los elementos reguladores de respuesta presentes 

en los genes involucrados en la modulación del fenotipo adiposo maduro (Cornelius 

et al. 1994). Hacia el día 3 las células comienzan a expresar marcadores tardíos de 

diferenciación, enzimas lipogénicas y lipolíticas y otras proteínas relacionadas, se 

redondean y acumulan gotas lipídicas. Entre los días 5 y 7 la diferenciación se ha 

completado.   
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A.

 

 
B.

 
 
 
Figura 7. Progresión de la diferenciación adipocítica en las células 3T3-L1. A. Se 
muestra una representación esquemática de los eventos transcripcionales más importantes en 
orden cronológico: muy temprano, temprano, intermedio y tardío. Los períodos de expresión 
génica que se suceden durante el desarrollo del programa de diferenciación se indican con 
áreas. B. La inducción adipogénica con MIX y dexametasona induce la transcripción de 
diversos factores de transcripción (PPAR y C/EBP) que conducirá a la adquisición del 
fenotipo diferenciado. 
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2.4. Regulación de la expresión génica durante la diferenciación  

Ya en confluencia, los preadipocitos comienzan a expresar marcadores 

tempranos de diferenciación, tales como la lipoprotein lipasa y colágeno tipo IV. En 

la hora posterior al tratamiento con MDI se observa expresión de los factores de 

transcripción c-fos, c-jun, junB, c-myc y CCAAT/enhancer binding proteins (C/EPB) 

ß y d (Cornelius et al. 1994; Mandrup & Lane 1997). Las proteínas fos y jun tendrían 

propiedades mitogénicas. La expresión de c-myc parece ser un punto de decisión en 

el cual las células son dirigidas a reentrar en el ciclo celular o comprometidas a la 

diferenciación terminal. La expresión de c-fos, c-myc y c-jun es transiente y se disipa 

luego de 2-6 hs del tratamiento con MDI (Figura 7A). 

 

2.5. Factores de transcripción determinantes de la diferenciación 

C/EPB ß y d son los primeros factores de transcripción inducidos por el 

cocktail de diferenciación, siendo responsable MIX por C/EBPß y DEXA por 

C/EBPd. Su actividad posiblemente medie la expresión de PPAR? (“peroxisome 

proliferator activated receptor”), un factor de transcripción fundamental en la 

adipogénesis, la cual comienza en el día 2, con un máximo entre los días 3 y 4. 

También la expresión de C/EBPa aumenta hacia el día 2 desde niveles no detectables 

en preadipocitos. Una vez activados, C/EBP?  y PPAR? se regulan entre sí para 

mantener su propia expresión (Morrison & Farmer 2000), aún cuando la expresión de 

C/EPBß y C/EBPd disminuye, así como la de otros genes involucrados en la 

adipogénesis.  

La expresión forzada de PPAR? en preadipocitos no produce diferenciación a 

menos que se suministre al cultivo un ligando exógeno (Tontonoz et al. 1994) lo que 

indica que las células 3T3-L1 no producen un ligando endógeno y sugiere que podría 

originarse en respuesta a MDI.  

 

2.6. PPAR? 

Los PPARs son factores de transcripción pertenecientes a la superfamilia de 

receptores nucleares. Se conocen tres isoformas: a, d y ?. Actúan sobre elementos de 

respuesta específicos en el DNA formando heterodímeros con el receptor de ácido 

retinoico (RXR). Sus ligandos naturales son los ácidos grasos y sus derivados 

lipídicos, como ciertas prostaglandinas. PPARa y ? son los más relacionados con el 

metabolismo lipídico y la sensibilidad a insulina. PPARa se expresa en hígado, 
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corazón y músculo y al activarse promueve la oxidación de ácidos grasos, la síntesis 

de cuerpos cetónicos y el 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 el tejido adiposo, intestino y células involucradas en la 

inmunidad. Al activarse induce la diferenciación de preadipocitos en adipocitos y 

estimula la acumulación de triglicéridos al aumentar la capacidad de almacenamiento 

y el flujo de ácidos grasos hacia el adipocito. Entre los ligandos naturales del PPAR? 

se encuentran los ácidos grasos insaturados oleico, linoleico, eicosapentanoeico y 

araquidónico, y la prostaglandina J2 (Kliewer 1995). Las tiazolidinedionas se utilizan 

como agentes hipoglucemiantes y sensibilizadores a insulina en la diabetes tipo II. 

Inesperadamente, se descubrió que son ligandos del PPAR?, con un Kd en el rango 

de 100 nM. Pioglitazone y rosiglitazone se usan en la actualidad como drogas 

antidiabéticas, troglitazone ya no. Es posible que la activación del PPAR? por estas 

drogas dirija los ácidos grasos hacia los adipocitos, reduciendo así la concentración 

en plasma y la disponibilidad de los mismos para los músculos, todo lo cual aliviaría 

la resistencia a insulina. 

Existen dos isoformas de PPAR? producidas por splicing alternativo. En 

ratones la más abundante es la ?2, mientras que en humanos es la ?1. PPAR? activa 

varios genes relacionados con la diferenciación adiposa: ap2 o “adipose-specific fatty 

acid binding protein” y PEPCK o “phosphoenolpyruvate carboxikinase” (Ferré 

2004).  

Se piensa que PPAR? ejerce una función antimitótica, deteniendo la 

proliferación celular durante la diferenciación adipocítica terminal, dado que su 

expresión ectópica y activación en fibroblastos en crecimiento exponencial induce el 

arresto del ciclo celular  (Rosen & Spiegelman 2001). 

Además de aumentar el número de adipocitos, PPAR? estimula el 

almacenamiento de ácidos grasos actuando en diferentes pasos: la liberación de 

ácidos grasos a partir de triglicéridos contenidos en partículas lipoproteicas 

estimulando la lipoproteína lipasa; el transporte intracelular de los mismos por ap2; la 

activación de ácidos grasos por la acyl-CoA sintetasa; la esterificación por PEPCK; la 

estimulación del transportador de glucosa dependiente de insulina, GLUT4, lo cual 

podría contribuir a aumentar la síntesis de ácidos grasos a partir de glucosa (Wu et al. 

1998). La activación de PPAR? también modula la secreción de distintos factores del 

adipocito: reduce la expresión de leptina y estimula la de adiponectina, una proteína 
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involucrada en la sensibilidad a insulina, importante por ende en el efecto 

antidiabético de los ligandos de PPAR? en el tratamiento de la insulina-resistencia 

observada en obesidad, diabetes y lipodistrofia (Ferré 2004). 

 

3. Los factores de crecimiento y sus receptores en la adipogénesis  

En un sistema de cultivo completamente libre de suero, un nivel semejante de 

diferenciación adipocítica al logrado por tratamiento con insulina se puede alcanzar 

sólo por tratamiento con IGF-1 en combinación con EGF (Schmidt et al. 1990). EGF 

es, por mucho, el componente del suero más potente para estimular la fase de 

crecimiento exponencial necesaria para llegar a confluencia y diferenciar las células 

3T3-L1. Se ha descrito que EGF tiene efectos diferentes y hasta controversiales en la 

diferenciación adiposa: bloquea la maduración de precursores en adipocitos maduros 

tanto in vivo (Serrero & Mills 1991) como in vitro (Serrero 1987), pero estimula la 

diferenciación en los adipocitos que ya están diferenciando (Adachi et al. 1994). EGF 

tiene una función importante en la inducción 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 podrían 

explicarse por diferencias en la señalización post-receptor ya que, curiosamente, se ha 

descrito que los niveles de EGFR permanecen constantes (Reed et al. 1977) o bien 

decrecen con la diferenciación (Boney et al. 1998).  

 

El receptor de IGF-1 también pertenece a la superfamilia de receptores con 

actividad de quinasa en tirosina (LeRoith et al. 1995), como los erbBs, pero subclase 

II, es activado por factores no relacionados a la familia del EGF, como el IGF-1 y la 

insulina, y ejerce un papel de suma importancia en la diferenciación adipocítica 

(Boney et al. 1998; Boney et al. 2000; Boney et al. 2001). Las células 3T3-L1 

proliferan en medio con suero adsorbido (deprivado de GH, INS e IGF-1, hormonas 

peptídicas y esteroideas) pero no pueden diferenciarse (Smith et al. 1988). El 

agregado de EGF (10 nM) estimula la proliferación de 2 a 3 veces pero continúan sin 

poderse diferenciar. La adición de concentraciones fisiológicas de IGF-1 o 

farmacológicas de INS (porque la afinidad de INS por IGF-1R es 70 veces menor) 

permite una diferenciación normal: las células adquieren la morfología característica 

del adipocito, acumulan triglicéridos, aumenta 450 veces la actividad de la glicerol-3-
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fosfato deshidrogenasa (GPDH) así como su mRNA y el de aP2, ambos marcadores 

del desarrollo adipocítico. Por lo tanto, IGF-1, a través de su receptor, es un factor 

esencial para la diferenciación de estas células como también se describiera 

previamente para mioblastos, condrocitos y otras células de origen mesodérmico 

(Smith et al. 1988). Sin embargo, IGF-1, como EGF, es también un potente factor 

mitogénico para las células 3T3-L1. Ambos señalizan a través de la activación de la 

vía de MAPK pero presentan algunas diferencias. La estimulación de MAPK por 

IGF-1 es rápida e importante en preadipocitos pero no así en células diferenciadas, 

mientras que la de EGF es más potente y se mantiene en adipocitos (Boney et al. 

1998). La señal que provoca IGF-1 cambia de mitogénica a diferenciadora en las 

células 3T3-L1 dependiendo del estado de las mismas. Si bien IGF-1 señaliza vía la 

fosforilación en tirosina por IGF-1R de Shc e IRS-1, cuando las células comienzan a 

diferenciar se pierde la activación de Shc (Boney et al. 2000). De manera que la señal 

de proliferación sería IGF1?  IGF-1R?  Shc?  Src (o proteína relacionada)? MAPK 

(Boney et al. 2001) mientras que la de diferenciación seguiría la ruta de IGF-1R?  

IRS-1?  PI3-K.  

 

Existe cada vez más evidencia sobre interacciones importantes entre el 

sistema ErbB y el del IGF-1R (Balaña 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 transducción de la señal mitogénica a través del clivaje de 

HB-EGF por una metaloproteínasa en células MCF7 (Roudabush et al. 2000). Y, más 

recientemente, se describió que IGF-1 aumenta el mRNA de HB-EGF en células 

3T3-L1 (Mulligan et al. 2002). 
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Hipótesis de trabajo 

 

 

1. Dado que la conversión de fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos se produce por un 

proceso de diferenciación, receptores que se encuentran clásicamente relacionados 

con este proceso podrían estar involucrados en este modelo.  

 

 

2. Siendo los erbBs receptores comúnmente asociados a los procesos de proliferación y 

diferenciación, sería esperable hallarlos en estas células. 

 

 

3. De estar presentes los erbBs, y si hubiera una relación entre los mismos y los 

procesos de proliferación y/o diferenciación, la modulación de la expresión y/o 

activación de los receptores debería poder asociarse con cambios observables en los 

mencionados procesos fisiológicos. 
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Objetivos 

 

Objetivo general:  

 

Conocer la participación de los receptores erbB en la diferenciación adipocítica de los 

preadipocitos Swiss 3T3-L1. 

 

Objetivos particulares:  

 

1. Estudiar la expresión de mARNs para erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4, evaluando la 

posibilidad de la presencia de variantes de splicing. 

 

2. Estudiar la expresión de las proteínas erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4 y su modulación 

durante el proceso adipogénico. 

 

3. Evaluar la presencia de posibles ligandos para los receptores erbB. 

 

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

 

5. Evaluar la participación de erbB2 en la proliferación y diferenciación de los 

preadipocitos 3T3-L1. 

 

6. Determinar la/s vías de señalización activadas en respuesta a la inducción de la 

diferenciación y su influencia en la expresión de erbB2. 
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Materiales y Métodos 

 

1. Cultivo Celular 

La línea celular preadipocítica murina normal Swiss 3T3-L1 (fibroblastos, 

embrión, ratón, ATCC CCL 92.1) fue adquirida en la ABAC (Asociación Banco 

Argentino de Células, 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 

glucosa/L, 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.) más 

antibióticos (penicilina, estreptomicina)-antimicótico (anfotericina B) (Gibco, 

Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Las células se repicaron una vez a la semana 

mediante tripsinización (HyQ® 0.25% p/v tripsina porcina en Hank´s Balanced Salt 

Solution), previo lavado con PBS (NaCl, KCl, Na2HPO4, KH2PO4) estéril, en una 

proporción de 1 cápsula a 20 para mantenimiento o según lo requiriese el 

experimento. 

 

2. Ensayo de diferenciación  

Dos días después de alcanzar la confluencia, se indujo la diferenciación 

adipocítica cambiando el medio de cultivo por uno suplementado con dexametasona 

(DEXA, 0.1 mM) y 3-isobutil-1-metilxantina (MIX, 500 mM). Después de 48 hs el 

medio se reemplazó por DMEM-SFB con insulina (INS, 2 mM). Los experimentos se 

terminaron, generalmente, después de 5 días de tratamiento con insulina cuando un 

80–90% del cultivo se había diferenciado a adipocitos (observación de gotas 

refractivas al microscopio convencional y, eventualmente, tinción con Oil Red O). 

 

3. Factores de 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 frío y centrifugadas a 

4000 rpm (1500 xg) a 4 ºC durante 10 minutos. Los precipitados fueron solubilizados 

con un buffer de lisis de 3 detergentes (Tris-HCl 50 mM [pH=8], NaCl 150 mM, 

0.1% p/v SDS, 1% v/v Tritón X-100, 0.5% p/v desoxicolato de sodio, NaF 20 mM, 
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10 µg/ml de leupeptina, pepstatina, aprotinina, espermina, espermidina, metavanadato 

de sodio 1 mM y AEBSF 1 mM) durante 20 min en hielo, seguido de sonicación. Los 

lisados fueron clarificados por centrifugación a 12000 rpm (13500 xg) a 4 ºC por 15 

min y guardados a -20°C hasta su uso. La concentración de proteínas se determinó 

por el método de Bradford o Lowry según 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 glicerol, 0.1% p/v azul de bromofenol, 5% 

v/v ß-mercaptoetanol) y sembrados sobre un gel de poliacrilamida 7% (SDS–PAGE), 

realizando la electroforesis a 100V por 90 min. Las proteínas 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 agitación 

constante sobre hielo. La transferencia se supervisó mediante tinción con Rojo 

Ponçeau.  Después de bloquear con leche descremada al 5% p/v en TTBS (Tris-HCl 

10 mM [pH= 8], NaCl 150 mM, 0.05% v/v Tween-20), las membranas se incubaron 

con los anticuerpos específicos. Las proteínas reconocidas se visualizaron con 

anticuerpos acoplados a peroxidasa alcalina, a través del sistema de detección ECL 

(Amersham PharmaciaBiotech, Buckinghamshire, England). Cuando se indica, se 

realizó “stripping” y posterior reutilización 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 ºC). Para el revelado se utilizaron placas Kodak Biomax 

MS (Amersham). 

 

5. Análisis Densitométrico 

Fue realizado con el programa Scion Image de los National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA.  

 

6. Estadística 

Se aplicó ANOVA de una vía seguido de un post test (Student-Newman-

Keuls o Tukey)  

Para las figuras 14 y 15, las curvas de expresión en el tiempo de erbB2 y 

EGFR fueron determinadas de la siguiente manera: se prepararon 3 geles para cada 

experimento, se cargaron muestras por duplicado del período proliferativo en un gel, 

muestras tratadas con MIX-DEXA en otro gel, y sin tratamiento en el último. 

También se sembró la misma cantidad (? g) de proteínas extraídas de células T47D en 
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cada uno de los geles, para permitir la comparación entre ellos, dado que la expresión 

de erbB2 y/o EGFR en estas células no varía. Luego se realizó un análisis 

densitométrico para cada tiempo y se refirió al valor densitométrico de la muestra de 

T47D sembrada en su propio gel y, luego, al valor correspondiente al día 1 (control). 

Finalmente, se obtuvo el valor promedio entre los duplicados del mismo punto de 

tiempo y se construyó con todos ellos la curva de tiempo correspondiente. 

 

7. Determinación de la activación de los erbBs (Ensayos de fosforilación)  

Células en período proliferativo fueron deprivadas de suero por 24 hs en 

DMEM  conteniendo seroalbúmina bovina al 0.1% p/v (BSA). Se estimularon con 

EGF 10 nM en el mismo medio, 10% (v/v) SFB, EGF + SFB, o control (0.1% BSA), 

por 5 min a 37 ºC (el mismo protocolo fue seguido, donde corresponde, para 

heregulina ? 1 y ?1 1 nM). Los estímulos se detuvieron colocando las placas sobre 

hielo y lavando las células con PBS frío. 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 (Tris-HCl 50 mM [pH= 7.5], NaCl 150 mM, 0.1% p/v SDS, 1% v/v Tritón X-

100, 0.5% p/v desoxicolato de sodio, FNa 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, 10% 

v/v glicerol, 1 µg/ml de leupeptina, pepstatina, aprotinina, ortovanadato de sodio 2 

mM, AEBSF 1 mM, y benzamidina 1 mM). Los extractos se mantuvieron a -70 ºC 

hasta su uso. Para las inmunoprecipitaciones, 200 ? g de proteínas totales fueron 

preclarificadas con proteína LA acoplada a agarosa (Sigma) e IgG normal de conejo 

por 30 min en hielo y en agitación continua. Las muestras así tratadas se incubaron, 

primero, con el anticuerpo específico (erbB2 o EGFR) por 2 hs y, luego, con proteína 

LA-agarosa por 1 h. Los complejos receptor- IgG- LA- agarosa fueron recolectados 

por centrifugación a 1500 xg, lavados 3 veces con buffer de extracción y, luego de 

hervirlos durante 5 minutos en “buffer de muestra”, se sometieron a SDS–PAGE 7%, 

a 100V por 90 min. La fosforilación en tirosina fue determinada con el anticuerpo 

específico anti-P-Tyr (SC PY99), anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y 

un sistema de luminiscencia (ECL, Amersham). 

 

8. Inmunoprecipitación de heterodímeros erbB2- EGFR 

Básicamente se adaptó el protocolo descrito por Kokai et al. 1988, Qian et al. 

1992 y Wada et al. 1990. Brevemente: células 3T3-L1 (2 x 106/placa) fueron 
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deprivadas de suero (BSA 0.1%, ON) y estimuladas según se indique con EGF (10 

nM ó 60 ng/ml a 37ºC, 15 min). Se utilizaron, aproximadamente, 4 

placas/tratamiento. No se utilizaron reactivos entrecruzantes (“crosslinkers”), como 

por ejemplo DTSSP (tioclivable) o BS3 (no tioclivable) para evitar la formación de 

artefactos de heterodimerización. Para detener los estímulos, manteniendo la 

fosforilación y la formación de los complejos intactos, las células se lavaron con PBS 

conteniendo EDTA 400 ? M, NaF 10 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, Na3VO4 400 

? M. Luego se extrajeron directamente con buffer de lisis frío (NaCl 150 mM, fosfato 

de sodio 10 mM [pH= 7,4], digitonina al 1% p/v (de acuerdo con Qian et al. 1992), 

EDTA 2 mM, pirofosfato de sodio 10 mM, Na3VO4 400 ? M, NaF 10 mM, 

inhibidores de proteasas (aprotinina, AEBSF, benzamidina, leupeptina). Se centrifugó 

el lisado celular a máxima velocidad (12000 rpm a 4ºC) para eliminar el debris y se 

transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo para la determinación proteica. Para 

inmunoprecipitar los complejos mixtos de receptores o heterodímeros erbB2-EGFR 

se preclarificaron alrededor de 2 mg proteína por tratamiento con 30 µl de proteína A 

(lavada 2 veces con PBS y una vez con buffer con digitonina al 1% p/v e inhibidores 

de proteasas y fosfatasas) y 2,5 µl IgG por 30 min en hielo con agitación continua. Se 

centrifugaron a 5000 rpm por 5 min a 4º C. Al sobrenadante se le agregaron 30 µl de 

anticuerpo primario por un período no menor a 2 h en hielo y con agitación continua. 

Luego de agregar 60 µl de proteína A e incubar de 2 h a toda la noche (ON), se 

centrifugó a 5000 rpm 15 min a 4ºC. Los sobrenadantes se guardaron a -20ºC para 

verificar la eficiencia de la inmunoprecipitación y los precipitados se lavaron 3 veces 

con PBS conteniendo inhibidores de proteasas y luego se hirvieron 5 min en 20 µl de 

buffer de muestra (SDS, ß-mercaptoetanol, azul de bromofenol y glicerol). Las 

muestras se dividieron en dos partes iguales y se sembraron en un gel 7% PAGE- 

SDS por duplicado. La muestra inmunoprecipitada contra el erbB2, se sometió a WB 

para EGFR y, paralelamente, la inmunoprecipitada para EGFR se analizó para erbB2. 

Una alícuota de cada inmunoprecipitación se sometió a inmunoblot (IB) con el 

mismo anticuerpo con el que se inmunoprecipitara para controlar que se hubiese 

inmunoprecipitado igual cantidad de proteína. También se sembraron controles de 

PM de las respectivas proteínas en estudio. Se corrieron a 120V durante 90 min. Se 

transfirieron y se realizó la inmunodetección como se describiera anteriormente. 
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9. Anticuerpos 

Anti-EGFR (policlonal de conejo, Santa Cruz 1005 sc-03, 1:1.000); anti-

erbB2 (policlonal de conejo, Santa Cruz Biotechnology CA, Neu C-18, 1:1.000); 

anti-erbB3 (monoclonal de ratón, Neo Markers, Ab-7 2C3, 1:200); antierbB4 

(policlonal de conejo, Neo Markers, Ab-2, 1:200); anti-fosfotirosina (monoclonal de 

ratón, Santa Cruz PY99, 1:500); anti-HRG (policlonal de conejo, Santa Cruz C-20 

SC-348, 1:200, cedido por la Dra. Patricia Elizalde); anti-ERK (policlonal de conejo, 

1:500 ); anti-fosfoERK (monoclonal de ratón, 1:500); anti-JNK (policlonal de cabra, 

1:500); anti-fosfoJNK (monoclonal de ratón, 1:500); anti-p38 (policlonal de cabra, 

1:500); anti-fosfop38 (monoclonal de ratón, 1:250) (donados por el Dr. Omar Coso); 

anti-conejo purificado de cabra (Santa Cruz sc-2054, 1:2.000); anti-ratón (Amersham 

Life Sciences RPN 2108, 1:2000). 

 

10. Tirfostinas                                                                                                   

La tirfostinas son inhibidores farmacológicos selectivos de la proliferación 

mediada por receptores con actividad de quinasa en tirosina. Generalmente compiten 

por el sitio de unión al ATP en el dominio quinasa del receptor. Hemos elegido AG 

825 y AG 879 debido a su alta especifidad respecto al erbB2 (IC50 54 y 500 veces 

mayor que para el EGFR, respectivamente). Para un detalle de los IC50 y las fórmulas 

respectivas, léase el siguiente cuadro:   
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En nuestro sistema en particular, las células 3T3-L1 en período proliferativo 

fueron expuestas a distintas concentraciones de tirfostinas (diluciones sucesivas desde 

100 a 0.01 ? M) por 48 h para determinar si la inhibición de la actividad quinasa del 

erbB2 y, consecuentemente, la señalización a través del mismo, tenían un papel en la 

proliferación de este tipo celular, la cual se determinó por el método de MTT. Así 

mismo, para determinar la función de erbB2 en la diferenciación, células 

postconfluentes fueron tratadas de rutina con MIX-Dexa para inducir la 

diferenciación previo tratamiento con tirfostina. El contenido de triglicéridos fue 

determinado por el método Trinder® enzimático. 

 

11. Determinación de Proliferación con MTT 

El MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) es un 

sustrato amarillo pálido capaz de ser clivado por las células vivas para producir un 

producto azul oscuro, el formazán. Este proceso requiere una mitocondria activa, de 

manera que aún células muertas recientemente no clivan cantidades significativas de 

MTT.  

Brevemente, 5 horas antes de la finalización de un ensayo de proliferación en 

placas de 96 pozos, generalmente después de 48 h de exposición al mitógeno y/o 

inhibidor, luego de sacar 100 ? l de medio de cada pozo, se agregaron 10 ? l/ pozo de 

una solución de MTT (5 mg/ml). Se incubó la placa a 37 ºC y luego de 5 h se 

agregaron 100 ? l de alcohol ácido (HCl 0.04 N en isopropanol). El ácido convierte el 

rojo fenol del DMEM a un color que no interfiere con la medición del MTT y el 

alcohol disuelve el formazán para dar una solución homogéneamente azul, apta para 

ser analizada por absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA. 

 

12. Determinación de triglicéridos por el método Trinder® enzimático 

El método detecta la presencia de triglicéridos según el siguiente esquema de 

reacción: 

 

Lipoprotein lipasa 

Triglicéridos (muestra)                               ?                                glicerol +ácidos grasos 

 

glicerolquinasa 

Glicerol + ATP                                           ?                                     glicerol-1-P + ADP 
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Glicerol fosfato oxidasa 

glicerol-1-P + O2                                       ?                   H2O2 + dihidroxiacetonafosfato 

 

peroxidasa 

2 H2O2 + 4-aminofenazona + clorofenol   ?                               quinonimina roja (color) 

 

 

Por lo tanto, cualquier triglicérido presente en la muestra es procesado por la 

mezcla de enzimas para obtener un producto final apto para ser determinado en el 

espectrofotómetro a 490 o 505 nm. La curva de calibración se realiza con una 

solución patrón de glicerol puro. 

Luego de lavar las células con PBS, se levantaron en agua (en placas de 24 

pozos, 100  µl/pozo) con un “rubber policeman” y se sonicaron 3 veces durante 10 

seg, cada vez. Se incubaron 50 µl de muestra con 250 µl de la mezcla enzimática a 

temperatura ambiente y, 20 min después se determinó la absorbancia. 

