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INTRODUCCION







as células de los organismos superiores estan sometidas a un
flujo continuo de informaciéon que proviene tanto de otras células como del exterior del
organismo. La correcta interpretacion e integracion de todas estas sefiales es crucial para
la supervivencia y adaptacion tanto de la propia célula como del organismo completo.
Durante la evolucion, se han desarrollado multiples mecanismos para interpretar e
integrar sefiales, y los receptores localizados en la membrana son una parte esencial de
dichos mecanismos. Entre estos, los receptores con actividad quinasa de tirosinas son
capaces de traducir la informacién que proviene del exterior a un mensaje intracelular,
que en ultima instancia controlara la expresién génica y por lo tanto la fisiologia de la

célula.



LA FAMILIA DE RECEPTORES HER

Reflejando la complejidad creciente de los organismos durante la evolucion, la familia de
receptores con actividad quinasa de tirosinas conocida como familia del EGFR ( Receptor
del Factor de Crecimiento Epidérmico) o familia HER ha pasado de una simple
combinacion entre un unico factor de crecimiento y su receptor monomérico en el
nematodo Caenorhabditis elegans (Aroian, Koga et al. 1990), pasando por un unico
receptor y cuatro ligandos en Drosophila melanogaster (Freeman 1998), hasta un
sistema complejo comprendido por cuatro receptores y mas de una docena de ligandos
como encontramos en humanos (Yarden and Sliwkowski 2001). Las multiples
combinaciones receptor-ligando permiten una gran diversidad de respuestas bioldgicas
durante el desarrollo y en el estadio adulto.

Los miembros de la familia HER son: EI EGFR/HER1/ErbB1 (Ullrich, Coussens et al.
1984), HER2/ErbB2/neu (Schechter, Hung et al. 1985), HER3/ErbB3 (Kraus, Issing et al.
1989) y HER4/ErbB4 (Plowman, Culouscou et al. 1993) (Figura 1). Todos ellos tienen una
region extracelular que se divide en cuatro dominios denominados I, II, Ill y IV. Se ha
propuesto que los dominios | y Ill participan en la union al ligando mientras que los
dominios Il y IV estan involucrados en la dimerizacion entre receptores. A continuacion
encontramos una region transmembrana y una region citoplasmatica que contiene un
dominio quinasa de tirosinas (formado por un Iébulo N y un lébulo C donde encontramos
el bucle de activacion). El dominio quinasa de tirosinas esta seguido por una cola
carboxilo-terminal con sitios de autofosforilacién (revisado en (Schlessinger 2002))
(Figura 2). HER3 es el unico miembro de la familia que carece de actividad quinasa
debido a substituciones de residuos del dominio quinasa fundamentales para su funcion
(Guy, Platko et al. 1994).

EXPRESION Y FUNCION DE LOS RECEPTORES HER

La funcién concreta de cada uno de los receptores HER se ha estudiado mediante la
creacion de modelos animales “knock out” (KO) en raton. Mutaciones o delecciones que
inactivan cualquiera de los receptores HER dan lugar a la muerte durante la
embriogénesis o la etapa postnatal. Del analisis de los defectos causados por la ausencia
de cada receptor en estos modelos se ha podido deducir su funcién durante el desarrollo.

Por ejemplo, HER1 participa en el desarrollo de las estructuras epiteliales del sistema

respiratorio, el tracto gastrointestinal, el tejido epidérmico y los foliculos pilosos (Miettinen,



Berger et al. 1995; Sibilia and Wagner 1995; Threadgill, Dlugosz et al. 1995; Sibilia,
Steinbach et al. 1998). HER2 y HER4 tienen un papel esencial en el desarrollo del
corazoén y estructuras neuronales (Gassmann, Casagranda et al. 1995; Lee, Simon et al.
1995; Leu, Bellmunt et al. 2003) y HERS3 esté implicado en la formacién de precursores
de la células de Schwann, que se requieren para el desarrollo de la cresta neuronal
(Riethmacher, Brinkmann et al. 1995; Erickson, O'Shea et al. 1997).