 

13. Aislamiento de ARN 

Se aisló ARN total por el método de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski & 

Sacchi 1987). Brevemente, se cosecharon 107 células 3T3-L1 en período 

proliferativo. Se lavaron las monocapas dos veces con PBS frío libre de Ca2+ y de 

Mg2+, se levantaron las células con un “rubber policeman” en 1 ml de Solución D (Sn 

D: tiocianato de guanidinio 4 M, citrato de sodio 25 mM pH= 7, sarcosyl 0.5% p/v, 

?mercaptoetanol 0.1 M) por placa, completando la lisis con pasaje por aguja 21G 

cinco veces, de modo de fragmentar el ADN y disminuir así la viscosidad de la 

preparación. Considerando un volumen total de 10 ml de Sn D, se agregó 1 ml de 

acetato de sodio 2 M pH= 4, 10 ml de fenol saturado en agua [pH= 5] y 2 ml de 

cloroformo:isoamílico (49:1), mezclando cada vez por inversión. Esta preparación 

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 centrifugó a 10000 rpm 

durante 20 min, a 4°C. La fase acuosa (fase superior) fue separada (el ADN y las 

proteínas quedan en la fase fenólica y en la interfase) y mezclada con igual volumen 

de isopropanol. Se dejó a –20°C toda la noche (o al menos 3 h) y se centrifugó 

nuevamente a 10000 rpm, 20 min. a 4°C. Se descartó el sobrenadante y el precipitado 
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se resuspendió en 2 ml de Sn D y, posteriormente, 1 volumen de isopropanol. La 

muestra se mantuvo a –20°C ON (o al menos 3 h). Después de centrifugar a 10000 

rpm, durante 15 min, a 4°C, se descartó el sobrenadante y el precipitado fue lavado 

con etanol al 70%, secado al aire y resuspendido en 100 µl de H2O libre de ARNasas. 

Se evaluó la pureza y concentración del ARN espectrofotométricamente (absorbancia 

de ADN/ARN (280/260) = 1,6-2,3) y a través de su visualización en gel de agarosa al 

1% con bromuro de etidio para determinar la presencia de las dos bandas 

características, los ARN ribosomales de 18S y 28S. El ARN fue alicuotado y 

mantenido a –70°C. 

 

14. Detección de mARNs por RT-PCR  

Para transcribir y amplificar el ARN se utilizó el sistema de Promega Corp. y 

un Mastercycler gradient (Eppendorf). Básicamente, el ARN se incubó durante 10 

min a 70 ºC para desestabilizar la estructura secundaria y, luego de una 

centrifugación breve, se enfrió rápidamente en hielo para mantener la molécula 

desenrrollada. El cADN se obtuvo por transcripción reversa (RT) en la siguiente 

mezcla de reacción: MgCl2 5mM, Buffer (Tris-HCl 10 mM [pH= 9.0], KCl 50 mM, 

Tritón X-100 al 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 preincubación de 10 min a temperatura ambiente y una 

incubación de 60 min a 42ºC. La muestra se incubó a 95ºC por 5 min, para inactivar 

la enzima AMV, y se mantuvo en hielo hasta su posterior uso. 

Para las reacciones de PCR se utilizaron 20 ng de cADN previamente 

transcripto, MgCl2 2-4mM, Buffer (Tris-HCl 10 mM [pH= 9.0], KCl 50 mM, Tritón 

X-100 al 0,1% v/v), dNTP 200 ? M, 15 U/? g Taq ADN pol, “primers” específicos 0,5 

? M (5´ y 3´). 

Ciclos: un solo ciclo de pre-desnaturalización a 94ºC por 5 min,  seguido de 

30 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 30 seg, “annealing” a la temperatura 

específica para cada par de “primers” por 1 min, y elongación a 72ºC por 2 min, con 

una elongación final a 72ºC por 7 min, finalizando la reacción por inactivación de la 

polimerasa a 4ºC. 

 

 

 



Materiales y Métodos 

 32

 

15. “Primers” utilizados para las PCRs 

15.1. erbB2 

Se diseñaron con el programa Primer Detective contra el extremo carboxi-

terminal del receptor, ya que sólo está secuenciado y publicado en el Genbank para 

ratón la parte que corresponde al extremo 3´ de humano, es decir, sólo 2083 pb 

cuando el erbB2 humano completo comprende 4473 pb. Esta porción del mARN de 

erbB2 es la de menor homología con el de EGFR (<20%). Contienen posiciones 

“wobble” (X/Y) para aumentar las posibilidades de amplificar la secuencia de este 

receptor en ratón. 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    

 Ratón (gi: 200711980) 1036 ? 1057 

 

 “Primer inverso”   5´   (A/G)GC ACC CCC AAA GGC AAA AAC G    3´   

 Humano 3723? 3744  

 Ratón 1343? 1364 

 

Se utilizaron también otros 3 “primers” (Aigner et al. 2001) para tratar de 

identificar una forma de “splicing” alternativo en la cual se ha perdido el dominio 

citoplasmático de la proteína y sólo se conservaron los 4 dominios extracelulares 

(982 pb, 100 kDa). Se diferencia de la forma “wild type” (185 kDa) en que los 

últimos 25 aminoácidos son distintos por amplificación de una secuencia intrónica. 

Mientras la variante “wild type” del erbB2 produce un fragmento de 566 pb, la 

variante truncada tiene un tamaño de 290 pb. 

 

 “Primer directo” 5´  AGG GAG TAT GTG A(A/G)(G/T) G(C/G)C   3´   1828? 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 AAG TCC TCC  3´ 

 

Para estudiar la expresión de herstatina, otra variante de “splicing” alternativo 

que mantiene sólo los dominios I y II más 79 aminoácidos de un intrón (1143 pb, 68 

kDa), se utilizó otro par de “primers” (Doherty et al. 1999): 
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 “Primer directo”    5´ TG AGC ACC ATG GAG CTG GC  3´    167? 185 

 “Primer inverso (truncado)” 5´ TC CGG CA(A/G) AAA TGC CAG GCT CC 3´ 

1289? 1310 

 

15.2. EGFR 

Se diseñaron con el programa Primer Detective y fueron adquiridos en Genosys, 

Canadá. Amplificaron un fragmento de aprox. 975 pb. 

“Primer directo”    5´  CC AAA TGT GAT CCA AGC TGT CC   3´    622 ?  643 

“Primer inverso”    5´  TCC GAG GAG CAT AAA GGA TTG   3´   1577 ?  1597 

 

15.3. erbB3 

Se diseñaron con el 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 GGC GTG TCT ACA TAA GTG C   3´    11 ?  32 

“Primer inverso”   5´   A TGG CAG GAG AAG CAA TGA GCC    3´    297 ?   318   

 

15.4. erbB4 

Se utilizaron dos “primers” (Sundaresan et al. 1998) que reconocen el extremo 

3´del mARN del erbB4 de rata (gi: 4176734, secuencia completa 4060 pb) y 

producen un fragmento de 206 pb. La secuencia murina más completa es de 1284 pb 

(gi: 2362269) y presenta un 95% de homología con la anterior. En la zona a 

amplificar hay sólo 7 diferencias (“mismatches”) y ninguna en las regiones de unión 

de los primers. 

“Primer directo”   5´  CAT CTA CAC ATC CAG AAC A   3´   3133 ?  3150 

“Primer inverso”   5´  AAA CAT CTC AGC CGT TGC A    3´   3321 ?  3339 

 

Todos los “primers”, a excepción de los correspondientes al EGFR o erbB1, 

fueron adquiridos en Tecnolab SA, Argentina (para Operon, una compañía Qiagen), 

desalados, en escala 50 nM. 

 

Secuencias en ratón. Homología con humano.  Ver apéndice 

 

Las productos de las PCRs realizadas se visualizaron en geles de agarosa 

(Seakem ME) al 1% con bromuro de etidio, en buffer TBE (Tris 0.9 M, ácido bórico 

0.9 M, EDTA 20 mM pH= 7.8) a 70 V por 30 min.  
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16. Digestión por enzimas de restricción 

La especificidad de los productos de PCR fue analizada mediante cortes con 

distintas endonucleasas de restricción, enzimas que clivan el ADN por 

reconocimiento de secuencias específicas, generalmente palíndromos. En la 

secuencia del segmento, supuestamente amplificado, se busca cuáles de las enzimas 

tienen sitios de corte, luego cuáles cortan solo una vez y, finalmente, cuáles producen 

segmentos de tamaño suficiente para ser reconocidos en un gel de agarosa. La 

digestión enzimática se realizó en la siguiente mezcla de reacción: 5 µl del resultado 

de la PCR, 0.5 µl endonucleasa, 1 µl buffer, y 3.5 µl de agua. La reacción se incubó a 

37ºC 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 así digeridos junto con los fragmentos 

enteros en geles de agarosa para visualizar la reacción y comprobar la eficiencia del 

corte según el tamaño (en pb) obtenido. 

 

Rsa I Pseudomonas sphaeroides (Biolabs) 

5’…GT? AC…3’ 

3’…CA? TG…5’ 

Hinf I 

5’…G? ANTC…3’ 

3’…CTNA? G…5’ 

Pst I 

5’…CTGCA? G…3’ 

3’…G? ACGTC…5’  

Eco RI 

5’…G? AATTC…3’ 

3’…CTTAA? G…5’  

 

17. Signaling 

Para determinar si las quinasas características en la transducción de señales de 

los receptores de factores de crecimiento estaban relacionadas con la inhibición de la 

expresión de erbB2, luego de la inducción con MIX-Dexa, se trataron células 

postconfluentes con PD98059 (inhibidor de MAPK) o SP600124 (inhibidor de JNK)  
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y 1 h más tarde se administró el estímulo diferenciador. Luego de 6 hs, se extrajeron 

proteínas de los distintos tratamientos y se determinó la expresión del receptor y la 

inactivación de las respectivas quinasas por WB. 

 

18. Plásmidos 

Se planearon ensayos de estudios de regulación del promotor, utilizando 

plásmidos facilitados por el Dr. Gordon Gill, San Diego, California, mediante la 

determinación de la expresión de un gen reportero como la luciferasa: 

 

Promotor erbB2: -1571 a -24 bp (NcO I a NcO I) pSV0AL?  5`luciferasa (Chen 

& Gill 1994; Hudson  et al. 1990a). 

Promotor EGFR: -1100 a -19 bp (Hind III a Sst I) pSV0AL?  5`luciferasa 

(Hudson  et al. 1989; Hudson  et al. 1990b). 

 

Los plásmidos, recibidos en papel secante, fueron resuspendidos en buffer TE 

(Tris-HCl 10 mM, EDTA 0.1 mM [pH= 7.4]). Se trasformaron bacterias competentes 

pero no se pudieron transfectar células 3T3-L1 porque los plásmidos no se 

recuperaron en la amplificación.  
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Resultados 

 

1. Capítulo 1: Expresión de mARNs para erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4 

La sobreexpresión de erbB2 en distintos tipos de cáncer humano, 

especialmente mama, ovario y pulmón, ha sido ampliamente documentada. En 

fibroblastos sin embargo, a excepción de células de la decidua (Lim et al. 1997; 

Press et al. 1990), fibroblastos de la glándula mamaria (Schroeder & Lee 1998) y 

la línea celular Rat-1 (Stern & Kamps 1988), la expresión de erbB2 no es 

frecuentemente descrita, como así tampoco la de los otros receptores erbB en 

general. Era de nuestro interés, entonces, evaluar la posibilidad de la presencia de 

los mismos en nuestro modelo de diferenciación adipocítica, los fibroblastos 3T3-

L1. 

 

1.1. Expresión de erbB2 por RT-PCR (Reverse Transcriptase Polimerase Chain 

Reaction) 

Al momento de realizar estos experimentos no se conocía la secuencia 

completa de erbB2 en ratón. Sólo estaba disponible una secuencia parcial de 2083 

pb correspondiente al extremo 3’ del erbB2 humano (87% de homología). 

Basándonos en esta secuencia, se diseñaron los “primers” para detectar por RT-

PCR la presencia del mARN de erbB2 en las células 3T3-L1. Para el diseño de 

los oligonucleótidos se utilizó el programa Primer Detective. Se controló que no 

hubiera homología 3´ entre el par de oligonucleótidos y que no produjeran un 

segmento demasiado grande. Así se obtuvieron P9 y P10, cuyo producto por RT-

PCR (328 pb) es erbB2 demostrado por corte específico con la enzima de 

restricción Rsa I (Figura 9 A, segmentos obtenidos 237 pb + 91 pb). 

Además se logró amplificar un segmento aún mayor utilizando como 

“forward primer” o “primer” 5’ a P4, en vez de P9, el cual fue diseñado a partir 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 

determinó positivamente la correspondencia con el mARN del erbB2 (1269 bp + 

648 bp). 

Esta es, a nuestro juicio, la primera evidencia en la literatura de la 

expresión de erbB2 en la línea preadipocítica 3T3-L1. 
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Figura 9. Expresión de variante salvaje o “wild type” de erbB2 en células 3T3-L1. 
A Se extrajo ARN total de células 3T3-L1 en período proliferativo. Luego de obtener cADN por 
transcripción reversa a partir del mismo, se amplificó erbB2 por PCR con los primers específicos. 
La digestión enzimática del segmento completo (328 pb) con Rsa I produjo dos fragmentos del 
tamaño esperado. B La amplificación con un “primer” humano (P4) y otro murino (P10) de un 
segmento aún más grande (1917 pb) y el corte específico por Eco RI confirma la identidad del 
fragmento como erbB2. Los 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 específicas. Los productos así digeridos se corrieron junto con los fragmentos enteros 
en geles de agarosa para comprobar la eficiencia del corte según el tamaño (en bp) obtenido. Se 
utilizó como marcador de peso molecular (Mwm) Low DNA Mass Ladder. 
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1.2. Expresión de variantes de “splicing” del erbB2 por RT-PCR 

El erbB2 ha sido ampliamente estudiado en diversos tipos de cáncer, tanto 

en su mecanismo de acción como por su amplificación o sobreexpresión. De esta 

manera se han determinado distintas variantes del erbB2, productos de proteólisis 

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). 

 

1.2.1.  Expresión de HER2-ECD en células 3T3-L1 

Utilizando los “primers” descriptos en (Aigner et al. 2001) (ver Mat. y 

Mét.) se estudió la posibilidad que las células 3T3-L1 expresaran la variante de 

erbB2 que corresponde a una proteína truncada de 100 kDa, HER2-ECD, la cual 

posee actividad antiproliferativa en células tumorales. Esta variante de splicing 

proviene de un mARN de 2,3 kb (casi la mitad del wt) conserva los 4 dominios 

extracelulares pero ha perdido los dominios transmembrana y citoplasmático y, de 

los 633 aminoácidos que la conforman, los últimos 25 del extremo 3´ difieren del 

erbB2 wt.  

Si bien se amplificó positivamente un fragmento del tamño esperado en 

las células 3T3-L1 (Figura 10 A) su identidad como HER2-ECD no ha podido ser 

demostrada. Se puede observar claramente que su expresión es baja comparada 

con la de un carcinoma mamario. 

Este resultado, por otro lado, demostraría que la variante murina de erbB2 

es altamente homóloga a la humana ya que fue posible amplificarla con “primers” 

diseñados contra su contrapartida humana. 

 

1.2.2.  Expresión de herstatina en células 3T3-L1 

La herstatina es una proteína de 68 kDa descripta como un autoinhibidor 

del erbB2, ya que es capaz de unirse al receptor e inhibir su actividad, porque 

interfiere con la formación de dímeros y reduce la fosforilación en tirosina del 

receptor (Doherty et al. 1999). Es el producto de un mARN alternativo truncado 

(2,6 kb) después de la secuencia codificante para los dos primeros dominios 

extracelulares. En la figura 10 B se puede observar el fragmento de 1143 pb 

correspondiente al mARN de la herstatina amplificado positivamente en células 
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3T3-L1 y en células epiteliales de cáncer de mama murino  aunque es evidente 

que ambos presentan una muy baja expresión de la misma. Se utilizaron los 

“primers” descriptos en (Doherty et al. 1999) (ver Mat. y Mét.). 

 
Figura 10. Expresión de variantes de “splicing” del erbB2 en células 3T3-L1.  
A. Utilizando oligonucleótidos destinados a amplificar la versión truncada de erbB2 
(carente del dominio citoplasmático) se logró determinar la expresión de la misma 
(HER2-ECD) en células 3T3-L1. El producto tiene el tamaño esperado: 290 bp. Es 
evidente que su expresión es inferior (aprox. la mitad) a la de un carcinoma mamario 
murino (CaMa). Se utilizó como marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder. 
Esto permitió realizar una estimación de la masa de cada banda observada en el gel de 
agarosa. Mientras que para las 3T3-L1 se sembró todo el volumen de reacción de una 
PCR, para las células de CaMa, sólo la mitad (Relación 3T3-L1/CaMa: 1/4). 
B. A partir de cDNA de células 3T3-L1 se amplificó por PCR el mRNA para herstatina, 
otra variante truncada del erbB2, soluble, ya que conserva sólo los 2 primeros dominios 
extracelulares. Tanto las células de carcinoma mamario (CaMa) como las 3T3-L1 
demuestran una expresión muy baja del fragmento específico (1143 bp). 
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1.3. Expresión de EGFR (RT-PCR) 

La dependencia del EGF en el medio de cultivo de las células 3T3-L1 para 

proliferar fue descrita en los inicios de la caracterización de este modelo (Schmidt 

et al. 1990) así como la expresión de su receptor (Reed et al. 1977). Además, la 

expresión del EGFR en adipocitos fue demostrada tanto en estudios in vivo 

(Serrero & Mills 1991) como en cultivos celulares de la línea 3T3-L1 (Adachi et 

al. 1994; Hardy et al. 1995; Reed et al. 1977). Se confirmó la expresión del 

mARN para EGFR en células 3T3-L1 por amplificación por RT-PCR de un 

segmento de 975 pb (Figura 11), obtenido con “primers” específicos diseñados a 

partir de la secuencia murina (gi: 488830). 

 
Figura 11. Expresión de EGFR en células 3T3-L1. ARN total de células 3T3-L1 se 
sometió a RT-PCR para el mRNA de interés (EGFR). Se utilizó como marcador de peso 
molecular (Mwm) Low DNA Mass Ladder. El producto tiene el tamaño esperado (975 
bp). 
 
 

1.4. Expresión de erbB3 (RT-PCR) 

A partir de la secuencia encontrada en la base de datos del NCBI para el 

erbB3 (gi: 25071684) de 4524 pb, se seleccionaron con el programa Primer 

Detective dos oligonucleótidos correspondientes al extremo 5´ del mARN. Este 

par de “primers” amplificó por RT-PCR en células 3T3-L1 varios fragmentos y 

entre ellos un segmento del tamaño 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 murino1 y acinos mamarios normales de 

rata. Se confirmó la especificidad del segmento por ensayo de restricción con la 

                                                
1 Gentileza de la Dra. Patricia Elizalde, a partir de una línea celular desarrollada por la Dra. Claudia Lanari. 
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enzima Rsa I (104 pb + 204 pb) y usando como control positivo acinos mamarios 

de rata  (ver Figura 12 B). 

Esta sería la primera demostración de la expresión de erbB3 en 

preadipocitos tanto in vivo como in vitro. 

 
 
Figura 12. Expresión de erbB3 en células 3T3-L1. A. Por RT- PCR se amplificó erbB3 
en células 3T3-L1 y en células de carcinoma mamario murino (CaMa) y acinos mamarios 
normales de rata (AcMa). B. Como la amplificación produjo varios segmentos además 
del esperado (308 bp) se estudió su especificidad por clivaje con RsaI (104 pb + 204 pb). 
Control positivo: acinos mamarios de rata. 
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1.5. Expresión de erbB4 (RT-PCR) 

Se utilizaron “primers” diseñados contra el erbB4 de rata (Sundaresan et 

al. 1998), para tratar de amplificar erbB4 en estas células porque la secuencia 

disponible en ratón era incompleta (gi: 23622469). Entre la secuencia de 4060 pb 

de rata y la de 1084 pb de ratón existe un 95% de homología. En las zonas de 

unión de los “primers” la homología es total (100%). De todos modos, si bien 

estos “primers” amplificaron por RT-PCR un fragmento del tamaño esperado 

(206 pb) en acinos mamarios de rata2, específico además porque la enzima Rsa I 

digirió como estaba previsto (111 pb + 95 pb), en las células 3T3-L1 ninguna de 

todas las bandas obtenidas resultó ser erbB4 (Figura 13). 

 
 
Figura 13. Las células 3T3-L1 no expresan erbB4. A. Se realizó RT- PCR de cDNA 
total de células 3T3-L1, células de carcinoma mamario murino (CaMa) y acinos 
mamarios normales de rata (AcMa) para amplificar erbB4. Las 3T3-L1 produjeron varios 
segmentos pero ninguno del tamaño esperado (206 bp). B. Se estudió su especificidad 
por clivaje con RsaI (111 pb + 95 pb), confirmando el resultado anterior.  
 

                                                
2 Gentileza Dr. Leonardo Bussman y Lic. Ursula Bussman. 
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2. Capítulo 2: Expresión y modulación de proteínas erbB1, erbB2, erbB3 y erbB4 

 

2.1. Expresión y modulación de erbB2 en 3T3-L1 

Se estudió la expresión del erbB2 en células 3T3-L1 por WB durante todo 

el período de diferenciación adipocítica. En la Figura 14 se observa el patrón de 

expresión en células proliferantes y postconfluentes tratadas o sin tratar con los 

inductores de diferenciación MIX y DEXA. El análisis densitométrico muestra 

que en las células no tratadas (diamantes negros) esta expresión aumenta 

significativamente durante el período de proliferación (día 1 vs. día 6, P<0,001) y 

de postconfluencia, teniendo su máximo entre los días 8-9 hasta llegar a 4 veces 

sobre el nivel de confluencia (día 6 vs. días 8-9, P<0,001) decreciendo, luego, 

lentamente después del día 14 de cultivo. Por otro lado, el tratamiento con MIX y 

DEXA por 48 h (círculos negros) redujo significativamente la expresión de erbB2 

(círculos vs. diamantes en días 8 y 9, P<0,001) a valores casi 4 veces menores. 

Hacia el final de la diferenciación, los niveles de erbB2 en células diferenciadas 

eran mucho menores que en las no tratadas (comparar diamantes negros con 

círculos negros, P<0,001 en el día 14 y P<0,01 en el día 16) pero similares a los 

alcanzados durante la confluencia.  

Este experimento parecería indicar que los inductores de diferenciación 

evitarían que los niveles de erbB2 aumentasen en el período de arresto celular. 

 

 

 

Figura 14. Expresión y modulación de erbB2 en células 3T3-L1. Células 3T3-L1 
fueron cultivadas rutinariamente y extractos proteicos tomados en diferentes momentos 
del proceso de diferenciación se sembraron en un gel de poliacrilamida al 7% (PAGE-
SDS). Se inmunoreveló con un anticuerpo específico para erbB2, encontrándose una 
banda reactiva de 185 kDa en A. Células en período proliferativo entre los días 1 y 6 
después de siembra; B. Células posconfluentes tratadas o sin tratar con insulina en los 
días 14 y 16 de cultivo; C. Células posconfluentes inducidas a diferenciar con MIX-
DEXA en los días 8 y 9 de cultivo, tratadas o sin tratar  con insulina en los días 14 y 16. 
La línea celular de cáncer mamario T47D fue utilizada como un control interno para 
permitir la comparación entre geles. El experimento mostrado es representativo de 3 
similares. D. Los datos en 1 A, B y C se analizaron densitométricamente como se 
describió en Materiales y Métodos. Brevemente: las intensidades de las bandas fueron 
cuantificadas con el programa Scion Image (NIH) y luego analizadas estadísticamente 
por ANOVA de una vía y test de Student-Newman-Keuls. Los valores son expresados 
como veces de incremento sobre el día 1 y representan la media ± SEM (n=4). La 
significancia estadística no se muestra debido a su complejidad pero se explica en el 
texto. 
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2.2. Expresión y modulación de EGFR en 3T3-L1 

Se ha descrito que la expresión del EGFR permanece constante (Adachi 

et al. 1994; Reed et al. 1977) o disminuye (Boney et al. 1998; Hardy et al. 1995) 

durante la diferenciación de los preadipocitos 3T3-L1. Para confirmar la 

modulación de EGFR en estas células estudiamos su expresión por WB durante 

todo el período de diferenciación desde fibroblastos a adipocitos, como se 

realizara para el erbB2 (Fig. 14). Se observaron dos bandas reactivas para el 

erbB1 (Figura 15 A-C), una del peso molecular esperado para el típico EGFR 

(170 kDa) y otra posiblemente correspondiente a la variante tipo III (vIII) de 145 

kDa. De la misma manera que para el erbB2, se observó un incremento en la 

expresión de EGFR de aproximadamente 10 veces sobre el control (día 1 vs. día 

6, P<0,001) durante el período proliferativo, que alcanzó su máximo en el día 8 

(2 días después de confluencia, día 6 vs. día 8, P<0,01). A medida que el tiempo 

de cultivo avanzaba, la expresión de EGFR disminuía, hasta alcanzar en el día 

16, valores cercanos a los niveles de pre-confluencia (Fig. 15D, diamantes 

negros en día 16). En células diferenciadas, se pudo observar una reducción muy 

marcada alrededor de los días 8 y 9 del cultivo (Fig. 15D comparar diamantes 

con círculos, P<0,01) para, luego, permanecer constante aún cuando se agregara 

insulina al medio. Hacia el día 14 se observó una disminución significativa de la 

expresión de EGFR en células diferenciadas, en comparación con las no tratadas 

(ver círculos contra diamantes, P<0,01). Sin embargo, hacia el día 16, las 

diferencias entre células diferenciadas y no diferenciadas, parecen desaparecer.  

 

 

Figura 15. Expresión y modulación de EGFR en células 3T3-L1. Se realizó un SDS-
PAGE 7% con alícuotas (8 µg de proteína/well) de los mismos extractos utilizados para 
la Figura 1 y se inmunorevelaron con un anticuerpo específico para EGFR. Se 
encontraron 2 bandas: una de 170 kDa (EGFR) y otra de 140 kDa (posiblemente EGFR 
vIII). en A. células en período proliferativo; B. células posconfluentes indiferenciadas; 
C. células posconfluentes diferenciadas. D. Análisis densitométrico (ver Figura 14 y 
Materiales y Métodos). 
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2.3. erbB2 y EGFR disminuyen en células diferenciadas espontánea y 

hormonalmente. 

Dado que la modulación hormonal de erbB2 parecía ser compleja, se 

quiso evaluar si la disminución en la expresión de erbB2, observada en células 

diferenciadas con respecto a las no diferenciadas, ocurría también en la 

diferenciación espontánea. Para ello se estudió la expresión de erbB2 mediante 

WB de células control en estado de confluencia, células diferenciadas 

hormonalmente, células control no diferenciadas (estudiadas al tiempo en que las 

tratadas completaban su diferenciación) y células diferenciadas en forma 

espontánea (casi un mes en cultivo sólo en DMEM 10% SFB). En la Figura 16A 

se observa que la expresión de erbB2 disminuye significativamente en adipocitos 

(P<0,05), indistintamente de cómo fueron diferenciados.  

De la misma manera se estudió la expresión del EGFR encontrando, como 

era de esperarse, que disminuía respecto del control (Figura 16B) tanto en células 

diferenciadas hormonal (P<0.05) como espontáneamente (P<0,01). Este 

experimento justificaría el resultado, aparentemente contradictorio, observado en 

la Fig. 15D, al día 16, ya que, así como para el erbB2, en la diferenciación 

espontánea la disminución de los receptores ocurre de manera más lenta, a 

medida que nos movemos más en el tiempo (del día 14 al 16 o más) las 

diferencias en la expresión de los receptores entre las que fueron tratadas y las 

que no lo fueron, se reducen.  
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Figura 16. La expresión de los receptores disminuye en células diferenciadas. 
Extractos enteros (10 µg proteína/well) de células en confluencia, diferenciadas 
hormonalmente, indiferenciadas (células control extraídas al mismo tiempo en que las 
diferenciadas terminan su diferenciación) y diferenciadas espontáneamente, se analizaron 
por WB para A. erbB2 y B. EGFR. La intensidad de las bandas se cuantificó con el 
programa Scion Image y los datos se analizaron estadísticamente por ANOVA de una vía 
y test de Tukey (*P<0,05 y **P<0,01). Los valores se expresan como veces de 
incremento sobre el control en confluencia (1) y representan la media ± SEM (n=2).  

 

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

confluentes 

Para entender mejor la causa u origen de esta caída en la expresión de los 

receptores, se realizó una serie de experimentos con el fin de determinar si el 

tratamiento con MIX/DEXA tenía algún efecto sobre esta disminución o era una 

consecuencia de la diferenciación en sí misma. 

Se estudió el efecto de esta mezcla de diferenciación en células en arresto 

proliferativo, es decir, las que van a ser sometidas al programa de diferenciación. 

Células 3T3-L1 cultivadas 2 días después de confluencia se trataron con 

MIX/DEXA por 6, 12, 24 y 48 horas (Figura 17). Se observó que la expresión de 

erbB2 (Figura 17 A) disminuyó desde las 12 horas (P<0,01) en adelante 

(P<0,001). Así mismo, los niveles de EGFR (Figura 17 B) fueron menores (24 h 

P<0,001). Además, cuando las células fueron expuestas a los inductores por 

hasta 7 días, la inhibición en la expresión de estos receptores fue aún mayor 

(Figura 17 C). 
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Figura 17. Efectos rápidos de MIX-Dexametasona sobre la expresión de erbB2 y 
EGFR en células 3T3-L1 en arresto proliferativo. Se sembraron células en placas de 
6 pozos y, luego de 2 días 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 análisis 
densitométrico muestra en negro la expresión de los receptores en células control (C, sin 
tratar) y en cuadrícula, las tratadas con MIX-Dexametasona (MD). La intensidad de las 
bandas se cuantificó con el programa Scion Image y los datos se analizaron 
estadísticamente por ANOVA de una vía 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. Expresión de erbB2 luego de 7 días de 
exposición a MD. 

 

2.5. MIX-DEXA inhiben la expresión de erbB2 en células proliferantes 

Para comprobar que el efecto de los inductores MIX/DEXA sobre la 

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

período proliferativo fueron tratadas por 6, 12, 24 y 48 horas (Figura 18). Después 
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de 24 horas el tratamiento con MIX/DEXA redujo la expresión de erbB2 a casi la 

mitad (P<0,001). 

 
Figura 18. Efectos rápidos de MIX-Dexametasona sobre la expresión de erbB2 en 
células 3T3-L1 en período proliferativo. Se sembraron células en placas de 6 pozos y, 
luego de 2 días posconfluencia,  se trataron como se indica. Las muestras tomadas a 6, 
12, 24 y 48 h se analizaron por WB para erbB2. El análisis densitométrico muestra en 
negro la expresión de los receptores en células control (C, sin tratar) y en cuadrícula, las 
tratadas con MIX-Dexametasona (MD). La intensidad de las bandas se cuantificó con el 
programa Scion Image y los datos se analizaron estadísticamente por ANOVA de una vía 
y test de Tukey (*P<0,05 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).  

 

2.6. Expresión de bandas reactivas para erbB3 y erbB4 

Para completar la caracterización de la expresión de receptores erbB en 

esta línea celular, se debía verificar la presencia de los miembros restantes de la 

familia, erbB3 y erbB4, ya que al no poder unir un ligando, erbB2 está obligado 

a heterodimerizar para poder ejercer su efecto biológico (normal, no 
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cancerígeno). No se pudieron encontrar las formas clásicas 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 específicas tanto para erbB3 (A) como para 

erbB4 (B), dado que también se expresan en la línea control T47D. 

 
Figura 19. Estudio de la expresión de erbB3 y erbB4 en células 3T3-L1. Extractos 
enteros (líneas 1 y 3: 50 µg proteína/well; líneas 2 y 4: 100 µg proteína/well) se 
analizaron por WB para A. erbB3 y B. erbB4. Se observan varias bandas reactivas para 
erbB3 y erbB4, específicas por comparación con la línea control T47D, aunque ninguna 
corresponde con las formas clásicas del receptor (180 kDa).  
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3. Capítulo 3: Activación de erbB2 y EGFR 

 

3.1. EGF promueve la fosforilación en tirosina de erbB2 en 3T3-L1 

Dado que la activación del receptor viene dada por la fosforilación en 

tirosina de sus residuos citoplasmáticos, se trató de evaluar si 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 coincidió 

exactamente con el PM del erbB2 (185 kDa). Para demostrar que erbB2 era 

capaz de ser fosforilado por EGF e, indirectamente, la heterodimerización entre 

erbB2 y EGFR, células en período proliferativo fueron deprivadas de suero y 

estimuladas con EGF. El erbB2 fue inmunoprecipitado y su grado de 

fosforilación en tirosina determinado por WB. La figura 20 muestra que EGF (10 

nM, 5 y 10 min) aumenta la fosforilación en tirosina del erbB2 unas 2,5 veces 

con respecto al control (BSA 0,1%), 6 veces con respecto al suero y 5 veces con 

respecto a las células no deprivadas de suero (Fig. 20 C análisis densitométrico). 
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Figura 20. EGF induce la fosforilación en tirosina de erbB2 en células 3T3-L1. 
Células en período 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 sembró una muestra sin deprivar de suero en la última línea (no 
SS). Extractos proteicos (200 µg proteína) se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-
erbB2 y los eluatos se analizaron secuencialmente por WB para A. fosfotirosina y B. 
erbB2. C. Análisis densitométrico.  
 
 

3.2. EGF, pero no heregulina, promueve la fosforilación en tirosina de erbB2 y 

EGFR en 3T3-L1 

Se evaluó el efecto de la heregulina sobre el grado de fosforilación en 

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

quinasas en tirosina (TKR tipo I) aunque específico de erbB3 y erbB4. El erbB2 

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

tirosina fosforilada. En la figura 21 se observa que sólo EGF y no Heregulina a1 

o ß1 es capaz de inducir un aumento en la fosforilación de ambos receptores 
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(Fig. 21 A y B)  así como un retardo en la movilidad del erbB2 en su migración 

en SDS-PAGE (Fig. 21 C).  

 
Figura 21. Heregulina no es capaz de inducir la fosforilación en tirosina de 
erbB2/EGFR en células 3T3-L1. Como en la Figura 20, células en período 
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 a1 y ß1. 
Como control se sembró una muestra sin deprivar de suero en la primera línea (no SS). 
Extractos proteicos (200 µg proteína) 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 proteína en todas las muestras. Este 
resultado demuestra que ni la HRG ni el suero son capaces de inducir un cambio en la 
migración del erbB2. 
 
 

3.3. EGF promueve la heterodimerización de erbB2 y EGFR en 3T3-L1 

Comprobada la capacidad del EGF de fosforilar al erbB2, esto indicaba 

que existía una interacción física real entre ambos receptores, dado que al no 
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poder unirse el EGF al erbB2, la única posibilidad es que el EGFR, por unión del 

EGF, lo fosforile en forma cruzada.  

Células deprivadas de suero, estimuladas o no con EGF, fueron tratadas 

con un buffer de extracción suave (digitonina al 1%) con el fin de preservar los 

complejos proteicos formados. El erbB2 fue inmunoprecipitado y por WB se 

determinó la co-precipitación de EGFR. De la misma manera se inmunoprecipitó 

EGFR y se evaluó la co-precipitación de erbB2. En la Figura 22 se observa que 

EGF es capaz de estimular la formación del heterodímero erbB2-EGFR en 

células 3T3-L1. 

 
Figura 22. EGF estimula la formación del dímero erbB2/EGFR en células 3T3-L1. 
Células en período 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 Materiales y Métodos) se inmunoprecipitaron (1 mg proteína) con un 
anticuerpo anti-EGFR (panel izquierdo) y anti-erbB2 (panel derecho). Los eluatos se 
analizaron por WB para A. demostrar la formación del heterodímero,  B. comprobar que 
se hubiera inmunoprecipitado la misma cantidad de proteína, y C. corroborar la 
fosforilación en tirosina y, por lo tanto, la activación de ambos receptores. 
 
 

3.4. Expresión de heregulina 

Experimentos preeliminares con heregulina (a1 o ß1) agregada 

exógenamente al medio de cultivo para evaluar su efecto sobre la proliferación 

y/o diferenciación de las células 3T3-L1, resultaron siempre poco determinantes. 

Heregulina parecía aumentar tanto la proliferación como la diferenciación celular 

pero sólo luego de 11 días de cultivo (3 días con insulina) (P<0,05). Si bien esta 

tendencia se repetía, la estadística no resultaba suficientemente significativa. 

Además, la heregulina parecía no tener efecto alguno en la fosforilación de los 
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receptores (ver Figura 21 y Pagano & Calvo 2003). Estábamos, posiblemente, en 

presencia de un sistema auto-estimulado. Para demostrarlo, se estudió la 

expresión de heregulina en estas células, ya que si bien no se une directamente a 

erbB2 y EGFR, puede provocar la heterodimerización de los mismos con erbB3 

y erbB4. Por WB se determinó que las células 3T3-L1 expresan al menos 2 

bandas positivas para heregulina, una de 105 kDa y otra de 44 kDa, que 

corresponden al precursor y a la forma clivada, respectivamente (Figura 23). Es 

de notar que el precursor se encuentra fuertemente regulado (“down-regulation”) 

en adipocitos (células diferenciadas) mientras que por el contrario, la forma 

activa está aumentada. 

 
Figura 23. Expresión de heregulina en células 3T3-L1. Extractos enteros (10 µg 
proteína/well) de células en confluencia, diferenciadas hormonalmente, indiferenciadas 
(células control extraídas al mismo tiempo en que las diferenciadas terminan su 
diferenciación) y diferenciadas espontáneamente (1 mes de cultivo), se analizaron por 
WB para heregulina. Se encontraron 2 bandas de 105 kDa y 44 kDa cada una, que 
corresponden al precursor y a la forma clivada o madura respectivamente. 
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4. Capítulo 4: Respuesta biológica específica: proliferación y diferenciación celular 

 

4.1. La tirfostina AG 825 inhibe la proliferación de 3T3-L1 por inactivación del 

erbB2 

Para determinar si la presencia de erbB2 en estas células tenía alguna 

función fisiológica de relevancia, se intentó inactivar el receptor para evaluar las 

consecuencias. En ensayos preliminares se utilizaron oligonucleótidos 

antisentido contra el erbB2 en el medio de cultivo pero no se logró disminuir la 

expresión de la proteína, determinada por WB (resultados no mostrados).  

Se pensó, entonces, en los inhibidores farmacológicos conocidos como 

tirfostinas, que actúan compitiendo por el sitio de unión al ATP de la porción 

catalítica de la quinasa del receptor. AG 825 es 54 veces más selectiva para 

erbB2 (IC50 0,35 µM) que para EGFR (IC50 19 µM). En la Figura 24 se 

demuestra que AG 825 inhibe la proliferación de las células 3T3-L1, 

determinada por el método de MTT, en manera dependiente de la dosis, logrando 

un máximo de inhibición (40%) con una concentración de 100 µM (P<0,001), 

observándose la inhibición hasta 0,1 µM (P<0,01). Este resultado involucra al 

erbB2 directamente en la proliferación de estas células. 

 

4.2. La tirfostina AG 879 inhibe la proliferación de 3T3-L1 por inactivación del 

erbB2 

Adicionalmente, de la misma manera que con AG 825, también se utilizó 

AG879, un inhibidor aún más selectivo para el erbB2 (IC50 1 µM, 500 veces 

menor que para EGFR), para tratar de confirmar el papel de este receptor en esta 

línea celular. AG 879 también reduce significativamente la proliferación de estas 

células (Figura 25), con un máximo de inhibición (40%) a una concentración de 

10 µM (P<0,001), siendo evidente hasta 0,1 µM (P<0,05). De esta manera se 

confirma nuestra hipótesis del papel de erbB2 en la proliferación de estas células. 
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Figuras 24 y 25. Efectos de las tirfostinas AG 825 y AG 879 en la proliferación de las 
células 3T3-L1. Células en estado proliferativo fueron tratadas con distintas 
concentraciones de las tirfostinas AG 825 y AG 879 con o sin EGF por dos días. Luego 
se determinó la proliferación celular por el ensayo de MTT. Los datos se presentan como 
la media ± SD (n=8). Se muestra un experimento representativo de 3 realizados. Análisis 
estadístico: Anova de una vía seguido por test de Student-Newman-Keuls (***P<0.001; 
**P<0.01; **P<0.05). Valores referidos a las células control (sin tratar con tirfostina). 
 
 

4.3. Tirfostina AG 879 estimula la diferenciación de 3T3-L1 por inactivación del 

erbB2 

Una vez demostrada la función del erbB2 en la proliferación de los 

preadipocitos 3T3-L1, se estudió su participación en la diferenciación de los 

mismos. Se determinó el grado de diferenciación adipocítica alcanzado por 

células tratadas o no con tirfostina AG879 por una hora previamente a la 
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inducción de la diferenciación con MIX-Dexametasona. El experimento se 

continuó como de rutina, con el agregado de insulina, y se finalizó cuando la 

diferenciación fue evidente al microscopio, por acumulación de gotas lipídicas, en 

las células control. Como se puede observar en la Figura 26, la determinación de 

la producción de triglicéridos demostró que la tirfostina AG879 potencia la 

diferenciación estimulada por MIX-Dexametasona (1 µM p<0,001 y 0,1 µM 

p<0,01) pero no es capaz de inducirla por sí sola. 
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Figura 26. Tirfostina AG879 potencia la diferenciación estimulada por MIX-
Dexametasona pero no es capaz de inducirla por sí misma. 
Células 3T3-L1 postconfluentes fueron tratadas o no con tirfostina AG879, un inhibidor 
específico de erbB2, 1 hora antes de estimular la diferenciación adipocítica con MIX- 
dexametasona. Dos días después se las trató con Insulina y luego de 5 días se determinó la 
producción de triglicéridos por el método Trinder enzimático (colorimétrico). Los datos se 
presentan como la media ± SD (n=4). Se muestra un experimento representativo de 3 
realizados. Análisis estadístico: Anova de una vía seguido por test de Student-Newman-Keuls 
(***P<0.001; **P<0.01; **P<0.05). Valores referidos a las células diferenciadas como de 
rutina (AG879 -  y MIX-Dexa +) 
 
 
4.4. Tirfostina AG 825 inhibe la fosforilación en tirosina de erbB2 en 3T3-L1  

Para controlar la inactivación de erbB2 por el inhibidor, se estudió la 

fosforilación en tirosina del mismo en respuesta a distintas dosis de AG825, con 

o sin EGF. La tirfostina AG825 inhibió la fosforilación tanto basal como la 

estimulada por EGF de erbB2 (Figura 27).  
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Esto sería indicativo de un comportamiento típico de un antagonista 

inverso, en el que la inhibición competitiva por el sitio de unión, no solamente 

antagoniza la interacción sino que tiene consecuencias inhibitorias para el estado 

basal. 

Por lo tanto, la inhibición de la proliferación debido al tratamiento con 

AG825 se debería, en principio, a la inactivación del erbB2. 

 

4.5. Tirfostina AG 825 inhibe la fosforilación en tirosina de EGFR en 3T3-L1  

A pesar de que las diferencias entre las IC50 de ambos receptores respecto 

de la tirfostina AG825 asegura cierta especificidad de interacción, también se 

estudió la fosforilación en tirosina del EGFR en presencia del inhibidor. A 

diferencia de lo observado para el erbB2, en el caso del EGFR la tirfostina 

AG825 inhibió solamente la fosforilación estimulada por EGF y sólo a partir de 

una concentración de 1 µM (Figura 28). Evidentemente deben existir diferencias 

suficientes a nivel del sitio de interacción en erbB2 y EGFR, es decir, el dominio 

quinasa, que den cuenta de este resultado, así como de la diferencia en la 

sensibilidad al inhibidor. De todos modos, es interesante que también pueda 

observarse el efecto inhibitorio de AG825 sobre el EGFR, probablemente a 

través de la disrupción del heterodímero EGFR-erbB2.  

Figuras 27 y 28. La tirfostina AG 825 inactiva diferencialmente erbB2 y EGFR. 
Células 3T3-L1 proliferantes deprivadas de suero por 18 h. fueron estimuladas con EGF 
en presencia o ausencia del inhibidor, a distintas concentraciones. Cada receptor fue 
inmunoprecipitado con un anticuerpo específico y su fosforilación en tirosina 
determinada por WB.  
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5. Capítulo 5: Señalización 

5.1. Activación de kinasas luego de la inducción con MIX-Dexametasona 

El tratamiento de los preadipocitos 3T3-L1 con MIX y dexametasona 

activa distintos factores de transcripción como C/EBPß y C/EBPd, 

respectivamente y finalmente, PPAR?, regulador maestro de la adipogénesis. La 

insulina es esencial para asegurar una completa diferenciación de los 

preadipocitos, tanto por su acción sobre el IGF-1R, a la vez mitogénica y 

diferenciadora, como sobre su propio receptor, la cual es de índole más 

metabólica. Ambos receptores tienen actividad de quinasa en tirosina, así como 

los erbBs, y activan varias vías de señalización, incluyendo la de las MAPKs 

(mitogen activated protein kinase). Las MAPKs p42 (ERK2) y p44 (ERK1) se 

activan por fosforilación en residuos de treonina y tirosina, lo cual produce su 

traslocación al núcleo donde activan o reprimen distintos factores de 

transcripción involucrados en la proliferación y la diferenciación (Hunter 2000). 

Algunos estudios postulan que la activación de p42/p44 o ERK1/2 bloquea la 

adipogénesis (Font de Mora et al. 1997) mientras que otros sugieren que la 

promueve (Prusty et al. 2002). Nosotros decidimos estudiar la señalización en 

respuesta a la inducción de la diferenciación en nuestro sistema de células 3T3-

L1, no sólo con respecto a las MAPKs, sino también a otras vías de señalización 

como la JNK (Janus kinase) y la p38. Encontramos que las tres quinasas 

estudiadas, ERK1/2, JNK y p383, se activan inmediatamente después de la 

inducción de la diferenciación con MIX-Dexametasona (Figura 29, ver 5, 15 y 

30 min) aunque las tres parecen seguir distintas cinéticas de activación en el 

tiempo.  

                                                
3 Anticuerpos e inhibidores de las quinasas, gentileza Dr. Omar Coso 
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Figura 29. La inducción de la diferenciación adipocítica 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 inducción. Los extractos se analizaron por WB para determinar el nivel de 
activación 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 expresión de las respectivas quinasas, 
en el panel inferior a cada una se muestran los WB para ERK1/2 total, JNK total y p38 
total. Se muestra un experimento representativo de dos realizados. 
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5.2. Efecto de la inhibición de MEK y JNK sobre la expresión de erbB2 

Previamente, observamos que la expresión 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 activación inmediata 

de ERK1/2, JNK, y p38 luego de esta inducción (Figura 29). Como parte de los 

experimentos destinados a delucidar la participación de erbB2 en el proceso 

adipogénico, decidimos estudiar el efecto de la inhibición de las quinasas MEK y 

JNK sobre la disminución de la expresión de erbB2 en respuesta a MIX-Dexa. 

Encontramos que el tratamiento con PD98059 y SP600125, inhibidores 

específicos de ERK y JNK respectivamente, durante 1 hora previa a la inducción 

con MIX-Dexa produce, luego de 6 h, un mayor descenso en la expresión de 

erbB2 comparado con el control (Figura 30). 
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Figura 30. La inhibición de MEK y JNK produce una mayor disminución de la 
expresión de erbB2. Células 3T3-L1 postconfluentes fueron tratadas con los 
inhibidores de MEK (PD98059) y JNK (SP600125). Una hora más tarde fueron 
inducidas con MIX-DEXA (MD) como de rutina y, luego de 6 h, se extrajeron 
proteínas. Se analizaron por WB para A. determinar la expresión de erbB2; B. confirmar 
el tratamiento inhibitorio de las quinasas (en la figura, fosfo-ERK1/2 (P-ERK1/2)); C. 
densitometría. La intensidad de las bandas se cuantificó con el programa Scion Image y 
los datos se analizaron estadísticamente por ANOVA de una vía y test de Tukey (n=2, 
*P<0,05, **P<0,01  y ***P<001). Los valores se expresan como veces de incremento en 
la expresión de erbB2 sobre el control a 6 h sin MD y sin inhibidores (u.a.=1). La 
estadística de los tratados con inhibidores y MD se refiere al control MD+ (segunda 
barra) y la de los tratados con inhibidores sin MD al control MD- (primera barra). Se 
muestra un experimento representativo de dos realizados. 
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5.3. Patrón de proteínas fosforiladas en tirosina luego de la inducción con MIX-

Dexametasona 

El tratamiento de inducción adipogénica desencadena una serie de señales 

intracelulares que tienen como fin último modular la expresión génica para dar 

comienzo al programa adipocítico. Evidentemente, estos inductores, MIX y 

dexamentasona, deben activar ciertas vías de señalización para lograrlo. La 

fosforilación en tirosina de proteínas es uno de los mecanismos más utilizados 

por la célula para transmitir distintas señales.  

Por esta razón, analizamos por Western blot la variación en el patrón de 

fosforilación en tirosina de las proteínas totales en las células 3T3-L1 una vez 

inducida la diferenciación (Figura 31). 

Encontramos que diferentes proteínas, de pesos moleculares aparentes 44 

y 85 kDa por ejemplo, varían sustancial y reproduciblemente en el tiempo su 

contenido en tirosina fosforilada. Esto demuestra que la inducción con MIX-

Dexametasona es capaz de desencadenar la activación de diferentes proteínas 

celulares que resultarán en la respuesta biológica esperada para estas células, la 

diferenciación.

 
Figura 31. La inducción con MIX-dexametasona modula la fosforilación en tirosina 
de distintas proteínas celulares. Células 3T3-L1 postconfluentes fueron inducidas con 
MIX-DEXA como de rutina y se tomaron muestras a distintos tiempos luego de la 
inducción. Los extractos se analizaron por WB para determinar el nivel de activación de 
las proteínas totales por fosforilación en tirosina. Se muestra un experimento 
representativo de tres realizados. 
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Discusión 

 

Desde que Green y Kehinde en 1974 desarrollaron la línea celular 3T3-L1, una variante 

de la línea Swiss-3T3, como un modelo para estudiar el proceso de diferenciación 

adipocítica mucho se ha avanzado en el tema, especialmente en el conocimiento de los 

efectos de diversos factores, de crecimiento u hormonales, que afectan el mencionado 

proceso. La activación del IGF-1R por IGF-1 o insulina ha demostrado ser un factor 

esencial en la proliferación y diferenciación de estos preadipocitos. Dado que los 

receptores con actividad de tirosina-quinasa tipo I, los erbBs, por otro lado, desempeñan 

así mismo funciones críticas en estos procesos en otros tejidos, como la glándula 

mamaria y el sistema nervioso, en este trabajo se estudiaron su presencia en 

preadipocitos y su participación en el proceso adipogénico. 

 

Expresión de erbBs a nivel de ARN mensajeros 

Existen trabajos anteriores que demuestran que el EGFR se expresa en las células 3T3-L1 

(Adachi et al. 1994; Reed et al. 1977) e, indirectamente, que su actividad, principalmente 

durante la fase proliferativa, es esencial para el éxito de la adipogénesis (Schmidt et al. 