El hecho de que muchas de las mutaciones nulas de los receptores HER son letales
durante el desarrollo embrionario o la etapa postnatal de los animales KO, ha hecho dificil
el estudio de las funciones de estos receptores en estadios posteriores del desarrollo.
Una manera elegante de solucionar este problema ha sido la creaciéon de ratones KO
condicionales, donde se inactiva el gen solo en un tejido determinado. Otra manera util de
solventar el problema ha sido el uso de formas dominante-negativas de los receptores
bajo el control de promotores especificos de tejido. De esta manera, se ha mostrado que
la familia de receptores HER también es necesaria para el correcto funcionamiento del
organismo en su fase adulta. Por ejemplo, HER1 participa en el desarrollo de la glandula
mamaria (Fowler, Walker et al. 1995; Xie, Paterson et al. 1997) y HER2 y HER4 son
necesarios durante la diferenciacion alveolar y la lactancia (Jones and Stern 1999). HER2
también tiene un papel en el mantenimiento del corazén en la vida adulta (Crone, Zhao et
al. 2002).

LIGANDOS DE LA FAMILIA HER

La familia de factores de crecimiento similares al EGF son los ligandos de la familia de
receptores HER. Todos ellos son sintetizados como precursores transmembrana y sus
ectodominios pueden ser procesados mediante un corte proteolitico llevado a cabo por
proteasas de la familia ADAM (zinc-dependent and disintegrin-like and metalloproteinase
containing proteins). Este corte resulta en la liberacion del factor de crecimiento soluble.
Bajo condiciones fisiolégicamente normales la activaciéon de los receptores HER se
controla tanto mediante la expresion espacial y temporal de sus ligandos ( revisado en
(Riese and Stern 1998; Yarden and Sliwkowski 2001)) como por la disponibilidad del
ligando soluble regulada por proteolisis (Arribas and Borroto 2002).

El dominio EGF presente en todos los ligandos de la familia se caracteriza por un
determinado espaciamiento entre seis cisteinas a lo largo de una region de 35-40
aminoacidos. Lo que resulta en tres giros intramoleculares unidos por puentes disulfuro,
criticos para el mantenimiento de la estructura del dominio (Davis 1990).

La especificidad de los ligandos nos permite dividirlos en tres grupos: el primero incluye el

EGF, el factor de crecimiento transformante o (TGF o) y la amfiregulina (AR), los cuales



se unen a HER1; el segundo incluye la betacelulina (BTC), el factor de crecimiento de
union a la heparina (HB-EGF) y la epiregulina (EPR), los cuales muestran una
especificidad dual, uniendo tanto HER1 como HER4. El tercer grupo se compone de las
neuregulinas (NRGs) ( también llamadas heregulinas, HRG) que forman dos subgrupos;
las que unen HER3 y HER4 (NRG1 y NRG2) y las que se unen a HER4 ( NRG3 y NRG4)

(Figura 1). Ninguno de los ligandos se une a HER2 con alta afinidad.
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Figura 1: Miembros de la familia HER y especificidad de sus ligandos.

Los receptores de la familia HER tienen un dominio extracelular en el que se encuentra
el dominio de unién a ligando, un dominio transmembrana y un dominio intracelular que
contiene el dominio quinasa. HER2 no se une a ningun ligando con alta afinidad y HER3
no tiene actividad quinasa ( indicado con una cruz en el dominio intracelular).

DIMERIZACION DE LOS RECEPTORES HER

La unién del ligando induce la dimerizacion entre dos receptores idénticos (homodimeros)
o dos receptores diferentes de la misma familia (heterodimeros). La publicacion de la
estructura tridimensional de los ectodominios de HER1, HER2 y HER3 (revisado en
(Burgess, Cho et al. 2003) ha aclarado distintos aspectos del proceso de dimerizacién. La
estructura de HER1 (Ferguson, Berger et al. 2003) o HERS inactivos (no unidos a
ligando) (Cho and Leahy 2002) se caracteriza por que los receptores asumen la llamada
conformacién “cerrada” en la cual el brazo de dimerizacién del dominio Il esta bloqueado
por interacciones intramoleculares con el dominio IV (Figura 2). Cuando HER1 se une a
EGF (Ogiso, Ishitani et al. 2002) o TGFa (Garrett, McKern et al. 2002) hay una
reorganizacioén sustancial de los dominios dando lugar a la conformacién “abierta” donde