1990). Utilizando “primers” específicos diseñados en nuestro laboratorio a partir de la 

secuencia murina y por técnicas de RT-PCR se confirmó la expresión 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 proteína completa así como otras variantes de este receptor, se diseñaron una 

variedad de “primers” y se adoptaron otros de la bibliografía para lograr este objetivo. Al 

momento de realizar estos experimentos la secuencia del erbB2 murina se hallaba 

incompleta (Robinson et al. 2000). En base a una secuencia murina de sólo 2083 pb con 

un 87% de homología con su correspondiente humana se diseñaron los “primers” que 

permitieron detectar por RT-PCR la presencia del ARNm de erbB2 en las células 3T3-L1 

(Figura 9 A). En el año 2003 comenzaron a aparecer en la base de datos del NCBI 

secuencias más largas (mayores a 3,5 kb) con una homología promedio de 85%. Los 

“primers” previamente elegidos reconocen regiones del cDNA idénticas entre ratón y 

humano a excepción de una base, razón por la cual se prepararon oligonucleótidos 

“wobble”, es decir que la mitad de ellos lleva la base murina en esa posición y la otra 

mitad, la humana. De esta manera se asegura la amplificación del segmento a pesar de 
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esta mínima discrepancia. La secuencia amplificada demostró corresponder a erbB2 por 

digestión enzimática específica cuyo sitio de corte se encuentra intacto en ambas 

especies. Además se logró amplificar un segmento de mayor tamaño utilizando como 

“primer” 5´ un oligonucleótido humano (Aigner et al. 2001) y como “primer” 3’ el 

murino utilizado anteriormente (Figura 9 B). También en esta ocasión el corte enzimático 

permitió dar una correspondencia positiva con el mARN del erbB2. Este resultado 

también demuestra que la variante murina de erbB2 es altamente homóloga a la humana 

ya que fue posible amplificarla con “primers” diseñados 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 el ligando, frecuentemente 

detectables en el medio condicionado de células tumorales en cultivo y en fluidos 

biológicos, como sangre y orina. Se producen por proteólisis limitada de los receptores 

completos anclados a membrana (Codony-Servat et al. 1999; Lin & Clinton 1991; Pupa 

et al. 1993; Zabrecky et al. 1991) o por “splicing” diferencial (Aigner et al. 2001; 

Doherty et al. 1999; Scott et al. 1993), cuyos transcriptos codifican para proteínas que 

conservan todo o parte del dominio extracelular y nada del transmembrana o 

citoplasmático. Su vasta presencia sugiere que estas formas solubles podrían tener 

importantes funciones fisiológicas.  

 

HER2-ECD (human erbB2-extracellular domain) es una de estas variantes de splicing. Es 

una proteína 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 citoplasmático y sus últimos 25 aminoácidos difieren del 

erbB2 wt por incorporación de una porción intrónica, debido a una señal alternativa de 

poliadenilación (Scott et al. 1993). HER2-ECD se expresa en una gran cantidad de líneas 

celulares tumorales que expresan HER2 y su abundancia relativa con respecto al receptor 

completo es variable. En células de cáncer gástrico (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 al. 2000), en micrometástasis de ganglios linfáticos y 

médula ósea (Gebhardt et al. 1998) y en medios condicionados de líneas celulares de 

igual condición mayormente producidos por proteólisis limitada que por splicing 

alternativo. Estos últimos, sin embargo, pueden permanecer en el citoplasma. La función 
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de HER2-ECD en células tumorales no se conoce bien. La transfección con el ADNc de 

2,3 kb correspondiente a HER2-ECD en células MCF-7 (cáncer mamario) disminuye la 

proliferación espontánea y la inducida por heregulina en estas células, así como la 

fosforilación de erbB4 y la activación de MAPK. En células MKN7 la inhibición de la 

expresión endógena de HER2-ECD con ribozimas disminuye la inhibición que HER2-

ECD ejerce sobre la señal estimulada por EGF (Aigner et al. 2001). La pérdida de la 

expresión del mRNA para HER2-ECD en tumores gástricos más avanzados y estos datos 

sugieren un papel potencial para las formas truncadas de erbB2 en el control de la 

proliferación tumoral en humanos. Es posible que la función de HER2-ECD dependa 

también del tipo tumoral estudiado ya que niveles elevados en suero de pacientes 

oncológicos se correlacionan inversamente con la respuesta a quimioterapia (Colomer et 

al. 2000). Considerando que esta variante carece del dominio quinasa y que por lo tanto 

es incapaz de transducir señales intracelulares, algunos autores proponen que podría 

agregarse con receptores completos de la familia erbB y así modular su actividad 

(Gebhardt et al. 1998) a semejanza de la inactivación que sigue a la interacción entre el 

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 podría ser de sumo 

interés ya que nunca antes se habían descripto en adipocitos y su presencia podría 

justificar la modulación negativa de erbB2 y EGFR a nivel proteico (Fig. 14 y 15). Si 

bien fue posible amplificar un segmento en las células 3T3-L1 con los “primers” 

específicos para HER2-ECD (Figura 10 A), bastante específico a juzgar por la ausencia 

de otras bandas, se puede observar claramente que su expresión es baja comparada con la 

de un carcinoma mamario. Lamentablemente, la secuenciación de este fragmento no fue 

exitosa, es decir, que no se obtuvo una secuencia única. La digestión enzimática tampoco 

confirmó la especificidad de secuencia. A pesar de esto, es posible que futuros estudios 

puedan demostrar inequívocamente si en ratones existen variantes de erbB2 similares o 

distintas a las encontradas en humanos, ya que no existen estudios previos al respecto, y 

su posible función en la adipogénesis. 

 

La herstatina, otra variante de splicing de erbB2, es una proteína de 68 kDa descripta 

como un autoinhibidor del receptor erbB2, ya que es capaz de unírsele e inhibir su 

actividad, porque interfiere con la formación de dímeros y reduce la fosforilación en 

tirosina del receptor (Doherty et al. 1999). Es el producto de un ARNm alternativo 

truncado (2,6 kb) después de la secuencia codificante para los dos primeros dominios 
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extracelulares. Se encuentra expresión de herstatina en riñón e hígado fetales humanos y 

en las líneas no tumorigénicas IOSEVAN (epitelial ovárica) y HBL-100 (de mama), 

mientras que en células en las cuales erbB2 está amplificado,  como BT474 o SKOV-3, 

su expresión es menor (Doherty et al. 1999). En este trabajo de tesis, utilizando los 

“primers” descriptos por Doherty y col. se obtuvo un fragmento del tamaño esperado a 

partir de cDNA de células 3T3-L1. Su expresión es extremadamente baja tanto en estas 

células como en células epiteliales de cáncer de mama murino (Figura 10 A). Una 

identificación inequívoca del mismo no fue posible. Por lo tanto, más estudios serán 

necesarios para determinar la expresión de esta variante del erbB2 en células 3T3-L1 y si 

la misma tiene relación con la diferenciación adipocítica.  

 

Otro integrante de la familia erbB es el erbB3, simpáticamente llamado “el mudo” debido 

a su incapacidad de transducir una señal intracelular por una quinasa deficiente, a 

semejanza de “el sordo”, es decir, erbB2, a quien por no conocérsele ligando alguno no 

recibe señal o no “escucha” (Citri et al. 2003). Por esta razón ambos necesitan 

obligatoriamente, a menos que haya una sobreexpresión de por medio, de un compañero 

de dimerización de otra clase. El heterodímero erbB2-erbB3 es, de hecho, conocido por 

transducir una de las señales mitogénicas más potentes en esta familia y de ser capaz de 

causar transformación neoplásica (Alimandi et al. 1995).  

 

Por lo tanto, era de interés para nuestro modelo de diferenciación adipocítica verificar la 

existencia o no de ARNm para erbB3 en las células 3T3-L1. ErbB3 también tiene varias 

isoformas, siendo p85-serbB3 (soluble) capaz de inhibir la activación de erbB2, erbB3 y 

erbB4 mediada por heregulina (Lee & Maihle 1998; Lee et al. 2001) pero en esta parte 

del trabajo se investigó la presencia de la forma completa del receptor. En base a la 

secuencia murina del erbB3 de 4524 pb, se diseñaron dos oligonucleótidos 

correspondientes al extremo 5´ del ARNm y con ellos se amplificó por RT-PCR un 

segmento del tamaño esperado (308 pb) además de otros segmentos de tamaño 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 expresión de 

erbB3 (Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 1998). El segmento demostró ser específico 

por análisis de restricción enzimática (Figura 12 B). El hallazgo de la expresión de erbB3 

en células 3T3-L1 por primera vez en la literatura, abriría la posibilidad de un posible 

papel para este receptor dentro del proceso adipogénico. 
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ErbB4 es el último miembro descrito de esta familia de receptores. Media las respuestas a 

neuregulinas y otros factores de crecimiento similares a EGF. Tiene un papel 

fundamental en la regulación del desarrollo cardíaco, neural y mamario. Se lo ha 

vinculado a la transformación maligna y enfermedades cardíacas. Los procesos de 

quimiotaxis y supervivencia celular (por contraposición a la apoptosis) pueden ser 

regulados por la expresión de isoformas de erbB4 que difieren en su capacidad de 

acoplarse a la señalización de PI3-K (Kainulainen et al. 2000). Se han identificado 4 

isoformas estructural y funcionalmente distintas de erbB4, sensibles o resistentes al 

clivaje proteolítico que libera un dominio extracelular soluble del receptor, capaces de 

activar o no las vías de MAPK o PI3-K/Akt, justificando las distintas respuestas celulares 

que se transmiten a partir de cada una de ellas (Junttila et al. 2000). 

En este modelo de diferenciación adipocítica nunca antes se había investigado la 

posibilidad de expresión de erbB4. La secuencia murina del receptor no estaba completa 

de manera que se utilizaron “primers” diseñados en rata (Sundaresan et al. 1998). Entre 

la secuencia de 4060 pb de rata y la de 1084 pb de ratón existe un 95% de homología y 

en las zonas de unión de los “primers” la homología es absoluta (100%). En acinos 

mamarios de rata se amplificó positivamente erbB4 pero en las células 3T3-L1 ninguna 

de todas las bandas obtenidas resultó ser erbB4 (Figura 13). Más adelante se discute la 

posibilidad de la presencia de isoformas del receptor por detección proteica. A favor de 

este resultado vale la pena mencionar que la presencia de todos los miembros erbB en un 

solo tipo celular, especialmente “normal” sería redundante. En general, un tipo celular 

expresa uno o dos receptores erbB, no más de tres. Por ejemplo, las células NIH-3T3 

carecen de niveles endógenos detectables de EGFR, erbB3 y erbB4 y muy bajos de 

erbB2 (Olayioye et al. 1998) y en fibroblastos Rat-1 sólo se encuentra expresión de 

erbB1 y erbB2 (Stern & Kamps 1988). 

Por lo tanto, en este trabajo de tesis se confirmó la presencia de los ARNm para erbB2, 

EGFR y erbB3. 

 

Expresión de erbBs a nivel proteico 

Se ha encontrado expresión de erbB2 en infinidad de líneas celulares normales y 

malignas pero generalmente de tipo epitelial. Bajo nuestro conocimiento existen muy 

pocos informes de expresión in vivo de erbB2 en células estromales: células de la 

decidua y placenta en humanos (Press et al. 1990); células deciduales en el período de 
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postimplantación en ratones (Lim et al. 1997); células estromales mamarias durante la 

preñez (Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 1998). Con respecto a las líneas celulares, 

hay datos de expresión de erbB2 en fibroblastos Rat-1 (Kokai et al. 1988) y otro más 

reciente en 3T3-F422A (Kim et al. 1999b).  

Dado que la expresión de erbB2 en células 3T3-L1 fue demostrada por primera vez en 

este laboratorio (Pagano & Calvo 2003) existía la posibilidad de que erbB2 estuviera 

involucrado en la regulación de estas células. 

 

Los resultados presentados en este estudio demostraron que la expresión de erbB2 en las 

células 3T3-L1 aumenta 10 veces durante la etapa proliferativa (Figura 14). Al iniciar la 

etapa de diferenciación mediante el agregado de los inductores MIX y dexametasona, la 

expresión de erbB2 se mantiene en ese nivel aún durante el período de arresto celular. 

Por el contrario, en células sin tratar, aumenta aún más que en la etapa proliferativa, 

llegando hasta unas 4 veces por sobre el nivel de confluencia. La inducción hormonal de 

la diferenciación adipocítica lleva a una pérdida más rápida de los receptores comparada 

con la diferenciación espontánea (Figura 16A). Sinembargo, más allá del método 

utilizado para diferenciar las células, los resultados indican que erbB2 es regulado 

negativamente a medida que la diferenciación progresa. Este resultado está apoyado por 

el hecho de que en la diferenciación de células de cáncer mamario humanas, MCF7 y 

MDA-MB-435, inducida por vitamina E, además de la acumulación de gotas lipídicas se 

observa una regulación negativa de erbB2 a nivel proteico (You et al. 2001). 

El tratamiento con los inductores MIX y dexametasona produjo una rápida disminución 

en la expresión de erbB2 en las células 3T3-L1, a partir de las 12 h en células arrestadas 

y las 24 h en las proliferantes (Figuras 17 y 18). Parecería ser un efecto directo de estas 

drogas ya que no depende del estadio de diferenciación en el que se encuentren las 

células (es prácticamente el mismo efecto en células en etapa proliferativa que en las en 

arresto celular). Por lo tanto, aunque la modulación negativa a nivel proteico por vía 

degradativa, por ejemplo, es una posibilidad, no puede descartarse tampoco un efecto 

genómico sobre el promotor de erbB2. Efectos de MIX y dexametasona sobre la 

expresión del erbB2 ya han sido publicado anteriormente en la literatura pero con 

resultados totalmente opuestos y siempre en células cancerosas. Se ha descripto que el 

AMPc, así como la confluencia celular, como diferentes maneras de producir el arresto 

celular, producen un incremento en la actividad del promotor y en los niveles de mRNA 

y proteína de erbB2 en líneas celulares de cáncer mamario (De Bortoli & Dati 1997; 
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Hudson  et al. 1990a). La dexametasona también incrementa los niveles de ARNm y 

proteína en células de carcinoma de endometrio y ovario (Karlan et al. 1994; 

Markogiannakis et al. 1997). Como agentes diferenciadores, la dexametasona es usado 

frecuentemente porque estimula la producción de prostaciclina, un agente elevador de 

cAMP y movilizador de calcio (Ailhaud 1997) y MIX, porque a través de la inhibición de 

la fosfodiesterasa, aumenta aún más los niveles de AMPc, todo lo cual inicia una cascada 

de eventos transcripcionales que tiene por finalidad la expresión de proteínas 

involucradas en la diferenciación adipocítica. Algunos autores han demostrado que los 

preadipocitos expresan muchas proteínas inhibitorias que deben ser reprimidas para que 

la diferenciación pueda ocurrir. Este podría ser el caso para erbB2 ya que su promotor 

tiene sitios de unión para los factores de transcripción AP-2a y SP-1, cuya actividad 

transcripcional debe ser reprimida necesariamente para permitir la expresión de PPAR? y 

C/EBPa, factores de transcripción estos que a su vez son fundamentales en el proceso de 

diferenciación adipocítica (Morrison & Farmer 2000). En un modelo distinto de 

diferenciación, la línea celular neuronal PC12, EGF estimula la proliferación por una 

activación transitoria de la MAPK (Yao et al. 1998) mientras que el AMPc o el factor de 

crecimiento de nervios (NGF) (Levi Montalcini, 1950, Nobel de Medicina) inducen la 

diferenciación a través de la activación sostenida de la mencionada quinasa. Siendo 

erbB2 el compañero de heterodimerización preferido de todos los receptores erbB 

(Graus-Porta et al. 1997) y, en particular del EGFR en este sistema, ya que para empezar 

muestra el mismo patrón de expresión, y dado que transduce una potente señal 

mitogénica, sería razonable pensar que la señal de proliferación mediada por factores de 

crecimiento y sus receptores deba ser “apagada” para que la de diferenciación pueda ser 

“encendida”. 

 

En este trabajo se confirmó la expresión a nivel proteico de EGFR. Se detectaron dos 

bandas específicas para el EGFR en las células 3T3-L1, el receptor clásico, de 170 kDa, 

y probablemente la variante tipo III o EGFRvIII, de 145 kDa. Se encontró que, de la 

misma manera que para erbB2, el nivel de EGFR decrece en los adipocitos en 

comparación con los preadipocitos (Figura 15). Esto coincide con lo descrito por Hardy y 

colaboradores (Hardy et al. 1995) quienes observaron un descenso en los niveles de 

EGFR de 10.000 sitios de unión en preadipocitos a menos de 5.000 en adipocitos 

maduros. Otros autores, sin embargo, han hallado por análisis de Scatchard (Reed et al. 

1977) y RT-PCR (Adachi et al. 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 diferenciación, nos referimos a la 

glándula mamaria. EGFR se expresa diferencialmente en distintos tipos celulares de la 

glándula mamaria de ratas vírgenes, preñadas, durante la lactación y en involución,  

modulándose negativamente en todos ellos. La inhibición del dominio de quinasa en 

tirosina del EGFR demostró que la señalización a través del EGFR es necesaria para el 

crecimiento y la diferenciación de células epiteliales mamarias inmaduras y para la 

supervivencia de las diferenciadas terminalmente pero no para mantener la diferenciación 

funcional (Darcy et al. 1999). 

El receptor secundario no ha sido estudiado en este modelo, de manera que no es clara 

cual podría ser su función. El EGFRvIII es una variante truncada del EGFR que, 

expresada comúnmente en gliomas cerebrales avanzados, confiere al tumor resistencia a 

la radio y quimioterapia (Levitzki 2002). Es ligando-independiente, mientras que la 

mayoría de los efectos del EGF descriptos sobre la proliferación de las células 3T3-L1 se 

corresponden con la activación del EGFR clásico. 

Se demostró que el tratamiento con MIX y dexametasona disminuye la expresión de 

EGFR, el mismo efecto que para el erbB2. Aunque estos factores usualmente modulan 

positivamente la transcripción de EGFR (de 2 a 3 veces) (Bates & Hurst 1997; Hudson  

et al. 1989) otros factores presentes en el suero, tales como ácido retinoico y hormona 

tiroidea, podrían influenciar negativamente sobre la misma. En algunos tejidos AMPc 

puede inducir la fosforilación en serina de algunos residuos del EGFR, hecho que debilita 

la transducción de su señal y promueve la “down-regulation” del receptor (Barbier et al. 

1999). La dexametasona, por ocupación del receptor de glucocorticoides, produce una 

rápida inhibición del reclutamiento de proteínas de “signaling” por el EGFR, lo cual 

conduce a un descenso de la señal mitogénica (Croxtall et al. 2000).  

De la información disponible sobre la regulación de los promotores de erbB2 y EGFR 

surge que si bien comparten similitudes, las diferencias estructurales sugieren que la 

transcripción de ambos genes estaría regulada por diferentes señales (Tal et al. 1987). 

ErbB2 es poco común en el sentido de que su promotor contiene múltiples sitios de 

iniciación de la transcripción pero algunos sitios son dependientes de secuencias TATA y 

otros no. El promotor de erbB2 tiene secuencias TATA y CAAT en las posiciones típicas 

río 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. Próximamente 
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ensayos de regulación del promotor asociado a un gen reportero permitirán delucidar el 

efecto neto de cada estímulo adipogénico, MIX, dexametasona e insulina, por ejemplo, 

sobre la expresión de erbB2 en el contexto celular de las 3T3-L1. 

 

A pesar de la observación del aumento de los niveles de erbB2 y EGFR en la 

proliferación y su descenso luego del tratamiento con MIX-dexametasona, no se puede 

concluir, de estos resultados si erbB2 y/o EGFR son responsables de la proliferación o 

sólo son dos sucesos paralelos, y si el mencionado descenso en la expresión provoca la 

diferenciación o es una consecuencia de la misma. Para ello se realizaron experimentos 

de funcionalidad sobre los que se discute más adelante. 

 

Activación de los receptores 

Dado que la fosforilación de los receptores erbBs da cuenta de su estado de activación 

(Di Fiore et al. 1990), era importante estudiar este evento en estas células. Se encontró 

que el EGF aumenta significativamente la fosforilación en tirosina del erbB2 en células 

previamente deprivadas de suero (Figura 20). Esto es un hallazgo importante ya que 

indica que el EGF es capaz de activar el erbB2 en las células 3T3-L1 y que, al menos 

parte de sus efectos sobre las mismas podría adjudicarse al heterodímero EGFR-erbB2. 

Se eligió EGF y no TGF-a, por ejemplo, porque se sabe que EGF juega un papel 

importante como agente mitogénico en preadipocitos (el número de células aumenta de 2 

a 3 veces luego del tratamiento) (Smith et al. 1988) aunque no es capaz de iniciar la 

diferenciación por sí mismo. En un sistema libre de suero, EGF es por lejos el 

componente del mismo más potente para sostener la fase de crecimiento exponencial 

necesaria para alcanzar la confluencia, la cual, con el tiempo, dispara la diferenciación 

adipocítica (Schmidt et al. 1990). Es de notar que en ausencia de suero preserva la 

capacidad de estas células de diferenciarse y, en combinación con IGF-1, lleva a las 

células a una tasa de diferenciación máxima comparada con la obtenida con insulina en 

altas concentraciones (Schmidt et al. 1990). Otros investigadores han encontrado que 

EGF produce una estimulación sostenida de la actividad de MAPK en células 3T3-L1 

proliferantes y que esta actividad no desciende significativamente en células 

diferenciadas, dato que apoya el concepto del EGF como un potente agente mitogénico y 

antiadipogénico (Boney et al. 1998). En respaldo de esta afirmación, en las células 

neuronales PC12, EGF no puede inducir la diferenciación por sí mismo mientras que en 

combinación con cAMP, a través de la activación de MAPK, produce el mismo efecto 
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que NGF (Yao et al. 1995). De todas maneras, es evidente que el efecto mitogénico va 

desapareciendo a medida que el programa de diferenciación avanza. Por este motivo, el 

receptor de EGF y erbB2 se presentan como excelentes candidatos para mediar la 

proliferación en células 3T3-L1. 

 

En este trabajo de investigación también se pudo observar que EGF, además de estimular 

la fosforilación en tirosina tanto de su propio receptor, el EGFR, como el erbB2, induce 

un “shift” o cambio en la migración del mismo en SDS-PAGE que ni HRGa ni HRGß 

pueden reproducir (Fig. 21). Esto podría deberse a cambios en la fosforilación del 

receptor, como otros investigadores han observado previamente, en fibroblastos 3T3-

F442A, donde la migración de erbB2 es retardada por un aumento en la fosforilación en 

serina/treonina inducida por GH, vía PKA, al mismo tiempo que decrece el contenido en 

tirosina fosforilada, aparentemente un mecanismo bastante común para disminuir la 

actividad del receptor (Kim et al. 1999b).  

 

Se evaluó también en este sistema la posibilidad de una señalización diferencial mediada 

por EGF a través del heterodímero erbB2-EGFR. El tratamiento de células 3T3-L1 con 

EGF induce, además de la fosforilación en tirosina de ambos receptores, como ya se 

mencionara anteriormente, la formación del complejo erbB2-EGFR, demostrado por 

inmunoprecipitación de un receptor y revelado para el contrario (Fig. 22). Este resultado 

comprueba que la interacción entre ambos receptores es posible y, dado que se expresan 

en el mismo arco de tiempo, sugiere que los efectos descritos para EGF no sólo serían 

mediados por su receptor, el EGFR, sino que también podría estar involucrada la 

señalización a partir del erbB2, o más aún, de la entidad heterodimérica erbB2-EGFR, la 

cual posee características propias y únicas distintas de las que representa la simple suma 

de las de cada receptor.  

De todo el conocimiento que se obtuvo sobre los dímeros erbB a lo largo de los últimos 

20 años cabe resaltar el hecho de que erbB2 es el compañero de heterodimerización 

preferido dentro de la familia HER (Graus-Porta et al. 1997), y es el que transduce la 

señal mitogénica más potente al retardar el amortiguamiento de la misma (Harari & 

Yarden 2000). Muy posiblemente sea ésta la razón por la cual la sobreexpresión de erbB2 

conduce a la transformación maligna, ya que al formarse mayor cantidad de 

heterodímeros de erbB2, aumenta la respuesta a factores de crecimiento y la señal es más 

fuerte (Rubin & Yarden 2001). La formación de heterodímeros también se ha observado 
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en procesos normales, como la diferenciación de la glándula mamaria, en el sistema 

nervioso y en el corazón. La familia de receptores erbB o HER se expresa durante todos 

los estadios del desarrollo mamario aunque selectivamente según la fase de 

diferenciación (proliferante o inmadura/ diferenciada funcional/ diferenciada terminal/ 

apoptótica) y el estado hormonal del animal (pubertad/ preñez/ lactación/ involución) 

(Darcy et al. 1999; Darcy et al. 2000; Schroeder & Lee 1998). Notablemente, y a 

semejanza de lo que indican los resultados del presente trabajo, la expresión de erbB1, 

erbB2 y erbB3 se encuentra modulada negativamente en células epiteliales mamarias 

(MECs) funcionalmente diferenciadas. Todo el sistema erbB es fundamental para la 

proliferación, diferenciación, morfogénesis y sobrevida de las MECs. En ratones, la 

activación del dímero erbB2-erbB4 por NRG1 es fundamental en la formación de 

trabéculas a partir de miocitos (Britsch et al. 1998; Burden & Yarden 1997) mientras que 

la de erbB2-erbB3 lo es en el desarrollo de la cadena ganglionar simpática durante la 

migración de los progenitores neurales a partir de la cresta neural (Lee et al. 1995). 

Todos estos datos avalan la importancia de la formación de los heterodímeros erbB en 

una variada gama de procesos normales. 

 

Heregulina, el homólogo humano de NDF (neu differentiation factor) puede estimular la 

fosforilación en tirosina de erbB2 a través de la formación de heterodímeros por unión a 

erbB3 o erbB4. Dado que durante el desarrollo de esta tesis no se pudo hallar aumento 

alguno en la fosforilación en tirosina de erbB2 o EGFR al tratar las células con 

heregulina en el medio de cultivo, se concluyó que, de expresarse, sus receptores directos 

lo harían en muy bajos niveles para proveer un número significativo de sitios de unión 

para transducir una señal diferencial a través de ellos, o el sistema de por sí ya proveía de 

un ligando endógeno que actuaba por un mecanismo autócrino. Esta idea se reafirmó por 

una serie de experimentos donde al tratar a los preadipocitos con heregulina a ó ß no se 

obtuvieron diferencias significativas ni en la proliferación, determinando la cantidad de 

ADN por el método de Hoesch, ni en la diferenciación, evaluada por acumulación de 

triglicéridos, como así tampoco en la expresión de erbB2, por Western blot (datos no 

mostrados). 

De manera que para resolver esta incógnita se estudió la presencia de heregulina en las 

células 3T3-L1 y se encontró que expresaban tanto el precursor como la forma madura de 

la misma (Fig. 23). Ésta podía ser la razón por la cual no se observaba un aumento en la 

fosforilación de los receptores por el agregado de heregulina al medio, dado que el 
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sistema estaba ya activado. Este patrón de expresión de HRG está íntimamente ligado al 

proceso de diferenciación adipocítico, y aunque no se han llevado a cabo experimentos 

de tipo funcional, la HRG madura aumenta su expresión en células 3T3-L1 diferenciadas 

mientras la del precursor desciende. Existen varias evidencias que respaldarían un 

posible papel de la HRG en la diferenciación adipogénica de las células 3T3-L1: HRG 

causa la diferenciación de varias líneas de cáncer mamario (Peles et al. 1992); HRG 

activa erbB4 en células PC12 produciendo la diferenciación neuronal (Vaskovsky et al. 

2000); HRG también induce la proliferación de células de cáncer mamario con niveles 

normales de erbB2 mientras que la inhibe y produce apoptosis en células que lo 

sobreexpresan (Guerra-Vladusic et al. 2001). 

Aunque en este trabajo no se pudieron hallar por Western blot las formas clásicas de 

erbB3 y erbB4 en las células 3T3-L1, en comparación con la línea celular control T47D, 

varias isoformas de menor peso molecular sí fueron observadas (Fig. 19) a semejanza de 

lo encontrado en la bibliografía (Junttila et al. 2000; Kainulainen et al. 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 expresión de distintas isoformas de los 

mismos en las células 3T3-L1 sería posible.  

En cuanto a la expresión de neuregulina/ heregulina, nuestros resultados difieren con 

Mulligan y col., quienes recientemente, por análisis de microarrays, han detectado 

expresión 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 el ARNm de HB-EGF como de epiregulina son inducidos en respuesta 

a la activación del IGF-1R y el 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 activación del EGFR. La actividad mitogénica del EGFR requiere 

de un IGF-1R funcional (Coppola et al. 1994). IGF-1 es capaz de transactivar el EGFR a 

través del clivaje de “heparin binding-EGF” (HB-EGF) mediado por metaloproteinasa en 

células COS-7 (Roudabush et al. 2000). Por otro lado, en nuestro laboratorio se describió 

previamente que la producción de IGF-1 aumenta mientras que IGF-1R desciende con la 

diferenciación adipocítica (Zizola et al. 2002). Finalmente, la señal transducida por el 

IGF-1R comparte algunas características con la del erbB2, como la vía de PI3-K/Akt, 

entre otras. La formación del complejo erbB2-IGF-1R y su activación por heregulina e 

IGF-1, sus respectivos ligandos, ya han sido demostradas en MCF-7 (Balaña et al. 2001). 

En fibroblastos 3T3-F442A, EGF fosforila erbB2 como parte de la activación mitogénica 
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y GH (hormona del crecimiento) al producir la diferenciación de estas células, modula 

negativamente esta fosforilación (Kim et al. 1999b). Podría especularse que IGF-1, a 

semejanza de GH, como inductor de la diferenciación, podría modular la activación de 

erbB2 en las células 3T3-L1. Todas estas evidencias harían pensar en un “cross-talk” o 

conversación cruzada entre las vías de señalización de erbB2-EGFR y del IGF-1R en las 

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

 

Funcionalidad 

Hasta aquí se ha descrito y discutido la expresión y modulación de los receptores erbBs 

expresados por las células 3T3-L1, un ligando, la heregulina, y la activación de los 

mismos. Para estudiar la funcionalidad de erbB2 en este modelo se intentaron distintas 

estrategias para bloquear su actividad. La utilización de anticuerpos como método de 

bloqueo de un receptor está ampliamente documentada, tanto en la investigación básica 

como en la clínica, y en el caso particular del erbB2, con gran éxito en el tratamiento del 

cáncer mamario mediante el anticuerpo humanizado, Herceptin™ (Trastuzumab) de 

Genentech. Sin embargo el agregado de los mismos anticuerpos que se venían utilizando 

para Western blot en el medio de cultivo fue descartado casi inmediatamente dado que 

los mismos poseen azida sódica. Luego se pensó en oligonucleótidos específicos 

diseñados para bloquear la traducción, “antisense”, pero en dos experimentos 

consecutivos demostraron no ser efectivos en disminuir el nivel de expresión de erbB2 

por Western blot luego de varios días de cultivo (datos no mostrados), probablemente 

debido a una captación ineficiente de los mismos. Finalmente se utilizaron inhibidores 

farmacológicos específicos, las tirfostinas, cuya efectividad ya ha sido demostrada tanto 

in vitro (Tsai et al. 1996) como in vivo (Nagane et al. 2001) mediante su inclusión en 

tratamientos de cáncer humanos, como el pulmonar de células no pequeñas con IRESSA 

(gefitinib, un inhibidor específico del EGFR), o el gastrointestinal estromal (GISTs) con 

imatinib, un inhibidor de Bcr-Abl (Levitzki 2002). 

 

Entre 1980 y 1990 la búsqueda de nuevos inhibidores de PTK (proteínas quinasas en 

tirosina) estaba en su apogeo. Entre estos compuestos se encontraban las 

halometilcetonas, amilorida, el alcaloide microbiano staurosporina, y flavonoides como 

genisteína y quercetina. Sin embargo, no eran muy selectivos, ya que también inhibían 

otro tipo de quinasas, como las de serina/treonina. Otra clase de compuestos más 

selectivos, capaces de inhibir la enzima por competencia con el sustrato aceptor del 



Discusión 

 78

fosforilo, incluían la hidroxiquinona erstatina, derivados de 4-hidroxicinamida y 

derivados del ácido cinámico, conocidos como tirfostinas. Las tirfostinas son inhibidores 

de las quinasas de tirosina, de bajo peso molecular y si bien algunas compiten también 

por el sitio de unión al ligando, las de última generación compiten sólo por el sitio de 

unión al ATP de la porción catalítica de la quinasa del receptor. Se eligió la tirfostina AG 

825 porque es 54 veces más selectiva para erbB2 (IC50 0,35 µM) que para EGFR (IC50 19 

µM). Como era de esperarse AG 825 no sólo inhibió la activación del erbB2 estimulada 

por EGF (Fig. 27) sino que también inhibió la proliferación de las células 3T3-L1 en 

manera dependiente de la dosis (Figura 24), logrando un importante porcentaje de 

inhibición (40%) con una concentración de 100 µM, manteniendo el efecto hasta 0,1 µM. 

Esto involucraría al erbB2 directamente en la proliferación de estas células, no como 

responsable absoluto sin embargo, ya que evidentemente existen otros mecanismos 

involucrados, por ejemplo el IGF-1R, (Smith et al. 1988).  

Como control de la efectividad de las tirfostinas seleccionadas en la inhibición de la 

actividad quinasa del receptor, se estudió la fosforilación 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 inhibió la fosforilación tanto 

basal como estimulada por EGF del erbB2. Este es el comportamiento típico de un 

antagonista inverso, en el que la inhibición competitiva por el sitio de unión, no 

solamente antagoniza la interacción sino que tiene consecuencias inhibitorias para el 

estado basal. Es probable que no se vea el efecto dependiente de la dosis debido a que, en 

primer lugar, el tiempo de incubación del inhibidor quizás fue breve para permitir un 

acceso eficiente y completo del inhibidor a su sitio de competencia en el receptor en la 

membrana plasmática, y en segundo lugar, las células no fueron deplecionadas de ATP, 

el cual a la concentración intracelular aproximada de 2 mM compite por el sitio de unión 

del inhibidor en el receptor, siendo necesario reducirla a 40 µM para recuperar el efecto 

inhibitorio (Osherov et al. 1993).  

En el caso del EGFR, AG 825 fue capaz de inhibir su fosforilación solamente en 

comparación al estimulado por EGF y a partir de una concentración de 1 µM (Fig. 28). Si 

consideramos que el IC50 para EGFR es de 19 µM, es posible pensar que AG825 está 

inhibiendo en realidad la fosforilación de EGFR por erbB2, situación que ya ha sido 

descrita para otra tirfostina, AG 1478, inhibidor específico del EGFR pero que también 

inhibe la formación del heterodímero con erbB2 y su fosforilación, justamente por esta 

razón (Lenferink et al. 2001).  
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La diferente sensibilidad de EGFR y erbB2 al inhibidor pone en evidencia la existencia 

de diferencias suficientes en el sitio de unión del ATP a pesar de la alta homología en el 

dominio quinasa entre ambos receptores (80%).  

 

Dado que se ha descrito que para que AG825 fuera capaz de inhibir erbB2 era necesario 

bajar la concentración intracelular de ATP (Levitzki & Gazit 1995) y, para confirmar el 

resultado anterior con mayor certeza, se utilizó un inhibidor aún más selectivo para el 

erbB2 (IC50 1 µM, 500 veces menor que para EGFR) para tratar de determinar el papel de 

este receptor en esta línea celular. AG 879 también redujo significativamente la 

proliferación de estas células (Figura 25), con un máximo de inhibición (40%) a una 

concentración de 10 µM, y continuando hasta 0,1 µM. Esto confirmaría nuestra hipótesis 

del papel de erbB2 en la proliferación de las células 3T3-L1 y descartaría la duda sobre el 

blanco de las tirfostinas, ya que si bien con la AG 825 podía sospecharse una inhibición 

conjunta del EGFR, sobre todo en las dosis más elevadas, la alta especificidad de AG 879 

con exactamente el mismo resultado no deja dudas. Es posible entonces que la 

proliferación de las células 3T3-L1 esté mediada por ambos receptores, erbB2 y EGFR. 

En relación a la actividad mitogénica del IGF-1R en estas células, ampliamente 

documentada (Boney et al. 1994; Boney et al. 1998; Boney et al. 2000; Boney et al. 

2001; Smith et al. 1988), podría pensarse en una función 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, así como la sobreexpresión de un determinado 

receptor fuerza a la célula a una proliferación mediada por ese ligando, la presencia 

natural del mismo receptor puede proveer a la célula de un mecanismo opcional de 

proliferación. En respaldo de esta idea, la dependencia de las células 3T3-L1 del EGF en 

un medio de cultivo adicionado con IGF-1 pero libre de suero para poder llegar a 

confluencia, pone en evidencia que la proliferación de las mismas no depende 

únicamente de la activación del IGF-1R. 

 

Dado que se encontró un papel fisiológico para erbB2 en la proliferación de las células 

3T3-L1, era tentador pensar que quizás también estaría relacionado con la diferenciación 

de las mismas. El agregado de AG 879 junto con la mezcla de diferenciación, MIX y 

dexametasona, demostró que la inhibición de erbB2 incrementa aún más la tasa de 

diferenciación pero no puede inducirla por sí sola (Figura 26). Este resultado es 

razonable si se considera que para iniciar la adipogénesis es necesaria la activación de 
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una serie de señales diversas y la expresión de varios factores de trascripción 

fundamentales. Solamente el bloqueo de la señal mitogénica no bastaría, para empezar 

faltaría la activación de un factor principal, el PPAR?2. Sin embargo, y en apoyo a este 

resultado, ya anteriormente se había observado que la inhibición de erbB2 con 

anticuerpos estimulaba la diferenciación de células de cáncer mamario en proliferación a 

células productoras de leche en arresto celular (Bacus et al. 1992).  

En células de cáncer mamario (BT-474 y SKBR-3) que expresan altos niveles de erbB2 y 

moderados de EGFR, el 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 IC50 (3 nM y 100 µM respectivamente (Levitzki & Gazit 1995) o 

1,4 µM para erbB2 (Lenferink et al. 2001)) siendo más selectiva para el EGFR, logra 

inducir heterodímeros EGFR/erbB2 inactivos, no fosforilados, aún en bajas 

concentraciones (~ 1 µM) (Arteaga et al. 1997). Esto lleva a la interrupción de la 

señalización por MAPK y PI3K/Akt. Consecuentemente se inhibe la transcripción de la 

ciclina D1 y la fosforilación de p27 (un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina, 

Cdk). La inhibición de PI3K/Akt aumenta la actividad de la glucógeno sintasa quinasa-

ß3 (GSK-ß3) la cual fosforila la ciclina D1, disminuyendo su disponibilidad para la 

formación de complejos ciclina D1/Cdk4, capaces de secuestrar p27 en el citoplasma. De 

esta manera, p27 se asocia con Cdk2 en el núcleo, 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 así forzar el paso de G1 a S. En 

nuestro modelo, la inhibición de erbB2 por MIX-dexametasona es previa al arresto 

celular, de manera que un mecanismo similar podría ser aplicable. 

 

Relación entre tirfostinas y tiazolidinedionas 

La búsqueda de un inhibidor específico del EGFR condujo a identificar un grupo de 

derivados de las tiazolidinedionas como inhibidores selectivos dentro de la familia de las 

quinasas en tirosina (Geissler et al. 1990). Estas probaron ser selectivas tanto para EGFR 

como para c-src en el orden µM tanto in vivo como in vitro, inhibiendo la 

autofosforilación como la fosforilación de un sustrato exógeno y la proliferación 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 

µM) producía el despegado o “detachment” de las células en grandes láminas, fenómeno 

éste reproducido por AG 825 y AG 879 en células 3T3-L1 en nuestro laboratorio (datos 
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no mostrados). Dado que este efecto se observó aún en células que no expresan EGFR y 

que en la literatura c-src se encuentra bien asociado a los cambios de forma relacionados 

con el ciclo celular, este último hecho sería más atribuible a la inhibición de c-src. Sin 

embargo, el efecto anti-proliferativo de las tiazolidinedionas no podía ligarse 

inequívocamente a la inhibición de una sola enzima, ya que la posibilidad de la existencia 

de otros blancos no puede ser, aún hoy, descartada. De hecho, pocos años después, se 

descubrió que las tiazolidinedionas son, curiosamente, también ligandos potentes de los 

PPAR y se están utilizando como antiglucemiantes desde hace varios años en pacientes 

con Diabetes mellitus no dependiente de insulina o de tipo II. En este punto surge la 

incógnita, especulativa pero interesante a la vez, sobre la posibilidad de que el efecto de 

las TZD en la diabetes, el cual no está completamente delucidado, esté relacionado con la 

inhibición de la activación de los receptores erbB, lo cual será materia de investigación 

en el futuro. 

 

La conexión dieta-salud/enfermedad se conoce desde hace tiempo. Recientemente, se 

encontró en un modelo tradicional de iniciación y promoción tumoral mamaria en ratas 

que la proporción relativa de lípidos podía potenciar el efecto carcinogénico del 

tratamiento, tal es el caso del aceite de maíz, o bien modularlo negativamente, como el 

aceite de oliva (Moral et al. 2003). Además, y de importancia para este trabajo en 

particular, la dieta rica en aceite de oliva aumentaba la expresión de EGFR respecto de su 

variante truncada inactiva y disminuía la abundancia relativa del ARNm para erbB2. Este 

dato indica que ambos receptores pueden ser regulados transcripcionalmente por lípidos 

de la dieta. Es de remarcar que entre los ligandos naturales más importantes de los PPAR, 

reguladores maestros de la diferenciación adipocítica, se encuentran los lípidos del tipo 

de los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, ácido linoleico, ácido araquidónico, 

y la prostaglandina J2. Los ácidos grasos de la dieta son convertidos a ácido 

araquidónico, precursor de las prostaglandinas. 

Recientemente, con tecnología de “DNA microarrays”, se descubrió que existe una 

conexión entre erbB2 y el metabolismo lipídico (Kumar-Sinha et al. 2003). La enzima 

sintetasa de ácidos grasos, FAS, se encuentra entre los genes regulados por erbB2 en 

células de cáncer mamario. A través de un mecanismo dependiente de PI3K, erbB2 

estimula el promotor de FAS, aumentando de esta forma la síntesis de ácidos grasos. 

Herceptin o inhibidores de la quinasa de erbB2 bloquean la inducción de FAS así como 

la inhibición farmacológica de FAS induce apoptosis en células mamarias que 
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sobreexpresan erbB2. En otro trabajo, esta inhibición de FAS suprime la expresión y la 

actividad quinasa de erbB2 en células mamarias y ováricas sobreexpresadoras, al tiempo 

que se regula positivamente PEA3 (Ets), un represor transcripcional de erbB2 (Menendez 

et al. 2004). Todos estos datos sugieren que erbB2 podría ser el sensor molecular clave 

del desbalance energético que sigue a la perturbación asociada a la hiperactividad de FAS 

en células cancerosas. Si bien la conexión está comprobada sólo en células malignas, su 

existencia en la función normal no puede ser descartada. Por este motivo, tanto FAS 

como erbB2 podrían representar blancos terapéuticos para tratar, además del cáncer, 

enfermedades como la obesidad y la diabetes. 

 

Más recientemente se han encontrado tirfostinas con potente acción inhibitoria de la 

lipooxigenasa (Levitzki 1999). La lipooxigenasa, LOX, produce leucotrienos a partir de 

araquidonato, un ácido graso poliinsaturado, a partir del cual a través de la enzima 

ciclooxigenasa, COX, también se sintetizan las prostaglandinas. La PGJ2a,  junto con 

otros ácidos grasos, es un ligando endógeno de los PPAR. Los agonistas del PPAR?, 

tiazolidinedionas y PGJ2, inhiben la expresión de COX-2 (Combs et al. 2000). La PGF2a 

bloquea la adipogénesis a través de la fosforilación de PPAR mediada por MAPK 

(Reginato et al. 1998). 

 

Relación EGF/PPAR. La señalización de los factores de crecimiento modula la 

actividad de los PPAR por fosforilación. 

La capacidad transcripcional de los PPAR puede ser modulada por la fosforilación de 

cualquiera de las tres MAPKs (ERK, JNK, p38) (Camp et al. 1999; Camp & Tafuri 1997; 

Hu et al. 1996) y la acción de los ligandos de PPAR puede ser disociada en mecanismos 

dependientes de PPARs o de MAPKs, estos últimos demasiado rápidos para originarse 

por síntesis proteica de novo (Gardner et al. 2003).  

Recientemente, se ha encontrado una relación entre la vía de los receptores de factores de 

crecimiento, erbBs, y los receptores nucleares PPAR. Ligandos de PPARa y ? producen 

una rápida activación de ERK, a través de la transactivación del EGFR y p38 en células 

epiteliales hepáticas que no depende de la actividad transcripcional de los PPAR 

(Gardner et al. 2003), es decir, un efecto no genómico, como los referidos para otros 

receptores hormonales (progesterona, estrógenos, vitamina D). En células de cáncer 

mamario MCF-7 la prostaglandina natural PG-J2 por activación del PPAR? es capaz de 

bloquear todos los efectos transformantes mediados por erbB2, erbB3 y HRG 1 y 2: 
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inhibe la fosforilación de estos receptores así como la del IGF-1R, estimula la 

diferenciación por acumulación de lípidos y la entrada en apoptosis de estas células 

(Pignatelli et al. 2001). Troglitazone y rosiglitazone, ligandos sintéticos del PPAR?, 

ambos con actividad antidiabética, aumentan la expresión de genes específicos de la 

diferenciación terminal en células uroteliales. La inhibición del EGFR se correlaciona 

con la desfosforilación del PPAR? y su migración al núcleo, maximizando su actividad 

transcripcional (Varley et al. 2004). La activación de PPAR? inhibe la proliferación de 

varios tipos de células cancerosas, entre ellas, de epitelio intestinal de rata, a través de la 

represión de los factores de transcripción AP-1 y Ets, los que a su vez median la 

expresión de la ciclina D1, anfiregulina y HB-EGF (Kitamura et al. 2001). Aunque no 

hay registros en la literatura de una relación funcional entre la diferenciación adipocítica 

y su regulador clave, el PPAR?, y la señalización a través de los erbBs, existen 

evidencias a partir de otros sistemas y los datos presentados en esta tesis, de que esto 

sería posible. 

 

Activación de Quinasas 

La diferenciación de preadipocitos a adipocitos funcionales requiere la exposición de los 

mismos a una serie de factores, como MIX (o altos niveles de AMPc) y dexametasona, 

los cuales activan distintos factores de transcripción como C/EBPß y C/EBPd, 

respectivamente, los que a su vez inducen la expresión de C/EBPa y PPAR? (Morrison & 

Farmer 2000; Ntambi & Kim 2000; Tontonoz et al. 1994). El agregado de insulina, la 

cual en concentraciones farmacológicas actúa sobre el IGF-1R, es esencial para asegurar 

una completa diferenciación de los preadipocitos. Los receptores de insulina y de IGF-1, 

así como los erbBs, tienen actividad de quinasa en tirosina y activan varias vías de 

señalización, incluyendo la de las MAPKs (mitogen-activated protein kinase). Las 

MAPKs p42 (ERK2) y p44 (ERK1) se activan por fosforilación de MEK1 (una 

MAPKK) en residuos de treonina y tirosina, lo cual produce su traslocación al núcleo 

donde activan o reprimen distintos factores de transcripción involucrados en la 

proliferación y la diferenciación (Seger & Krebs 1995). El establecimiento de la función 

de la vía MEK/ERK en la regulación de la adipogénesis no ha sido fácil debido a que 

muchos autores llegaban a conclusiones radicalmente opuestas. Algunos estudios 

postulan que la activación de ERK1/2 bloquea la adipogénesis mientras que otros 

sugieren que la promueve. Algunos autores mostraron que la estimulación de ERK con 

mitógenos atenúa la expresión de genes adipogénicos (Font de Mora et al. 1997), por 
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mecanismos que involucran la fosforilación e inactivación de PPAR? (Camp & Tafuri 

1997; Hu et al. 1996). Otros demostraron que la activación de MEK1 restringida a los 

primeros minutos post-inducción adipogénica promueve la diferenciación facilitando la 

expresión de los principales factores de transcripción, PPAR? y C/EBPa (Prusty et al. 

2002), de manera que si el efecto es inductor o inhibidor depende del momento preciso 

de activación de MEK1 durante todo el proceso.  

En este trabajo de tesis se decidió estudiar la señalización en respuesta a la inducción de 

la diferenciación en nuestro sistema de células 3T3-L1, no sólo con respecto a ERK, sino 

también a otras vías de señalización como la de JNK (Janus kinase) y p38. Se encontró 

que las tres quinasas estudiadas, ERK1/2, JNK y p38, se activan inmediatamente después 

de la inducción de la diferenciación con MIX-Dexametasona (Figura 29) para luego 

disminuir gradualmente con el tiempo.  

 

MAPK 

El incremento en la activación de ERK1 luego de 5 min de tratamiento inductor de la  

diferenciación en las células 3T3-L1, es evidentemente mayor que la de ERK2 en el 

mismo lapso de tiempo, pero a diferencia de esta última, que parece mantenerse activa 

por lo menos durante las primeras 24 h post inducción, ERK1 comienza a disminuir su 

actividad a la hora de administrado el estímulo (MIX-Dexa) descendiendo aún más luego 

de 7 h de tratamiento. Curiosamente, hay un segundo pico de activación de ERK1 a las 

24 h, generalmente relacionado con el inicio de la diferenciación (Dr. Omar Coso, 

comunicación personal). Otros autores describen este pico ya a las 12 h de tratamiento, 

pero, a diferencia nuestra, ellos incluyen en el cocktail de diferenciación insulina (Prusty 

et al. 2002). Así mismo, describen la activación de ERK1 como efecto de la acción 

conjunta de insulina y MIX, entre otros factores, ya que la primera por sí sola no puede 

hacerlo. Evidentemente, deben existir otros factores involucrados en la activación de 

ERK1 ya que, en nuestro sistema, se activa igualmente a pesar de no recibir insulina sino 

hasta 3 días después del inicio de la diferenciación. Los datos obtenidos demuestran que 

las hormonas adipogénicas, actuando tanto como mitógenos o como inductores de la 

diferenciación terminal, inducen una activación rápida de la vía de señalización 

MEK/ERK. Sin embargo, y a diferencia de lo publicado por otros (Prusty et al. 2002), 

nuestros resultados demuestran que mientras la activación de ERK1 es transiente y 

disminuye con el tiempo, la de ERK2 se sostiene, al menos durante las primeras 24 h 

post-inducción. De manera similar, en el modelo de diferenciación neuronal, la 
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activación sostenida de ERK por AMPc o NGF también induce la diferenciación 

(Cowley et al. 1994) mientras que EGF, capaz sólo de provocar una activación transiente, 

no la induce (Yao et al. 1998). 

Durante la finalización de este trabajo de tesis se publicó un estudio que reveló 

diferencias funcionales entre ERK1 y ERK2 durante la adipogénesis in vivo, resultando 

ERK1 fundamental en la diferenciación adipogénica mientras que ERK2 lo es en la etapa 

proliferativa. Demostró que en ratones «knock-out» para ERK1 la adipogénesis se 

encuentra alterada, hay un menor número de adipocitos y son de menor tamaño y, luego 

de una dieta alta en grasas, no desarrollan hiperglucemia, insulino-resistencia, u 

obesidad. La activación de ERK2, sin embargo, es igual que en ratones wt y no se 

observa compensación, es decir, mayor expresión de ERK2 en reemplazo de ERK1 (Bost 

et al. 2005).  

La función de la señalización mediada por MAPK durante la inducción adipogénica es de 

suma importancia aunque hasta el momento no se conozca en profundidad. Se ha descrito 

que la inhibición prolongada de MEK1 con U0126 bloquea la expresión de genes 

adipogénicos y la expansión clonal, largamente considerada como un prerrequisito de la 

adipogénesis, pero el tratamiento con troglitazone puede rescatar este efecto y permitir un 

proceso de diferenciación normal (Prusty et al. 2002). Este “rescate” de la diferenciación 

por un TZD cuando la MAPK está inhibida podría deberse a la activación independiente 

de MAPK de PPAR? o a la transactivación de los receptores de factores de crecimiento, 

ya que mediarían la expansión clonal pero, por ahora, no se ha encontrado la respuesta a 

este problema. 