los dominios | y Il estan accesibles para su unién al ligando (revisado en



(Burgess, Cho et al. 2003)). La estructura “abierta” también se caracteriza por la
exposicion del brazo de dimerizacion (presente en el dominio Il del receptor). El brazo de
dimerizacion de un receptor interacciona con el brazo de dimerizacion del otro receptor,
promoviendo una interaccion directa receptor-receptor. En este dimero formado por dos
complejos 1:1 receptor-ligando, los dos ligandos estan distantes uno del otro y solo
interaccionan con el receptor, lo que indica que los ligandos no estan involucrados en la
dimerizacion (Garrett, McKern et al. 2002; Ogiso, Ishitani et al. 2002) (Figura 2).
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Figura 2: Representaciéon esquematica del
proceso de dimerizacién de los receptores
HER.
La region extracelular de cada receptor HER
consiste en cuatro dominios (I-1V). En
ausencia de ligando HER1, HER3 y HER4
adoptan la estructura “cerrada” (derecha) . En
esta estructura el brazo de dimerizacion del
dominio Il se encuentra escondido mediante
interacciones con el dominio IV. Después de
la union a ligando a los dominios | y Ill, el
3 receptor adopta la estructura “abierta” donde
r el brazo de dimerizacion queda expuesto y
by l'. v promueve la interaccion receptor-receptor
Colacarboilo- =% Bucle de e (centro). HER2 ( izquierda) tiene una
termiral — achvacion estructura “abierta” fija donde el brazo de
dimerizacién del dominio Il esta permanente
expuesto y el dominio | y Il interaccionan
haciendo imposible su unién a ligando.
La dimerizacion de los receptores HER da lugar a la formacion de un dimero asimétrico entre los
dominios quinasa de los receptores. En este dimero el I6bulo C de un receptor interacciona con el
I6bulo N del segundo receptor, activando su dominio quinasa. Esto provoca la fosforilacién en los
residuos tirosina presentes en la cola carboxilo-terminal del receptor ( representado como esferas
rojas) que serviran como sitios de anclaje para diferentes proteinas.

Labulo b
Lobula

La estructura de la region extracelular de HER2 es diferente a la de los otros receptores.

HER2 tiene una conformacion abierta fija que mimetiza la estructura “abierta” de los



receptores HER1, 3 y 4 unidos a ligando. Los dominios Il y IV de HER2 no interaccionan
quedando permanentemente expuesto el brazo de dimerizacién del dominio Il (Cho,
Mason et al. 2003; Garrett, McKern et al. 2003). La orientacion del dominio Il de HER2 es
un poco diferente al de los otros receptores HER. La parte carboxilo-terminal del dominio
Il de HER2 presente en la interfaz de dimerizacion del receptor es mas protuberante que
en los otros receptores HER. En un homodimero HER2, estas zonas protuberantes
chocarian entre ellas impidiendo la interaccién entre los brazos de dimerizacion de los
dos receptores. Como consecuencia se romperian las interacciones necesarias para la
dimerizacién, explicando porqué HER2 no suele homodimerizar (Franklin, Carey et al.
2004). Esto no ocurre cuando HER2 dimeriza con otro miembro de la familia, lo que
explica la facilidad de HER2 para formar heterodimeros, ya que HER2 esta
permanentemente posicionado para interaccionar con otros receptores de la familia
unidos a ligando. También se ha visto que entre los dominios de union a ligando | y Ill de
HER2 se establece una interaccion que los hace inaccesibles al ligando. Esto explica
porqué no se han encontrado ligandos de HER2 (Klapper, Glathe et al. 1999) (Figura 2).
Ademas de estas, otras interacciones adicionales receptor-receptor donde intervienen
regiones tanto extracelulares como intracelulares contribuyen a la estabilizacion del
dimero (Qian, O'Rourke et al. 1999; Ferguson, Darling et al. 2000; Penuel, Akita et al.
2002).