 

Previamente, en este trabajo se demostró que la expresión de erbB2 en células 3T3-L1 

disminuía significativamente luego de pocas horas de tratadas con MIX-DEXA (Pagano 

& Calvo 2003 y Figura 17). Se decidió entonces evaluar la participación de las cascadas 

ERK y JNK en este fenómeno. Se encontró que el tratamiento con PD98059 y SP600125, 

inhibidores específicos de la activación de ERK y JNK respectivamente, comenzando 1 

hora previa a la inducción con MIX- DEXA produce, luego de 6 h, un mayor descenso en 

la expresión de erbB2 comparado con el control (Figura 30). Este resultado indicaría que 

la inhibición de la señalización por estas vías, o al menos su amortiguamiento, 

favorecería la bajada de erbB2 post-inducción adipogénica. Por lo tanto, la disminución 

en la expresión de erbB2 luego de la inducción adipogénica estaría inhibida o retrasada 

por estas vías. 
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Como ya se mencionara anteriormente, la inducción de la adipogénesis involucra la des-

represión de distintos factores endógenos que mantienen al preadipocito en el estado 

indiferenciado. Es posible que la vía de MEK/ERK medie la supresión de la actividad de 

estos factores. Factores de transcripción de la familia de SP-1 y AP-2 reprimen la 

transcripción de C/EBPa al interferir con la unión de otros C/EBPs al elemento 

respondedor en su promotor (Jiang et al. 1998; Tang et al. 1999); además, la exposición 

de células 3T3-L1 a agentes elevadores de AMPc induce un rápido descenso (2 a 4 horas) 

de los niveles de SP-1, especialmente de la forma fosforilada. Dado que se ha 

demostrado que la actividad de SP-1 es regulable por fosforilación dependiente de ERK 

en un sitio consenso MAPK (Milanini-Mongiat et al. 2002), es posible que la inducción 

adipogénica, por activación de la vía MEK/ERK, conduzca a  la degradación de SP-1 y 

de esa manera se alivie la represión ejercida sobre genes necesarios para la 

diferenciación, como C/EBPa, y se interrumpa a su vez la estimulación en otros genes, 

más relacionados con la proliferación e involucrados con el mantenimiento del estado 

indiferenciado, como el erbB2. Dado que erbB2 señaliza a través de la cascada 

MEK/ERK y que ésta ve disminuida su activación pocas horas después de la inducción 

adipogénica, en un tiempo compatible con la disminución de la expresión de erbB2 (ya 

desde las 6 horas), es posible que las señales que conducen al inicio del programa de 

diferenciación incluyan la atenuación de la fuerte señal mitogénica transducida por erbB2 

por un mecanismo similar.   

 

Dentro de las explicaciones posibles de las interacciones entre las señales de 

proliferación y diferenciación que justifican los resultados demostrados en esta tesis 

doctoral, se encuentra el hecho de que la señal transmitida por los factores de crecimiento 

(EGF, IGF-1, insulina, etc.) y sus receptores (erbB2, EGFR, IGF-1R, INSR) medie, 

además, el bloqueo de la señal de diferenciación. En este sentido, se ha observado que 

EGF estimula in vitro la fosforilación por MAPK de PPAR?1, el  cual se diferencia de 

PPAR?2 sólo en una porción de su extremo amino terminal, y reduce así su capacidad 

transcripcional. El pre-tratamiento con un ligando específico del PPAR inhibe esta 

fosforilación, probablemente por inducción de un cambio conformacional (Camp & 

Tafuri 1997). Además, PPAR?1 es susceptible de ser fosforilado también por JNK, y más 

débilmente por p38, con el mismo efecto inhibitorio mencionado anteriormente (Camp et 

al. 1999).  
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De la misma manera, la señal adipogénica, una vez activada, podría atenuar la señal 

proliferativa. IGF-1 induce la proliferación de 3T3-L1 a través de la activación de MAPK 

(por vía de src) (Boney et al. 2000). Cuando las células están arrestadas, IGF-1 pierde su 

capacidad de señalizar a través de Src (Boney et al. 2001). CSK (c-terminal src kinase) 

regula negativamente la familia de Src por fosforilación y la actividad de CSK, 

estimulada por IGF-1, aumenta en células diferenciantes, de forma que CSK puede 

mediar el cambio de la señal mitogénica de IGF-1 inactivando Src (Sekimoto & Boney 

2003). Curiosamente, CHK (CSK homologous kinase) se une a erbB2 promoviendo su 

atenuación y degradación (similar a lo que ocurre con Cbl y EGFR) (Zrihan-Licht et al. 

1997). Por lo tanto, el “switch” en la señalización de IGF-1 desde la mitogénesis hacia la 

diferenciación podría involucrar también el silenciamiento de erbB2 por dicho 

mecanismo. 

 

JNK 

En este trabajo de tesis se demostró que la quinasa amino terminal de jun o JNK se activa 

inmediatamente después de la inducción adipogénica (Fig. 29) con un máximo de 

activación a los 30 min, para luego descender. No hay trabajos previos similares en este 

sentido.  

La activación de JNK está más relacionada en la bibliografía con la señalización en 

adipocitos durante la insulino-resistencia, que con las actividades normales de 

proliferación o diferenciación celular. Por ejemplo, en condiciones de obesidad el 

adipocito aumenta, entre otras cosas, su producción de TNFa (factor de necrosis tumoral 

alfa) el cual activa tres vías diferentes de MAPKs, ERK, p38 y JNK, lo cual afecta la 

expresión de los transportadores de glucosa y la señalización inducida por insulina 

(Fujishiro et al. 2003). La activación de JNK parece mediar el feedback negativo de la 

insulina por fosforilación en serina de IRS1 (Lee et al. 2003). 

En la línea celular de cáncer de mama SKBr-3 que sobreexpresa erbB2, la expresión 

constitutiva 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 

expresión de PEA3 y, consecuentemente, la regulación negativa de erbB2 y erbB3 a nivel 

transcripcional, traduccional y de fosforilación (Guerra-Vladusic et al. 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 trabajo, la inhibición específica de JNK produjo una mayor disminución de la 

expresión de erbB2 inducida por MIX-Dexa luego de 6 horas de tratamiento (Fig. 30). 

No queda claro y por lo tanto queda por determinar cuál sería el papel de la activación de 

JNK luego de la inducción hormonal y qué señales “downstream” se transmiten que 

afectan la expresión de erbB2.  

 

p38 

En este trabajo se demostró que, así como ERK y JNK, p38 también se activa 

rápidamente luego de la inducción adipogénica con MIX-Dexa, a partir de los 5 min y 

continuando hasta las 5 horas posteriores (Fig. 29). Un trabajo con resultados similares 

fue descrito anteriormente por Engelman y col., donde en células 3T3-L1 verifican que la 

actividad de p38 es alta en las etapas iniciales de la diferenciación pero disminuye 

dramáticamente a medida que los fibroblastos se convierten en adipocitos terminales. La 

inhibición farmacológica específica de p38 evita la diferenciación adipocítica, 

posiblemente porque se ve afectada la transcripción de PPAR? y la fosforilación de 

C/EBPß (Engelman et al. 1998).  La activación de MKK6, la quinasa “upstream” de p38, 

promueve la diferenciación aún en ausencia de la inducción hormonal normalmente 

requerida en estas células y su expresión en fibroblastos NIH-3T3 es también pro-

adipogénica (Engelman et al. 1999).  

Recientemente, se demostró que aún en condiciones de baja glucosa, lo cual usualmente 

no permite la diferenciación de células 3T3-L1 tratadas con MDI (MIX-Dexa-Ins), el 

tratamiento con dexametasona y octanoato, un ácido graso de cadena media, sí permite la 

diferenciación de las mismas. Este proceso sería dependiente de p38 ya que un inhibidor 

específico bloquea la diferenciación inducida de esta manera, y además los autores 

proponen que la cascada de la quinasa p38 estaría involucrada también en el proceso 

inducido por MDI (Takenouchi et al. 2004).  

En preadipocitos humanos la actividad lipogénica y el aumento del contenido lipídico 

dependen de la activación de p38 y p70(S6) durante la diferenciación, mientras que, la 

secreción de leptina depende de éstas así como de otras dos quinasas activadas, MEK y 

PI3K (Patel et al. 2003). 

El estudio de esta cascada en las células 3T3-L1 como modelo de diferenciación 

adipocítica es de importancia clínica ya que en los adipocitos de pacientes diabéticos tipo 

II la vía de p38 está “upregulada” y contribuye a la pérdida de expresión de GLUT4, 

característico de la insulina-resistencia (Carlson et al. 2003). P38 es inducida por 
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estímulos mitogénicos, stress o insulina. Su activación constitutiva en adipocitos 3T3-L1 

produce el aumento del transporte de glucosa basal, por GLUT1, y la disminución del 

estimulado por insulina, por “downregulación” del GLUT4, pero su inhibición no 

modifica el mencionado transporte.  La activación 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 señalización a partir de la vía de p38 es un 

evento importante en la diferenciación adipocítica. 
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Conclusión final 

 

La presente tesis doctoral se realizó con el fin de estudiar la posible participación de los 

RTKs tipo I, los erbBs, y su ligandos, HRG y EGF, en el proceso de diferenciación 

adipocítica de la línea fibroblástica Swiss 3T3-L1. 

 

Los resultados presentados demostraron que las células 3T3-L1 expresan ARNm para 

erbB2, EGFR, erbB3 y, posiblemente, diferentes isoformas de los mismos. Tanto la 

expresión de erbB2 como la de EGFR se encuentran altamente reguladas durante todo el 

proceso adipogénico. Durante la proliferación de estas células y hasta después de la 

confluencia, ambos receptores aumentan sus niveles de expresión. La inducción 

adipogénica por el agregado de MIX y dexametasona provoca la modulación 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 expresión de estos receptores a nivel transcripcional quedarían por estudiar en el 

futuro. 

 

Estos receptores son capaces de activarse en respuesta a EGF, por fosforilación en 

tirosina, pero no a HRG, la cual probablemente esté involucrada en un loop autócrino ya 

que se demostró que también es expresada en estos adipocitos. La estimulación con EGF, 

un agente mitogénico para estas células, también provoca la formación del heterodímero 

erbB2-EGFR, el cual podría estar implicado en la señalización de los efectos del EGF en 

la adipogénesis in vivo. 

 

Se demostró que la inhibición de erbB2 por agentes farmacológicos específicos 

disminuye significativamente la proliferación de las células 3T3-L1 y favorece una 

mayor diferenciación adipogénica luego de la inducción con MIX-Dexa. Este resultado 

indica que al menos parte de la señal mitogénica partiría desde erbB2, como alternativa a 

la del IGF-1R, ampliamente asociada a este proceso, y que su atenuación beneficiaría la 

progresión del programa de diferenciación. 

 

Se observó que la inducción adipogénica activa tres cascadas de señalización: MAPK, 

JNK y p38. La inhibición de MAPK y JNK favorece la disminución de la expresión de 

erbB2 luego de la inducción. Esto indica que, probablemente, dichas quinasas estén 
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involucradas en la modulación de erbB2 aunque más experimentos serán necesarios para 

dar una respuesta cabal a este problema.  

 

Estas tres quinasas han sido objeto de estudio en la literatura en relación a la 

adipogénesis, la obesidad, y la resistencia a la insulina observada en diabetes. En la línea 

3T3-L1, como modelo de diferenciación adipocítica, el estudio de la activación de otras 

vías, reguladas por fosforilación, como la de la PI3-K, por ejemplo, podría contribuir al 

entendimiento de la participación de erbB2 en este proceso. El uso de las tirfostinas como 

inhibidores selectivos del mismo podría ofrecer una alternativa terapéutica para el 

tratamiento de la obesidad, condición que predispone a enfermedades más graves como 

las cardiovasculares y la diabetes. 

 

En resumen, este trabajo de tesis doctoral presenta las primeras evidencias de un papel de 

los erbBs, principalmente erbB2, en la proliferación y diferenciación de la línea 

preadipocítica Swiss 3T3-L1, con una aproximación a los puntos intracelulares de 

señalización donde podrían estar actuando. La importancia de estos hallazgos radica en la 

utilidad de una mayor y mejor comprensión de los mecanismos por los cuales se controla 

la acumulación de lípidos en las células grasas, cuya desregulación más leve produce 

hiperplasia e hipertrofia de las mismas y, eventualmente, obesidad, así como también en 

la utilización de modelos como la línea celular 3T3-L1 para el estudio de los programas 

de diferenciación. 
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LOCUS       MMBGFR                  4188 bp    mRNA    linear   ROD 09-SEP-2004 
DEFINITION  M.musculus (BALB/c) Epidermal Growth Factor Receptor mRNA. 
ACCESSION   X78987 
VERSION     X78987.1  GI:488830 
KEYWORDS    epidermal growth factor receptor. 
SOURCE      Mus musculus (house mouse) 
  ORGANISM  Mus musculus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 4188) 
  AUTHORS   Avivi,A., Skorecki,K., Yayon,A. and Givol,D. 
  TITLE     Promoter region of the murine fibroblast growth factor receptor 2 
            (bek/KGFR) gene 
  JOURNAL   Oncogene 7 (10), 1957-1962 (1992) 
   PUBMED   1408137 
REFERENCE   2  (bases 1 to 4188) 
  AUTHORS   Paria,B.C., Das,S.K., Andrews,G.K. and Dey,S.K. 
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            regulated in mouse blastocysts during delayed implantation 
  JOURNAL   Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90 (1), 55-59 (1993) 
   PUBMED   7678348 
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  AUTHORS   Hibbs,M.L. 
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  JOURNAL   Submitted (05-APR-1994) M.L. Hibbs, Ludwig Institute for Cancer, 
            Research Melbourne Tumour, Biology Branch P O Royal, Melbourne 
            Hospital, Victoria 3050, AUSTRALIA 
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     CDS             60..3692 
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                     DFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGS 
                     KPYDGIPASDISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPKFRELILEFSK 
                     MARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMEDVVDADEYLIPQQGFFNSPS 
                     TSRTPLLSSLSATSNNSTVACINRNGSCRVKEDAFLQRYSSDPTGAVTEDNIDDAFLP 
                     VPEYVNQSVPKRPAGSVQNPVYHNQPLHPAPGRDLHYQNPHSNAVGNPEYLNTAQPTC 
                     LSSGFNSPALWIQKGSHQMSLDNPDYQQDFFPKETKPNGIFKGPTAENAEYLRVAPPS 

NCBI
Nucleotide banner

PubMed Nucleotide Protein Genome Structure PMC Taxonomy OMIM Books 

 Search    for      Nucleotide Go Clear

  Limits Preview/Index History Clipboard Details 

            Display GenBank Send all to file

   Range: from    to    Reverse complemented strand     Features:   SNP   CDD   MGC   HPRD    STS begin end

1:  X78987. Reports  M.musculus (BALB/...[gi:488830] Links

Página 1 de 3NCBI Sequence Viewer v2.0

25/03/2005file://I:\EGFR%202.htm

Eleonora Pagano

Eleonora Pagano



                     SEFIGA" 
     sig_peptide     60..131 
     conflict        99 
                     /citation=[1] 
                     /replace="c" 
     conflict        115..119 
                     /citation=[2] 
                     /replace="ca" 
     conflict        425 
                     /citation=[2] 
                     /replace="a" 
     conflict        1784 
                     /citation=[1] 
                     /replace="g" 
ORIGIN       
        1 ggactccgtc tgtctcggat taatcccgga gagccagagc caacctctcc cggtcagaga 
       61 tgcgaccctc agggaccgcg agaaccacac tgctggtgtt gctgaccgcg ctctgcgccg 
      121 caggtggggc gttggaggaa aagaaagtct gccaaggcac aagtaacagg ctcacccaac 
      181 tgggcacttt tgaagaccac tttctgagcc tgcagaggat gtacaacaac tgtgaagtgg 
      241 tccttgggaa cttggaaatt acctatgtgc aaaggaatta cgacctttcc ttcttaaaga 
      301 ccatccagga ggtggccggc tatgtcctca ttgccctcaa caccgtggag agaatccctt 
      361 tggagaacct gcagatcatc aggggaaatg ctctttatga aaacacctat gccttagcca 
      421 tcctgtccaa ctatgggaca aacagaactg ggcttaggga actgcccatg cggaacttac 
      481 aggaaatcct gattggtgct gtgcgattca gcaacaaccc catcctctgc aatatggata 
      541 ctatccagtg gagggacatc gtccaaaacg tctttatgag caacatgtca atggacttac 
      601 agagccatcc gagcagttgc cccaaatgtg atccaagctg tcccaatgga agctgctggg 
      661 gaggaggaga ggagaactgc cagaaattga ccaaaatcat ctgtgcccag caatgttccc 
      721 atcgctgtcg tggcaggtcc cccagtgact gctgccacaa ccaatgtgct gcggggtgta 
      781 cagggccccg agagagtgac tgtctggtct gccaaaagtt ccaagatgag gccacatgca 
      841 aagacacctg cccaccactc atgctgtaca accccaccac ctatcagatg gatgtcaacc 
      901 ctgaagggaa gtacagcttt ggtgccacct gtgtgaagaa gtgcccccga aactacgtgg 
      961 tgacagatca tggctcatgt gtccgagcct gtgggcctga ctactacgaa gtggaagaag 
     1021 atggcatccg caagtgtaaa aaatgtgatg ggccctgtcg caaagtttgt aatggcatag 
     1081 gcattggtga atttaaagac acactctcca taaatgctac aaacatcaaa cacttcaaat 
     1141 actgcactgc catcagcggg gaccttcaca tcctgccagt ggcctttaag ggggattctt 
     1201 tcacgcgcac tcctcctcta gacccacgag aactagaaat tctaaaaacc gtaaaggaaa 
     1261 taacaggctt tttgctgatt caggcttggc ctgataactg gactgacctc catgctttcg 
     1321 agaacctaga aataatacgt ggcagaacaa agcaacatgg tcagttttct ttggcggtcg 
     1381 ttggcctgaa catcacatca ctggggctgc gttccctcaa ggagatcagt gatggggatg 
     1441 tgatcatttc tggaaaccga aatttgtgct acgcaaacac aataaactgg aaaaaactct 
     1501 tcgggacacc caatcagaaa accaaaatca tgaacaacag agctgagaaa gactgcaagg 
     1561 ccgtgaacca cgtctgcaat cctttatgct cctcggaagg ctgctggggc cctgagccca 
     1621 gggactgtgt ctcctgccag aatgtgagca gaggcaggga gtgcgtggag aaatgcaaca 
     1681 tcctggaggg ggaaccaagg gagtttgtgg aaaattctga atgcatccag tgccatccag 
     1741 aatgtctgcc ccaggccatg aacatcacct gtacaggcag gggaccagac aactgcatcc 
     1801 agtgtgccca ctacattgat ggcccacact gtgtcaagac ctgcccagct ggcatcatgg 
     1861 gagagaacaa cactctggtc tggaagtatg cagatgccaa taatgtctgc cacctatgcc 
     1921 acgccaactg tacctatgga tgtgctgggc caggtcttca aggatgtgaa gtgtggccat 
     1981 ctgggccaaa gataccatct attgccactg ggattgtggg tggcctcctc ttcatagtgg 
     2041 tggtggccct tgggattggc ctattcatgc gaagacgtca cattgttcga aagcgtacac 
     2101 tacgccgcct gcttcaagag agagagctcg tggaacctct cacacccagc ggagaagctc 
     2161 caaaccaagc ccacttgagg atattaaagg aaacagaatt caaaaagatc aaagttctgg 
     2221 gttcgggagc atttggcaca gtgtataagg gtctctggat cccagaaggt gagaaagtaa 
     2281 aaatcccggt ggccatcaag gagttaagag aagccacatc tccaaaagcc aacaaagaaa 
     2341 tccttgacga agcctatgtg atggctagtg tggacaaccc tcatgtatgc cgcctcctgg 
     2401 gcatctgtct gacctccact gtccagctca ttacacagct catgccctac ggttgcctcc 
     2461 tggactacgt ccgagaacac aaggacaaca ttggctccca gtacctcctc aactggtgtg 
     2521 tgcagattgc aaagggcatg aactacctgg aagatcggcg tttggtgcac cgtgacttgg 
     2581 cagccaggaa tgtactggtg aagacaccac agcatgtcaa gatcacagat tttgggctgg 
     2641 ccaaactgct tggtgctgaa gagaaagaat atcatgccga ggggggcaaa gtgcctatca 
     2701 agtggatggc tttggaatca attttacacc gaatttatac acaccaaagt gatgtctgga 
     2761 gctatggtgt cactgtgtgg gaactgatga cctttgggtc caagccttat gatggaatcc 
     2821 cagcaagtga catctcatcc atcctagaga aaggagagcg ccttccacag ccacctatct 
     2881 gcaccatcga tgtctacatg atcatggtca agtgctggat gatagatgct gatagccgcc 
     2941 caaagttccg agagttgatt cttgaattct ccaaaatggc ccgagaccca cagcgctacc 
     3001 ttgttatcca gggggatgaa agaatgcatt tgccaagccc tacagactcc aacttttacc 
     3061 gagccctgat ggatgaagag gacatggagg atgtagttga tgctgatgag tatcttatcc 
     3121 cacagcaagg cttcttcaac agcccgtcca cgtcgaggac tcccctcttg agttctctga 
     3181 gtgcaactag caacaattcc actgtggctt gcattaatag aaatgggagc tgccgtgtca 
     3241 aagaagacgc cttcttgcag cggtacagct ccgaccccac aggtgctgta acagaggaca 
     3301 acatagatga cgcattcctc cctgtacctg aatatgtaaa ccaatctgtt cccaagaggc 
     3361 cagcaggctc tgtgcagaac cctgtctatc acaatcagcc cctgcatcca gctcctggaa 
     3421 gagacctgca ttatcaaaat ccccacagca atgcagtggg caaccctgag tatctcaaca 
     3481 ctgcccagcc tacctgtctc agtagtgggt ttaacagccc tgcactctgg atccagaaag 
     3541 gcagtcacca aatgagccta gacaaccctg actaccagca ggacttcttc cccaaggaaa 
     3601 ccaagccaaa tggcatattt aagggcccca cagctgaaaa tgcagagtac ctacgggtgg 
     3661 cacctccaag cagtgagttt attggagcat gacaagaagg ggcatcatac cagctataaa 
     3721 atgtctggac tttctagaat cccaggacca actatggcag cacctccact tctggtagcc 
     3781 atgcccacgc tgtgtcaaat gtcactcaga ctggctttaa agcataactc tgatgggctt 
     3841 tgtcactgag ccaagaagtg ggcctctctc ctgatgcact ttgggaagtt gaaggtacat 
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     3901 caattgatct tcgaactgtg aagattccac aaaaaaggta tccatcgaga acattgtcca 
     3961 ttggaacaga agtttgcctc atggtgaggt acatagggga aaaaaacaga catatggagc 
     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 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004] 

Match:  Mismatch:  gap open:  gap extension:   

x_dropoff:  expect:  wordsize:  Filter      

 
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%), Gaps = 3/3817 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 

 
 

 
                                                                                          
Query:                  2    agcctggtccagcctgagccatggggccggagccgcagtaatcatcatggagctggcggc 61 
                             |||| ||||||||| |||||||||||||||||||||||| | || ||||||||||||||| 
Sbjct:                  129  agccgggtccagccggagccatggggccggagccgcagtgagcaccatggagctggcggc 188 
unnamed protein product 1                                                   M  E  L  A  A 
 
                                                                                          
Query:                  62   ctggtgccgttgggggttcctcctcgccctcctgtcccccggagccgcgggtacccaagt 121 
                             || |||||| |||||| |||||||||||||| || |||||||||||||| | |||||||| 
Sbjct:                  189  cttgtgccgctgggggctcctcctcgccctcttgccccccggagccgcgagcacccaagt 248 
unnamed protein product 6      L  C  R  W  G  L  L  L  A  L  L  P  P  G  A  A  S  T  Q  V 
 
                                                                                          
Query:                  122  gtgtaccggtaccgacatgaagttgcgactccctgccagtcctgagacccacctggacat 181 
                             ||| ||||| || ||||||||| |||| |||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct:                  249  gtgcaccggcacagacatgaagctgcggctccctgccagtcccgagacccacctggacat 308 
unnamed protein product 26     C  T  G  T  D  M  K  L  R  L  P  A  S  P  E  T  H  L  D  M 
 
                                                                                          
Query:                  182  gcttcgccacctctaccagggctgtcaggtggtgcagggcaatttggagcttacctacct 241 
                             ||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||  |||| || |||||||| 
Sbjct:                  309  gctccgccacctctaccagggctgccaggtggtgcagggaaacctggaactcacctacct 368 
unnamed protein product 46     L  R  H  L  Y  Q  G  C  Q  V  V  Q  G  N  L  E  L  T  Y  L 
 
                                                                                          
Query:                  242  gcccgccaatgccagcctctcattcctgcaggacatccaggaagtccagggatacatgct 301 
                             |||| ||||||||||||| || ||||||||||| |||||||| || ||||| ||| |||| 
Sbjct:                  369  gcccaccaatgccagcctgtccttcctgcaggatatccaggaggtgcagggctacgtgct 428 
unnamed protein product 66     P  T  N  A  S  L  S  F  L  Q  D  I  Q  E  V  Q  G  Y  V  L 
 
                                                                                          
Query:                  302  catcgctcacaaccgagtgaaacacgtcccactgcagaggttgcgcatcgtgagagggac 361 
                             |||||||||||||| |||||  || ||||||||||||||| |||| || ||| |||| || 
Sbjct:                  429  catcgctcacaaccaagtgaggcaggtcccactgcagaggctgcggattgtgcgaggcac 488 
unnamed protein product 86     I  A  H  N  Q  V  R  Q  V  P  L  Q  R  L  R  I  V  R  G  T 
 
                                                                                          
Query:                  362  tcagctctttgaggacaagtatgccctggctgtgctagacaaccgagaccctttggacaa 421 
                              ||||||||||||||||| ||||||||||| |||||||||||  |||||||  || |||| 
Sbjct:                  489  ccagctctttgaggacaactatgccctggccgtgctagacaatggagacccgctgaacaa 548 
unnamed protein product 106    Q  L  F  E  D  N  Y  A  L  A  V  L  D  N  G  D  P  L  N  N 

NCBI logo

Blast 2 Sequences results 
PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure

1 -2 5 2

50 10.000000 11 Align

Sequence 
1

gi 
26082143

Mus musculus 13 days embryo forelimb cDNA, RIKEN full-length enriched library, 
clone:5930404N10 product:v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, 
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian), full insert sequence.

Length 4323 (1 .. 
4323)

Sequence 
2 gi 31197 Human c-erb-B-2 mRNA Length 4473 (1 .. 

4473)
 
 

 
 
 

 

2

 
1

Página 1 de 6Blast Result

25/03/2005file://I:\Blast%20Result.htm

Eleonora Pagano


Eleonora Pagano
5´Herstatina

Eleonora Pagano
 

Eleonora Pagano

Eleonora Pagano

Eleonora Pagano



 
                                                                                          
Query:                  422  cgtcaccaccgccgccccaggcagaaccccagaagggctgcgggagctgcagcttcgaag 481 
                                 |||||| | | | ||||     |||||| ||| ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                  549  t---accacccctgtcacaggggcctccccaggaggcctgcgggagctgcagcttcgaag 605 
unnamed protein product 125       T  T  P  V  T  G  A  S  P  G  G  L  R  E  L  Q  L  R  S 
 
                                                                                          
Query:                  482  tctcacagagatcttgaagggaggagttttgatccgtgggaaccctcagctctgctacca 541 
                              ||||||||||||||||| ||||| || |||||||   ||||||| |||||||||||||| 
Sbjct:                  606  cctcacagagatcttgaaaggaggggtcttgatccagcggaacccccagctctgctacca 665 
unnamed protein product 145    L  T  E  I  L  K  G  G  V  L  I  Q  R  N  P  Q  L  C  Y  Q 
 
                                                                                          
Query:                  542  ggacatggttttgtggaaggatgtcctccgtaagaataaccagctggctcctgtcgacat 601 
                             ||||| | |||||||||||||  || |||  ||||| |||||||||||||        || 
Sbjct:                  666  ggacacgattttgtggaaggacatcttccacaagaacaaccagctggctctcacactgat 725 
unnamed protein product 165    D  T  I  L  W  K  D  I  F  H  K  N  N  Q  L  A  L  T  L  I 
 
                                                                                          
Query:                  602  ggacaccaatcgttcccgggcctgtccaccttgtgccccaacctgcaaagacaatcactg 661 
                              |||||||| || || |||||||| |  || ||| | || |  || || | |   | ||| 
Sbjct:                  726  agacaccaaccgctctcgggcctgccacccctgttctccgatgtgtaagggctcccgctg 785 
unnamed protein product 185    D  T  N  R  S  R  A  C  H  P  C  S  P  M  C  K  G  S  R  C 
 
                                                                                          
Query:                  662  ttggggtgagagtcctgaagactgtcagatcttgactggcaccatctgtactagtggctg 721 
                              ||||| |||||| |||| || ||||||| | ||||  ||||  ||||| |  ||||||| 
Sbjct:                  786  ctggggagagagttctgaggattgtcagagcctgacgcgcactgtctgtgccggtggctg 845 
unnamed protein product 205    W  G  E  S  S  E  D  C  Q  S  L  T  R  T  V  C  A  G  G  C 
 
                                                                                          
Query:                  722  tgcccggtgcaagggccggctgcccactgactgttgccatgagcagtgtgctgcaggctg 781 
                             |||||| |||||||| |  |||||||||||||| |||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct:                  846  tgcccgctgcaaggggccactgcccactgactgctgccatgagcagtgtgctgccggctg 905 
unnamed protein product 225    A  R  C  K  G  P  L  P  T  D  C  C  H  E  Q  C  A  A  G  C 
 
                                                                                          
Query:                  782  cacgggtcccaagcattctgactgactggcctgcctccacttcaatcatagtggtatctg 841 
                             |||||| |||||||| |||||||| |||||||||||||||||||| || ||||| ||||| 
Sbjct:                  906  cacgggccccaagcactctgactgcctggcctgcctccacttcaaccacagtggcatctg 965 
unnamed protein product 245    T  G  P  K  H  S  D  C  L  A  C  L  H  F  N  H  S  G  I  C 
 
                                                                                          
Query:                  842  tgagctgcactgcccggccctcatcacctacaacacagacaccttcgagtccatgctcaa 901 
                             ||||||||||||||| |||||  ||||||||||||||||||| || |||||||||| ||| 
Sbjct:                  966  tgagctgcactgcccagccctggtcacctacaacacagacacgtttgagtccatgcccaa 1025 
unnamed protein product 265    E  L  H  C  P  A  L  V  T  Y  N  T  D  T  F  E  S  M  P  N 
 
                                                                                          
Query:                  902  ccctgagggtcgctacacctttggtgccagctgtgtgaccacctgcccctacaactacct 961 
                              || ||||| || || || || || ||||||||||||||  |||| |||||||||||||| 
Sbjct:                  1026 tcccgagggccggtatacattcggcgccagctgtgtgactgcctgtccctacaactacct 1085 
unnamed protein product 285    P  E  G  R  Y  T  F  G  A  S  C  V  T  A  C  P  Y  N  Y  L 
 
                                                                                          
Query:                  962  ctccacggaagtgggatcctgcactctggtctgtcccccgaacaaccaagaggtcacagc 1021 
                              || ||||| |||||||||||||| || ||||| |||| | ||||||||||||| ||||| 
Sbjct:                  1086 ttctacggacgtgggatcctgcaccctcgtctgccccctgcacaaccaagaggtgacagc 1145 
unnamed protein product 305    S  T  D  V  G  S  C  T  L  V  C  P  L  H  N  Q  E  V  T  A 
 
                                                                                          
Query:                  1022 tgaggacggaacacagcggtgtgagaaatgcagcaagccctgtgctggagtatgctatgg 1081 
                              ||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||  |||| |||||||| 
Sbjct:                  1146 agaggatggaacacagcggtgtgagaagtgcagcaagccctgtgcccgagtgtgctatgg 1205 
unnamed protein product 325    E  D  G  T  Q  R  C  E  K  C  S  K  P  C  A  R  V  C  Y  G 
 
                                                                                          
Query:                  1082 tctgggcatggagcacctccgaggggcgagggccatcaccagtgacaatatccaggagtt 1141 
                             |||||||||||||||| | |||| || ||||||  | ||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:                  1206 tctgggcatggagcacttgcgagaggtgagggcagttaccagtgccaatatccaggagtt 1265 
unnamed protein product 345    L  G  M  E  H  L  R  E  V  R  A  V  T  S  A  N  I  Q  E  F 
 
                                                                                          
Query:                  1142 tgctggctgcaagaagatctttgggagcctggcatttttgccggagagctttgatgggaa 1201 
                             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| | 
Sbjct:                  1266 tgctggctgcaagaagatctttgggagcctggcatttctgccggagagctttgatgggga 1325 
unnamed protein product 365    A  G  C  K  K  I  F  G  S  L  A  F  L  P  E  S  F  D  G  D 
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Query:                  1202 cccctcctccggcgttgccccactgaagccagagcatctccaagtgttcgaaaccctgga 1261 
                             |||  |||||  |  |||||| ||  |||||||||| ||||||||||| || || ||||| 
Sbjct:                  1326 cccagcctccaacactgccccgctccagccagagcagctccaagtgtttgagactctgga 1385 
unnamed protein product 385    P  A  S  N  T  A  P  L  Q  P  E  Q  L  Q  V  F  E  T  L  E 
 
                                                                                          
Query:                  1262 ggagatcacaggttacctatacatttcagcatggccagagagcttccaagacctcagtgt 1321 
                              ||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || ||| | |  |||||||| || 
Sbjct:                  1386 agagatcacaggttacctatacatctcagcatggccggacagcctgcctgacctcagcgt 1445 
unnamed protein product 405    E  I  T  G  Y  L  Y  I  S  A  W  P  D  S  L  P  D  L  S  V 
 
                                                                                          
Query:                  1322 cttccagaaccttcgggtcattcggggacggattctccatgatggtgcttactcattgac 1381 
                             |||||||||||| |  || || |||||||| ||||| ||  |||| || |||||  |||| 
Sbjct:                  1446 cttccagaacctgcaagtaatccggggacgaattctgcacaatggcgcctactcgctgac 1505 
unnamed protein product 425    F  Q  N  L  Q  V  I  R  G  R  I  L  H  N  G  A  Y  S  L  T 
 
                                                                                          
Query:                  1382 gttgcaaggcctggggattcactcactggggctacgctcactgcgggagctgggcagtgg 1441 
                               ||||||| ||||| ||   ||  |||||||| ||||||||| |||| ||||||||||| 
Sbjct:                  1506 cctgcaagggctgggcatcagctggctggggctgcgctcactgagggaactgggcagtgg 1565 
unnamed protein product 445    L  Q  G  L  G  I  S  W  L  G  L  R  S  L  R  E  L  G  S  G 
 
                                                                                          
Query:                  1442 attggctctcattcaccgcaacacccatctctgctttgtaaacactgtaccttgggacca 1501 
                             | |||| ||||| ||||  |||||||| |||||||| ||  |||| || || |||||||| 
Sbjct:                  1566 actggccctcatccaccataacacccacctctgcttcgtgcacacggtgccctgggacca 1625 
unnamed protein product 465    L  A  L  I  H  H  N  T  H  L  C  F  V  H  T  V  P  W  D  Q 
 
                                                                                          
Query:                  1502 gctcttccggaacccgcaccaggccctactccacagtgggaaccggccagaagaggcatg 1561 
                             |||||| |||||||||||||| || || ||||||| ||  ||||||||||| || |  || 
Sbjct:                  1626 gctctttcggaacccgcaccaagctctgctccacactgccaaccggccagaggacgagtg 1685 
unnamed protein product 485    L  F  R  N  P  H  Q  A  L  L  H  T  A  N  R  P  E  D  E  C 
 
                                                                                          
Query:                  1562 tggtcttgagggcttggtctgtaactcactgtgtgcccgtgggcactgctgggggccagg 1621 
                             ||     |||||| ||| |||  ||   ||||| ||||| |||||||||||||| ||||| 
Sbjct:                  1686 tgtgggcgagggcctggcctgccaccagctgtgcgcccgagggcactgctggggtccagg 1745 
unnamed protein product 505    V  G  E  G  L  A  C  H  Q  L  C  A  R  G  H  C  W  G  P  G 
 
                                                                                          
Query:                  1622 gcccacccagtgtgtcaactgcagtcagttcctccggggccaggagtgtgtggaggagtg 1681 
                             |||||||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||| |||||||| || 
Sbjct:                  1746 gcccacccagtgtgtcaactgcagccagttccttcggggccaggagtgcgtggaggaatg 1805 
unnamed protein product 525    P  T  Q  C  V  N  C  S  Q  F  L  R  G  Q  E  C  V  E  E  C 
 
                                                                                          
Query:                  1682 ccgagtatggaaggggctccccagggagtatgtgaggggcaagcactgtctgccatgcca 1741 
                             |||||||  | ||||||||||||||||||||||||  | || ||||||| |||| ||||| 
Sbjct:                  1806 ccgagtactgcaggggctccccagggagtatgtgaatgccaggcactgtttgccgtgcca 1865 
unnamed protein product 545    R  V  L  Q  G  L  P  R  E  Y  V  N  A  R  H  C  L  P  C  H 
 
                                                                                          
Query:                  1742 ccccgagtgtcagcctcaaaacagctcggagacctgctatggatcggaggctgaccagtg 1801 
                             ||| ||||||||||| || ||  |||| | |||||| | |||| |||||||||||||||| 
Sbjct:                  1866 ccctgagtgtcagccccagaatggctcagtgacctgttttggaccggaggctgaccagtg 1925 
unnamed protein product 565    P  E  C  Q  P  Q  N  G  S  V  T  C  F  G  P  E  A  D  Q  C 
 
                                                                                          
Query:                  1802 tgaggcttgtgcccactacaaggactcatcttcctgtgtggctcgctgccccagtggtgt 1861 
                             || ||| ||||||||||| |||||| |  | | ||| ||||| ||||||||||| ||||| 
Sbjct:                  1926 tgtggcctgtgcccactataaggaccctcccttctgcgtggcccgctgccccagcggtgt 1985 
unnamed protein product 585    V  A  C  A  H  Y  K  D  P  P  F  C  V  A  R  C  P  S  G  V 
 
                                                                                          
Query:                  1862 gaagccagacctctcctacatgcctatctggaagtacccggatgaggagggcatatgtca 1921 
                             ||| || ||||||||||||||||| ||||||||||  || ||||||||||||  ||| || 
Sbjct:                  1986 gaaacctgacctctcctacatgcccatctggaagtttccagatgaggagggcgcatgcca 2045 
unnamed protein product 605    K  P  D  L  S  Y  M  P  I  W  K  F  P  D  E  E  G  A  C  Q 
 
                                                                                          
Query:                  1922 gccatgccccatcaactgcacccactcatgtgtggacctggacgaacgaggctgcccagc 1981 
                             ||| ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||    |||||||| || 
Sbjct:                  2046 gccttgccccatcaactgcacccactcctgtgtggacctggatgacaagggctgccccgc 2105 
unnamed protein product 625    P  C  P  I  N  C  T  H  S  C  V  D  L  D  D  K  G  C  P  A 
 
                                                                                          
Query:                  1982 agagcagagagccagcccagtgacattcatcattgcaactgtggtgggcgtcctgttgtt 2041 
                              |||||||||||||||||  |||| | ||||||  |  | ||||| ||| | ||| || | 
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Sbjct:                  2106 cgagcagagagccagccctctgacgtccatcatctctgcggtggttggcattctgctggt 2165 
unnamed protein product 645    E  Q  R  A  S  P  L  T  S  I  I  S  A  V  V  G  I  L  L  V 
 
                                                                                          
Query:                  2042 cctgatcatagtggtggtcattggaatcctaatcaaacgaaggcgacagaagatccggaa 2101 
                             | || || | | ||||||| |||| ||||| ||||| ||| |||  |||||||||||||| 
Sbjct:                  2166 cgtggtcttgggggtggtctttgggatcctcatcaagcgacggcagcagaagatccggaa 2225 
unnamed protein product 665    V  V  L  G  V  V  F  G  I  L  I  K  R  R  Q  Q  K  I  R  K 
 
                                                                                          
Query:                  2102 gtataccatgcgtaggctgctgcaggagaccgagctggtggagccgctgacgcccagtgg 2161 
                             ||| || ||||| || ||||||||||| || |||||||||||||||||||| || || || 
Sbjct:                  2226 gtacacgatgcggagactgctgcaggaaacggagctggtggagccgctgacacctagcgg 2285 
unnamed protein product 685    Y  T  M  R  R  L  L  Q  E  T  E  L  V  E  P  L  T  P  S  G 
 
                                                                                          
Query:                  2162 agctgtgcccaaccaggctcagatgcggatcctaaaggagacagagctaaggaagctgaa 2221 
                             |||  ||||||||||||| |||||||||||||| || ||||| ||||| |||||| |||| 
Sbjct:                  2286 agcgatgcccaaccaggcgcagatgcggatcctgaaagagacggagctgaggaaggtgaa 2345 
unnamed protein product 705    A  M  P  N  Q  A  Q  M  R  I  L  K  E  T  E  L  R  K  V  K 
 
                                                                                          
Query:                  2222 ggtgcttgggtcaggagccttcggcactgtctacaagggcatctggatcccagatgggga 2281 
                             ||||||||| || || || || ||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct:                  2346 ggtgcttggatctggcgcttttggcacagtctacaagggcatctggatccctgatgggga 2405 
unnamed protein product 725    V  L  G  S  G  A  F  G  T  V  Y  K  G  I  W  I  P  D  G  E 
 
                                                                                          
Query:                  2282 gaacgtgaaaatccccgtggccatcaaggtgttgagggaaaacacatctcctaaagctaa 2341 
                             ||| |||||||| || ||||||||||| |||||||||||||||||||| || ||||| || 
Sbjct:                  2406 gaatgtgaaaattccagtggccatcaaagtgttgagggaaaacacatcccccaaagccaa 2465 
unnamed protein product 745    N  V  K  I  P  V  A  I  K  V  L  R  E  N  T  S  P  K  A  N 
 
                                                                                          
Query:                  2342 caaagaaatcctagatgaagcgtacgtcatggctggtgtgggttctccatatgtgtcccg 2401 
                             |||||||||| |||| ||||| ||||| |||||||||||||| || |||||||| ||||| 
Sbjct:                  2466 caaagaaatcttagacgaagcatacgtgatggctggtgtgggctccccatatgtctcccg 2525 
unnamed protein product 765    K  E  I  L  D  E  A  Y  V  M  A  G  V  G  S  P  Y  V  S  R 
 
                                                                                          
Query:                  2402 cctcctgggcatctgcctgacatccacagtgcagctggtgacacagcttatgccctatgg 2461 
                             ||| ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                  2526 ccttctgggcatctgcctgacatccacggtgcagctggtgacacagcttatgccctatgg 2585 
unnamed protein product 785    L  L  G  I  C  L  T  S  T  V  Q  L  V  T  Q  L  M  P  Y  G 
 
                                                                                          
Query:                  2462 ctgccttctggaccatgtccgagaacaccgaggtcgcttaggctcccaggacctgctcaa 2521 
                             ||||||  | ||||||||||| ||| |||| || ||| | ||||||||||||||||| || 
Sbjct:                  2586 ctgcctcttagaccatgtccgggaaaaccgcggacgcctgggctcccaggacctgctgaa 2645 
unnamed protein product 805    C  L  L  D  H  V  R  E  N  R  G  R  L  G  S  Q  D  L  L  N 
 
                                                                                          
Query:                  2522 ctggtgtgttcagattgccaaggggatgagctacctggaggaagttcggcttgttcacag 2581 
                             ||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||| || ||||| 
Sbjct:                  2646 ctggtgtatgcagattgccaaggggatgagctacctggaggatgtgcggctcgtacacag 2705 
unnamed protein product 825    W  C  M  Q  I  A  K  G  M  S  Y  L  E  D  V  R  L  V  H  R 
 
                                                                                          
Query:                  2582 ggacctagctgcccgaaacgtgctagtcaagagtcccaaccacgtcaagattaccgactt 2641 
                             |||| | || || || |||||||| ||||||||||||||||| ||||| ||||| ||||| 
Sbjct:                  2706 ggacttggccgctcggaacgtgctggtcaagagtcccaaccatgtcaaaattacagactt 2765 
unnamed protein product 845    D  L  A  A  R  N  V  L  V  K  S  P  N  H  V  K  I  T  D  F 
 
                                                                                          
Query:                  2642 cgggctggcacggctgctggacattgatgagactgaataccatgcagatgggggcaaggt 2701 
                             ||||||||| ||||||||||||||||| ||||| || ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                  2766 cgggctggctcggctgctggacattgacgagacagagtaccatgcagatgggggcaaggt 2825 
unnamed protein product 865    G  L  A  R  L  L  D  I  D  E  T  E  Y  H  A  D  G  G  K  V 
 
                                                                                          
Query:                  2702 gcccatcaagtggatggcattggaatctattctcagacgccggttcacccatcagagtga 2761 
                             ||||||||||||||||||  |||| || |||||| | || ||||||||||| |||||||| 
Sbjct:                  2826 gcccatcaagtggatggcgctggagtccattctccgccggcggttcacccaccagagtga 2885 
unnamed protein product 885    P  I  K  W  M  A  L  E  S  I  L  R  R  R  F  T  H  Q  S  D 
 
                                                                                          
Query:                  2762 tgtgtggagctatggtgtgactgtgtgggagctgatgacctttggggacaaaccttacga 2821 
                             ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| |||||||||||| 
Sbjct:                  2886 tgtgtggagttatggtgtgactgtgtgggagctgatgacttttggggccaaaccttacga 2945 
unnamed protein product 905    V  W  S  Y  G  V  T  V  W  E  L  M  T  F  G  A  K  P  Y  D 
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Query:                  2822 tgggatcccagctcgggagatccctgatttgctggagaagggagaacgcctacctcagcc 2881 
                             |||||||||||| ||||||||||||||  ||||||| ||||| || || || || ||||| 
Sbjct:                  2946 tgggatcccagcccgggagatccctgacctgctggaaaagggggagcggctgccccagcc 3005 
unnamed protein product 925    G  I  P  A  R  E  I  P  D  L  L  E  K  G  E  R  L  P  Q  P 
 
                                                                                          
Query:                  2882 tccaatctgcaccatcgacgtctacatgatcatggtcaaatgttggatgattgactccga 2941 
                              || ||||||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct:                  3006 ccccatctgcaccattgatgtctacatgatcatggtcaaatgttggatgattgactctga 3065 
unnamed protein product 945    P  I  C  T  I  D  V  Y  M  I  M  V  K  C  W  M  I  D  S  E 
 
                                                                                          
Query:                  2942 atgtcgcccgagattccgggagttggtatcagaattctcccgtatggcaagggaccccca 3001 
                             |||||| || ||||||||||||||||| || ||||||||||| ||||| ||||||||||| 
Sbjct:                  3066 atgtcggccaagattccgggagttggtgtctgaattctcccgcatggccagggaccccca 3125 
unnamed protein product 965    C  R  P  R  F  R  E  L  V  S  E  F  S  R  M  A  R  D  P  Q 
 
                                                                                          
Query:                  3002 gcgctttgtggtcatccagaacgaggacttaggcccctccagccccatggacagcacctt 3061 
                             ||||||||||||||||||||| |||||||| |||||  |||| ||| ||||||||||||| 
Sbjct:                  3126 gcgctttgtggtcatccagaatgaggacttgggcccagccagtcccttggacagcacctt 3185 
unnamed protein product 985    R  F  V  V  I  Q  N  E  D  L  G  P  A  S  P  L  D  S  T  F 
 
                                                                                          
Query:                  3062 ctaccgttcactgctggaggatgatgacatgggggagctggtcgatgctgaagagtacct 3121 
                             |||||| |||||||||||||| |||||||||||||| ||||| |||||||| ||||| || 
Sbjct:                  3186 ctaccgctcactgctggaggacgatgacatgggggacctggtggatgctgaggagtatct 3245 
unnamed protein product 1005   Y  R  S  L  L  E  D  D  D  M  G  D  L  V  D  A  E  E  Y  L 
 
                                                                                          
Query:                  3122 ggtaccccagcagggattcttctccccagaccctgccctaggtactgggagcacagccca 3181 
                             ||||||||||||||| |||||||  |||||||||||||  ||  ||||| |||  | ||| 
Sbjct:                  3246 ggtaccccagcagggcttcttctgtccagaccctgccccgggcgctgggggcatggtcca 3305 
unnamed protein product 1025   V  P  Q  Q  G  F  F  C  P  D  P  A  P  G  A  G  G  M  V  H 
 
                                                                                          
Query:                  3182 ccgcagacaccgcagctcgtcggccaggagtggcggtggtgagctgacactgggcctgga 3241 
                             || ||| ||||||||||| ||  |||||||||||||||| || |||||||| || ||||| 
Sbjct:                  3306 ccacaggcaccgcagctcatctaccaggagtggcggtggggacctgacactagggctgga 3365 
unnamed protein product 1045   H  R  H  R  S  S  S  T  R  S  G  G  G  D  L  T  L  G  L  E 
 
                                                                                          
Query:                  3242 gccctcggaagaagagccccccagatctccactggctccctccgaaggggctggctccga 3301 
                             |||||| ||||| ||| ||||||| ||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                  3366 gccctctgaagaggaggcccccaggtctccactggcaccctccgaaggggctggctccga 3425 
unnamed protein product 1065   P  S  E  E  E  A  P  R  S  P  L  A  P  S  E  G  A  G  S  D 
 
                                                                                          
Query:                  3302 tgtgtttgatggtgacctggcagtgggggtaaccaaaggactgcagagcctctctccaca 3361 
                             ||| |||||||||||||||| | |||||| | |||| || ||||| |||||| |  |||| 
Sbjct:                  3426 tgtatttgatggtgacctgggaatgggggcagccaaggggctgcaaagcctccccacaca 3485 
unnamed protein product 1085   V  F  D  G  D  L  G  M  G  A  A  K  G  L  Q  S  L  P  T  H 
 
                                                                                          
Query:                  3362 tgacctcagccctctacagcggtacagtgaggatcccacattacctctgccccccgagac 3421 
                             ||||| ||||||||||||||||||||||||||| |||||| |||| |||||| | ||||| 
Sbjct:                  3486 tgaccccagccctctacagcggtacagtgaggaccccacagtacccctgccctctgagac 3545 
unnamed protein product 1105   D  P  S  P  L  Q  R  Y  S  E  D  P  T  V  P  L  P  S  E  T 
 
                                                                                          
Query:                  3422 tgatggctacgttgctcccctggcctgcagcccccagcccgagtatgtgaaccagccaga 3481 
                             ||||||||||||||| |||||| |||||||||||||||| || ||||||||||||||||| 
Sbjct:                  3546 tgatggctacgttgcccccctgacctgcagcccccagcctgaatatgtgaaccagccaga 3605 
unnamed protein product 1125   D  G  Y  V  A  P  L  T  C  S  P  Q  P  E  Y  V  N  Q  P  D 
 
                                                                                          
Query:                  3482 ggttcggcctcagtctcccttgaccccagagggtcctccgcctcccatccgacctgctgg 3541 
                              |||||||| ||| | || | | ||| |||||| |||| |||| |   |||||||||||| 
Sbjct:                  3606 tgttcggccccagcccccttcgccccgagagggccctctgcctgctgcccgacctgctgg 3665 
unnamed protein product 1145   V  R  P  Q  P  P  S  P  R  E  G  P  L  P  A  A  R  P  A  G 
 
                                                                                          
Query:                  3542 tgctactctagaaagacccaagactctctctcctgggaaaaatggggttgtcaaagacgt 3601 
                             ||| ||||| ||||| |||||||||||||| || ||||| |||||||| ||||||||||| 
Sbjct:                  3666 tgccactctggaaaggcccaagactctctccccagggaagaatggggtcgtcaaagacgt 3725 
unnamed protein product 1165   A  T  L  E  R  P  K  T  L  S  P  G  K  N  G  V  V  K  D  V 
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Query:                  3602 ttttgcctttgggggtgctgtggagaaccctgaatacttagcacccagagcaggcactgc 3661 
                             |||||||||||||||||| ||||||||||| || |||||  |||||   | |||  |||| 
Sbjct:                  3726 ttttgcctttgggggtgccgtggagaaccccgagtacttgacaccccagggaggagctgc 3785 
unnamed protein product 1185   F  A  F  G  G  A  V  E  N  P  E  Y  L  T  P  Q  G  G  A  A 
 
                                                                                          
Query:                  3662 ctctcagccccacccttctcctgccttcagcccagcctttgacaacctctattactggga 3721 
                             | |||||||||||||| |||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct:                  3786 ccctcagccccaccctcctcctgccttcagcccagccttcgacaacctctattactggga 3845 
unnamed protein product 1205   P  Q  P  H  P  P  P  A  F  S  P  A  F  D  N  L  Y  Y  W  D 
 
                                                                                          
Query:                  3722 ccagaactcatcggagcagggtcctccaccaagtacctttgaagggacccccactgcaga 3781 
                             |||| || || | |||| |||  ||||||| || |||||  ||||||| || || ||||| 
Sbjct:                  3846 ccaggacccaccagagcggggggctccacccagcaccttcaaagggacacctacggcaga 3905 
unnamed protein product 1225   Q  D  P  P  E  R  G  A  P  P  S  T  F  K  G  T  P  T  A  E 
 
                                                                   
Query:                  3782 gaaccctgagtacctaggcctggatgtgccagtatga 3818 
                             |||||| |||||||| || ||||| |||||||| ||| 
Sbjct:                  3906 gaacccagagtacctgggtctggacgtgccagtgtga 3942 
unnamed protein product 1245   N  P  E  Y  L  G  L  D  V  P  V ^^^ 

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

 
 

 
                                                        
Query: 3927 tccagggcagccggctatgccaggaacgtgccctgaggaacct 3969 
            ||||||| | || || ||||||||||| || ||| |||||||| 
Sbjct: 4043 tccaggggaacctgccatgccaggaacctgtcctaaggaacct 4085 

CPU time:     0.05 user secs.     0.01 sys. secs     0.06 total secs. 
 
Lambda     K      H 
    1.33    0.621     1.12  
 
Gapped 
Lambda     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: 653 
Number of extensions: 25 
Number of successful extensions: 5 
Number of sequences better than 10.0: 1 
Number of HSP's better than 10.0 without 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 adjustment: 27 
Effective length of query: 4296 
Effective length of database: 13,570,356,080 
Effective search space: 58298249719680 
Effective search space used: 58298249719680 
Neighboring words threshold: 0 
Window for multiple 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 bits) 
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LOCUS       XM_125954               4524 bp    mRNA    linear   ROD 24-FEB-2003 
DEFINITION  Mus musculus v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene 
            homolog 3 (avian) (Erbb3), mRNA. 
ACCESSION   XM_125954 
VERSION     XM_125954.3  GI:25071684 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Mus musculus (house mouse) 
  ORGANISM  Mus musculus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 4524) 
  AUTHORS   NCBI Annotation Project. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (17-FEB-2003) National Center for Biotechnology 
            Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA 
COMMENT     MODEL REFSEQ:  This record is predicted by automated computational 
            analysis. This record is derived from an annotated genomic sequence 
            (NT_039502) using gene prediction method: BLAST, supported by mRNA 
            and EST evidence. 
            Also see: 
                Documentation of NCBI's Annotation Process 
              
            [WARNING] On Oct 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 
                     /organism="Mus musculus" 
                     /mol_type="mRNA" 
                     /strain="C57BL/6J" 
                     /db_xref="taxon:10090" 
                     /chromosome="10" 
     gene            1..4524 
                     /gene="Erbb3" 
                     /db_xref="GeneID:13867" 
                     /db_xref="MGI:95411" 
     CDS             334..2679 
                     /gene="Erbb3" 
                     /codon_start=1 
                     /product="v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene 
                     homolog 3" 
                     /protein_id="XP_125954.1" 
                     /db_xref="GI:20867763" 
                     /db_xref="GeneID:13867" 
                     /db_xref="MGI:95411" 
                     /translation="MEGTSTCNGSGSDACARCAHFRDGPHCVNSCPHGILGAKGPIYK 
                     YPDAQNECRPCHENCTQGCKGPELQDCLGQAEVLMSKPHLVIAVTVGLTVIFLILGGS 
                     FLYWRGRRIQNKRAMRRYLERGESIEPLDPSEKANKVLARIFKETELRKLKVLGSGVF 
                     GTVHKGIWIPEGESIKIPVCIKVIEDKSGRQSFQAVTDHMLAVGSLDHAHIVRLLGLC 
                     PGSSLQLVTQYLPLGSLLDHVRQHRETLGPQLLLNWGVQIAKGMYYLEEHSMVHRDLA 
                     LRNVMLKSPSQVQVADFGVADLLPPDDKQLLHSEAKTPIKWMALESIHFGKYTHQSDV 
                     WSYGVTVWELMTFGAEPYAGLRLAEIPDLLEKGERLAQPQICTIDVYMVMVKCWMIDE 
                     NIRPTFKELANEFTRMARDPPRYLVIKRASGPGIPPAAEPSALSTKELQDAELEPDLD 
                     LDLDVEVEEEGLATTLGSALSLPTGTLTRPRGSQSLLSPSSGYMPMNQSNLGEACLDS 
                     AVLGGREQFSRPISLHPIPRGRQTSESSEGHVTGSEAELQERVSMCRSRSRSRSPRPR 
                     GDSAYHSQRHSLLTPVTPLSPPGLEEEDGNGYVMPDTHLRGTSSSREGTLSSVGLSSV 
                     LGTEEEDEDEEYEYMNRKRRGSPARPPRPGSLEELGYEYMDVGSDLSASLGSTQSCPL 
                     HPMAIVPSAGTTPDEDYEYMNRRRGAGGSGGDYAAMGACPAAEQGYEEMRAFQGPGHQ 
                     APHVRYARLKTLRSLEATDSAFDNPDYWHSRLFPKANAQRI" 
     misc_feature    346..435 
                     /gene="Erbb3" 
                     /note="FU; Region: Furin-like repeats" 
                     /db_xref="CDD:smart00261" 

PubMed Nucleotide Protein Genome Structure PMC Taxonomy OMIM Books 

 Search    for      Nucleotide Go Clear

  Limits Preview/Index History Clipboard Details 

            Display GenBank Send all to file

   Range: from    to    Reverse complemented strand     Features:   SNP   CDD   MGC   HPRD    STS begin end

1:  XM_125954. Reports  ...[gi:25071684] The record has been replaced by XM_125954.4
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     misc_feature    775..1431 
                     /gene="Erbb3" 
                     /note="SPS1; Region: Serine/threonine protein kinase 
                     [General function prediction only / Signal transduction 
                     mechanisms / Transcription / DNA replication, 
                     recombination, and repair]" 
                     /db_xref="CDD:COG0515" 
     misc_feature    778..1548 
                     /gene="Erbb3" 
                     /note="TyrKc; Region: Tyrosine kinase, catalytic domain" 
                     /db_xref="CDD:smart00219" 
     misc_feature    778..1536 
                     /gene="Erbb3" 
                     /note="pkinase; Region: Protein kinase domain" 
                     /db_xref="CDD:pfam00069" 
     misc_feature    778..1536 
                     /gene="Erbb3" 
                     /note="S_TKc; Region: Serine/Threonine protein kinases, 
                     catalytic domain" 
                     /db_xref="CDD:smart00220" 
ORIGIN       
        1 gaaattagtg ctgggcgtgt ctacataagt gccaatcagc aactttgtta ccaccactct 
       61 ctgaactgga ccagacttct gcgggggccc gcagaggaga gacttgacat caagtacaac 
      121 cggcctctgg gagaatgcgt ggcagagggc aaagtgtgtg atccactgtg ctcctctggg 
      181 ggatgctggg gcccaggccc tggtcagtgc ttgtcttgtc gaaactacag ccgggaaggt 
      241 gtctgtgtga ctcactgcaa cgttctgcaa ggggaacccc gagagtttgt tcatgaggct 
      301 cattgcttct cctgccatcc agaatgccag cccatggagg gcaccagcac gtgcaatggc 
      361 tcgggctccg acgcttgtgc tcgatgcgcc cattttcgtg atgggcccca ctgtgtgaac 
      421 agctgccccc atggaatcct aggtgccaaa ggtccaatct acaaatatcc agatgctcag 
      481 aatgagtgcc ggccctgcca cgagaactgc acccaagggt gtaagggacc agaactacaa 
      541 gactgtttag gccaagcaga ggtattaatg agcaaaccac acctggtcat agcggtgaca 
      601 gtaggactga ctgtgatctt cctgattctg ggaggctctt ttctctattg gcgtggacgc 
      661 aggattcaga ataaaagggc tatgagacgc tacttggagc ggggtgagag catcgagcct 
      721 ctggacccaa gcgagaaggc aaacaaagtc ttggctagaa tcttcaaaga gacagagctg 
      781 aggaaactta aggtgcttgg ctctggtgtc tttggaactg tacacaaggg gatttggatt 
      841 cccgagggtg aatccatcaa gattccagtc tgcattaaag tcatcgagga caagagtggg 
      901 cggcagagtt ttcaggctgt gactgatcac atgctggccg tcggcagcct ggaccatgcc 
      961 cacattgtac ggctgctggg actgtgccca gggtcatctc tgcagcttgt cactcagtac 
     1021 ttgcctctgg gctctctcct tgatcatgta agacagcacc gtgagacact gggaccacag 
     1081 ctgctgctca actggggagt acaaattgcc aagggtatgt attacctcga ggaacacagc 
     1141 atggtgcata gggaccttgc gctccggaat gtgatgctta agtcaccgag tcaagtccag 
     1201 gtggcagatt ttggtgtggc tgacttgctg ccgccagatg acaagcagtt actacacagt 
     1261 gaggccaaga ctccaattaa atggatggcc cttgagagta tccactttgg gaaatacaca 
     1321 caccagagtg atgtctggag ttacggtgta accgtttggg agttgatgac cttcggggca 
     1381 gagccctacg cagggctacg actggctgaa ataccagacc tgctggagaa gggagagcgg 
     1441 ttagcacagc cccagatctg caccattgac gtctacatgg tcatggtcaa gtgttggatg 
     1501 attgacgaga atattcgccc aacctttaaa gaactggcca atgagtttac caggatggcc 
     1561 cgggacccac caaggtatct ggtcatcaag agagcgagtg ggcctggaat acctcctgca 
     1621 gcagagccat ctgctctgag caccaaagag ttgcaggatg cagagctgga gccagacctg 
     1681 gacctcgacc tagacgtgga ggtagaagag gagggcctgg cgaccacact gggttctgcc 
     1741 ctcagcttgc ctacaggaac gcttacccgg ccacgtggga gccagagtct tttaagtcct 
     1801 tcgtctggat acatgcccat gaaccagagc aaccttgggg aggcttgtct ggattctgcg 
     1861 gttttggggg gtcgcgaaca gttctcccgt cccatctctc tgcacccgat cccacggggg 
     1921 cgtcaaacgt cagagtcatc agagggccat gtgacgggct ctgaggctga actccaagag 
     1981 agagtatcaa tgtgtaggag ccggagccgg agccggagcc cacggccacg tggggacagt 
     2041 gcctaccatt cgcagcgaca cagcctgctt actcccgtca ccccgctctc cccaccaggg 
     2101 ttagaggaag aggatggcaa tggttatgtc atgccagata cgcacctcag aggtacatcc 
     2161 tcttcccggg aaggcaccct ttcgtcagta ggtctcagtt ctgtgctggg taccgaagag 
     2221 gaagatgaag atgaggagta tgaatacatg aaccggaaga ggaggggtag cccggctcgg 
     2281 ccccccagac ctggttccct ggaagagctg ggctatgagt acatggatgt gggttcagac 
     2341 ctcagtgctt ctctgggcag tacgcagagt tgcccactcc atcccatggc catcgtgccc 
     2401 tctgctggca cgactccaga tgaggactat gaatacatga accgcaggcg tggtgcgggc 
     2461 ggttccggag gggattatgc agctatgggg gcctgcccag cagctgaaca agggtatgag 
     2521 gaaatgcgag ctttccaggg gcctggacat caagcccccc atgttcgtta tgcccgcctc 
     2581 aaaactctgc gtagtttaga agccactgac tccgcctttg acaaccccga ttactggcat 
     2641 agcaggcttt tccctaaggc taacgcccag agaatttgac ctcggttcct tgagactctt 
     2701 ggggaacatt tgatggcagc tagtgcctct ttgagggtaa cccttcctca cccctttctc 
     2761 tgaggtccca cctccatttc tccaagaatg ccatctagtt cttggagatt tgtcaacata 
     2821 tcgtcacaaa ctttttgcgg tacatagccg gctgtgcact ctcttctctt cccaagccta 
     2881 ggaaagagaa gtttccctgt gtctctccct tcctgatccc gttcctcagg gagactccct 
     2941 ggagatatga aggattactc tccagaccct ttctctcagg ctcttactca ttgggattag 
     3001 actcttaaac tttgcctttc ttccccaatc agactctaaa gaaggggaga tgaaagagaa 
     3061 gagaaaaagt aagacttttg tttatgagac ttttaatccc agaggaagat tgagaagctc 
     3121 aaagctttga ggagtgaagt taggagtagg taccagtgac tacgaactga acatgcactg 
     3181 tgagccaggc atcctcatac tgaaccccac ctacattgtc tcagttataa tctttccagt 
     3241 tttgtgaggt agaactgatc ctgtttcacc aatatggaat ctgagtgttc caagatagcc 
     3301 aacaggtccc ggaatctttg aatagtactg aatcctgtag ggtttttttt ttcttttaat 
     3361 atttttaata tttttttaat attcagtaaa caaaactgaa ttctgtgatt agtgactttt 
     3421 ccatcttaac taagaactta ttgttctttt tagtttgagg tgacacagca gaggttgtac 
     3481 tgatttttct atttttctaa tttaatggat ttgttattat agacattaca accccccccc 
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     3541 ccgtgaagtc aagaatttcc accttttctc aaacaaaaaa ccatttcttt gacacatttg 
     3601 aattaatagc aggacttgcc ctttgggccc attcttaggt aagatgaggg tctttgagca 
     3661 caagtactat gagatctgtc agtcaatcta ataaccaggc aggtaattaa gtggctcaag 
     3721 agcaaatagg ttattcagtg cgggtgtacc aggcagagat gattcatcta ccaagtggaa 
     3781 caggagaggc cggctgtgat ttcatcgtgc tattcagaat gggtactatg taaactgtaa 
     3841 ggattattta tttcaggaac ttgtcactca gcatgtttca gatgacagtt gaccacaggt 
     3901 tactaaaact gtggacagca aaacctcaga aaatggggaa ttgagccttg aagaagcaaa 
     3961 gccacaggtc caggattcaa aatcctccca attcccatgc ctgtgattta actataaagt 
     4021 gtatgtgtgt gtgtgtaaag ccgggcctgg cgactggcct gcaactgtgt agcccaggat 
     4081 ggccttcaac tccacacaca gcaatcccat cttcacctct caaaggctgt ggctacatgt 
     4141 gtgagcttcc agactccgtt tgttggtgca ctgaatcaag caaatgcagc cagccacgtt 
     4201 ttcctccagc acccaggcct ctcatctcag gaaggagtgg agatgacaca ggacaagtaa 
     4261 ctagacattt ttgtgtaagc tgcaggccat ttacgttgca gatacacact cattacaagc 
     4321 caattcgcaa aggttccaag actcctattt tgggagctgt tctcaaccag tagtgataaa 
     4381 cttctggtgg gatagaaaga ggatccatct tcaaacctca agtcttcctg gatgggaact 
     4441 ggggggaatg tcttcttgta ccattaaagt ttttttgttt tgtttttata cgtgtctaaa 
     4501 taaaaatgtc agagtttttt tgtt 
// 

Disclaimer | Write to the Help Desk  
NCBI | NLM | NIH  
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BLAST 2 SEQUENCES RESULTS VERSION BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004] 

Match:  Mismatch:  gap open:  gap extension:   

x_dropoff:  expect:  wordsize:  Filter      

 
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 = 2123 bits (1104), Expect = 0.0 
Identities = 1224/1284 (95%) 
 Strand = Plus / Plus 

 
 

 
                                                                                                   
Query:                           2677 atgccaattaaatggatggctctggaatgtatacattataggaaattcacacatcaaagc 2736
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct:                           1    atgccaattaaatggatggctctggaatgtatacattataggaaattcacacatcaaagt 60 
similar to receptor tyrosine ki> 1     M  P  I  K  W  M  A  L  E  C  I  H  Y  R  K  F  T  H  Q  S  
 
                                                                                                   
Query:                           2737 gatgtttggagctacggtgtcactatatgggaactgatgacctttggaggaaagccctat 2796
                                      |||||||||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           61   gatgtttggagctatggcgtcactatatgggaactgatgacctttggaggaaagccctat 120
similar to receptor tyrosine ki> 21    D  V  W  S  Y  G  V  T  I  W  E  L  M  T  F  G  G  K  P  Y  
 
                                                                                                   
Query:                           2797 gatggaattccaacgcgagaaatccctgatttattagagaagggagagcgtttgcctcaa 2856
                                      |||||||||||||| ||||||||||| |||||| | ||||| ||||||||| |||||||  
Sbjct:                           121  gatggaattccaacccgagaaatccccgatttactggagaaaggagagcgtctgcctcag 180
similar to receptor tyrosine ki> 41    D  G  I  P  T  R  E  I  P  D  L  L  E  K  G  E  R  L  P  Q  
 
                                                                                                   
Query:                           2857 cctcccatctgcactattgacgtttacatcgtcatggtcaaatgttggatgatcgatgct 2916
                                      |||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           181  cctcccatctgcactattgatgtttacatggtcatggtcaaatgttggatgatcgatgct 240
similar to receptor tyrosine ki> 61    P  P  I  C  T  I  D  V  Y  M  V  M  V  K  C  W  M  I  D  A  
 
                                                                                                   
Query:                           2917 gacagcagacctaaattcaaagaactggctgctgagttttcaaggatggctagagaccct 2976
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:                           241  gacagcagacctaaattcaaagaactggctgctgagttttcaagaatggctagagaccct 300
similar to receptor tyrosine ki> 81    D  S  R  P  K  F  K  E  L  A  A  E  F  S  R  M  A  R  D  P  
 
                                                                                                   
Query:                           2977 caaagatacctagtaattcagggggatgatcgcatgaagcttcccagtccaaacgacagc 3036
                                      |||||||||||||| |||||||| |||||||| |||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct:                           301  caaagatacctagttattcagggtgatgatcgtatgaagcttcccagtccaaatgacagc 360
similar to receptor tyrosine ki> 101   Q  R  Y  L  V  I  Q  G  D  D  R  M  K  L  P  S  P  N  D  S  
 
                                                                                                   
Query:                           3037 aaattcttccagaatctcttggatgaagaggatttggaagatatgatggacgctgaggaa 3096
                                      ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||| 
Sbjct:                           361  aaattcttccagaatctcttggatgaagaggatttggaagacatgatggatgctgaggaa 420
similar to receptor tyrosine ki> 121   K  F  F  Q  N  L  L  D  E  E  D  L  E  D  M  M  D  A  E  E  
 
                                                                                                   
Query:                           3097 tatttggtcccccaggctttcaatatcccacctcctatctacacatccagaacaagaatt 3156
                                      ||||||||||||||||||||||| || || ||||| |||||||||||||||||||||||| 

NCBI logo

Blast 2 Sequences results 
PubMed Entrez BLAST OMIM Taxonomy Structure
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Sbjct:                           421  tatttggtcccccaggctttcaacatacctcctcccatctacacatccagaacaagaatt 480
similar to receptor tyrosine ki> 141   Y  L  V  P  Q  A  F  N  I  P  P  P  I  Y  T  S  R  T  R  I  
 
                                                                                                   
Query:                           3157 gactccaataggagtgaaattggacacagccctcctcctgcctacacccccatgtcggga 3216
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           481  gactccaataggagtgaaattggacacagccctcctcctgcctacacccccatgtcggga 540
similar to receptor tyrosine ki> 161   D  S  N  R  S  E  I  G  H  S  P  P  P  A  Y  T  P  M  S  G  
 
                                                                                                   
Query:                           3217 agtcagtttgtgtaccaggatgggggtttcgctacacaacaaggaatgcccatgccctac 3276
                                      | ||||||||||||||| |||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           541  aatcagtttgtgtaccaagatgggggctttgctacacaacaaggaatgcccatgccctac 600
similar to receptor tyrosine ki> 181   N  Q  F  V  Y  Q  D  G  G  F  A  T  Q  Q  G  M  P  M  P  Y  
 
                                                                                                   
Query:                           3277 acagccacaaccagcaccataccagaggctccagtcgcccagggtgcaacggctgagatg 3336
                                      | ||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           601  agagccacaaccagcaccataccagaggctccagtagctcagggtgcaacggctgagatg 660
similar to receptor tyrosine ki> 201   R  A  T  T  S  T  I  P  E  A  P  V  A  Q  G  A  T  A  E  M  
 
                                                                                                   
Query:                           3337 tttgatgactcctgctgtaatggtaccctgcgaaagccagtggtaccccacgtccaagag 3396
                                      ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| |||||| ||||||||| 
Sbjct:                           661  tttgatgactcctgctgtaatggtaccctacgaaagccagtggcaccccatgtccaagag 720
similar to receptor tyrosine ki> 221   F  D  D  S  C  C  N  G  T  L  R  K  P  V  A  P  H  V  Q  E  
 
                                                                                                   
Query:                           3397 gacagtagcactcagaggtatagtgccgaccccacagtgttcgccccagaacggaaccca 3456
                                      |||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||||||||| ||  
Sbjct:                           721  gacagtagcactcagaggtatagtgctgatcccacagtgttcgccccagaacggaatcct 780
similar to receptor tyrosine ki> 241   D  S  S  T  Q  R  Y  S  A  D  P  T  V  F  A  P  E  R  N  P  
 
                                                                                                   
Query:                           3457 cgagcagaactggatgaagaaggctacatgactcccatgcatgacaagccaaaacaagaa 3516
                                      |||| |||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct:                           781  cgaggagaactggatgaagaaggctacatgactccaatgcatgacaagcccaaacaagaa 840
similar to receptor tyrosine ki> 261   R  G  E  L  D  E  E  G  Y  M  T  P  M  H  D  K  P  K  Q  E  
 
                                                                                                   
Query:                           3517 tatctgaatcctgtggaagagaacccttttgtgtcccggaggaagaatggagaccttcaa 3576
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||| 
Sbjct:                           841  tatctgaatcctgtggaagagaacccttttgtgtcccgaaggaagaatggagatcttcaa 900
similar to receptor tyrosine ki> 281   Y  L  N  P  V  E  E  N  P  F  V  S  R  R  K  N  G  D  L  Q  
 
                                                                                                   
Query:                           3577 gctttagataatccagagtatcacagcgcttccagcggtccccccaaggcagaggatgag 3636
                                      |||||||||||||| ||||||||||| |||||||||||||| |||||||| ||||||||  
Sbjct:                           901  gctttagataatccggagtatcacagtgcttccagcggtccacccaaggcggaggatgaa 960
similar to receptor tyrosine ki> 301   A  L  D  N  P  E  Y  H  S  A  S  S  G  P  P  K  A  E  D  E  
 
                                                                                                   
Query:                           3637 tacgtgaatgagcccctttatctcaacaccttcaccaacgccttgggaaatgcagagtac 3696
                                      |||||||||||||| || || |||||||||||| |||| |||||||| | |||||||||| 
Sbjct:                           961  tacgtgaatgagcctctatacctcaacaccttcgccaatgccttggggagtgcagagtac 1020
similar to receptor tyrosine ki> 321   Y  V  N  E  P  L  Y  L  N  T  F  A  N  A  L  G  S  A  E  Y  
 
                                                                                                   
Query:                           3697 atgaaaaacagcttactgtctgtgccagagaaagccaagaaagcatttgacaaccccgac 3756
                                      |||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           1021 atgaaaaacagtgtactgtctgtgccagagaaagccaagaaagcatttgacaaccccgac 1080
similar to receptor tyrosine ki> 341   M  K  N  S  V  L  S  V  P  E  K  A  K  K  A  F  D  N  P  D  
 
                                                                                                   
Query:                           3757 tactggaaccacagcctgccaccccggagcactcttcagcacccagactacctgcaggaa 3816
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           1081 tactggaaccacagcctgccaccccggagcacccttcagcacccagactacctgcaggaa 1140
similar to receptor tyrosine ki> 361   Y  W  N  H  S  L  P  P  R  S  T  L  Q  H  P  D  Y  L  Q  E  
 
                                                                                                   
Query:                           3817 tacagcacaaaatatttttataaacagaatggacggatccgccctattgtggcagagaat 3876
                                      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct:                           1141 tacagcacaaaatatttttataaacagaatggacggatccgccccattgtggcagagaat 1200
similar to receptor tyrosine ki> 381   Y  S  T  K  Y  F  Y  K  Q  N  G  R  I  R  P  I  V  A  E  N  
 
                                                                                                   
Query:                           3877 cctgagtacctctcagagttctcgctgaagccaggcactatgctgccccctccgccctac 3936
                                      |||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           1201 cctgagtacctctcggagttctcgctgaagcctggcactatgctgccccctccgccctac 1260
similar to receptor tyrosine ki> 401   P  E  Y  L  S  E  F  S  L  K  P  G  T  M  L  P  P  P  P  Y  
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Query:                           3937 agacaccggaatactgtggtgtga 3960 
                                      |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:                           1261 agacaccggaatactgtggtgtga 1284 
similar to receptor tyrosine ki> 421   R  H  R  N  T  V  V ^^^ 

CPU time:     0.06 user secs.     0.00 sys. secs     0.06 total secs. 
 
Lambda     K      H 
    1.33    0.621     1.12  
 
Gapped 
Lambda     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 
Number of successful extensions: 1 
Number of sequences better than 10.0: 1 
Number of HSP's better than 10.0 without gapping: 1 
Number of HSP's gapped: 1 
Number 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 adjustment: 27 
Effective length of query: 4033 
Effective length of database: 13,570,356,080 
Effective search space: 54729246070640 
Effective search space used: 54729246070640 
Neighboring words threshold: 0 
Window for multiple hits: 0 
X1: 11 (21.1 bits) 
X2: 15 (28.8 bits) 
X3: 26 (50.0 bits) 
S1: 13 (25.7 bits) 
S2: 22 (43.0 bits) 
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