Como consecuencia de la dimerizacion de los receptores de la familia HER los dominios
quinasa de tirosina de los dos receptores forman un dimero asimétrico. En este dimero el
I6bulo C del dominio quinasa de un receptor entra en contacto con el I6bulo N del domino
quinasa del segundo receptor presente en el dimero (Zhang, Gureasko et al. 2006). Esta
interaccion activa alostericamente el dominio quinasa del segundo receptor mediante un
cambio conformacional que afecta al bucle de activacién presente en el I6bulo C (Figura
2). Este mecanismo explica porque HER3, que tiene sustituciones en residuos esenciales
del I6bulo N, no puede ser activado, pero puede activar a otro receptor de la familia HER
presente en un heterodimero (Zhang, Gureasko et al. 2006).

Finalmente, la cola carboxilo-terminal del receptor, que se encontraba interaccionando
con el dominio quinasa en una conformacion autoinhibitoria, se libera y se fosforila en

residuos tirosina especificos (Landau, Fleishman et al. 2004) (Figura 2).

VIA CANONICA DE SENALIZACION INTRACELULAR

Los residuos tirosina fosforilados sirven como sitios de anclaje para numerosas proteinas

adaptadoras, que inician vias de transduccion de sefal intracelulares (revisado en
(Olayioye, Neve et al. 2000; Yarden and Sliwkowski 2001; Schlessinger 2004)). Estas



proteinas efectoras se unen mediante sus dominios de homologia a Src-2 (SH2) o de
union a fosfotirosinas (PTB) (Yaffe 2002), mientras que la especificidad del reclutamiento
esta determinada por los aminoacidos que rodean los sitios de autofosforilacion del

receptor (Figura 3).
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Figura 3: Residuos tirosina especificos de cada receptor HER.

Representaciéon esquematica de los principales sitios de autofosforilacion de HER1,
HER2, HER3 y HER4 y de las proteinas que se asocian a estas tirosinas fosforiladas.
Revisado en (Olayioye, Neve et al. 2000; Hynes and Lane 2005). Para simplificar solo
se han representado el dominio transmembrana y citoplasmaético de los receptores HER.
El dominio quinasa de tirosinas esta representado por una caja punteada. Abajo se
indican que vias de sefalizacién son activadas preferencialmente por cada receptor.

La regulacion de las sefiales intracelulares activadas por la familia HER es muy compleja
y participan diversos factores como la identidad del ligando, los receptores presentes en
la célula, la disponibilidad de moléculas intracelulares o los efectores negativos que
apagan la sefal. Una funcion importante de los ligandos es controlar la formacién definida
de dimeros HER mediante la unién selectiva a su receptor especifico, que luego puede
formar a su vez homo o heterodimeros. Los receptores presentes en el dimero
determinaran que tirosinas se fosforilaran y por lo tanto que tipo de moléculas
sefalizadoras van a participar (Olayioye, Graus-Porta et al. 1998; Sweeney, Lai et al.
2000)

Las principales vias de transduccion de sefal activadas por los receptores HER son la
proteina quinasa activada por mitdbgenos (MAPK), la via del fosfatidil-inositol 3-quinasa (
PI3K)-Akt ( revisado en (Olayioye, Neve et al. 2000; Yarden and Sliwkowski 2001;

Schlessinger 2004) y el transductor de senal y activador de proteinas de transcripcion



(STATSs, revisado en (Yu and Jove 2004)) ( Figura 3 y 4). A pesar de la gran redundancia
en las moléculas adaptadoras que son reclutadas hacia los diferentes receptores HER
activos, cada receptor activa preferencialmente ciertas vias de transduccion de sefal.
Ligandos
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Prote inas
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enzimas

Cascadas de
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transcip cién
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Figura 4: Transduccion de senal por la familia HER.

La senalizacion por la familia HER es muy compleja y consta de diferentes etapas. Los
ligandos se unen a los receptores promoviendo su dimerizacion. Para simplificar, se
muestra un solo dimero unido a su ligando representativo de las multiples
combinaciones posibles. Tras la dimerizacion se fosforilan los residuos tirosina de los
receptores que reclutan diferentes proteinas adaptadoras que activan cascadas de
sefializacién, segundos mensajeros y factores de transcripciéon (solo se han
representado algunos de los componentes de las principales vias de sefalizacién). Esto
resulta en una gran variedad de respuestas celulares incluyendo apoptosis, migracion,
crecimiento, adhesion o diferenciacion.

Por ejemplo, HER1 y HER2 activan preferencialmente la via de la MAPK (Dankort,
Jeyabalan et al. 2001; Jorissen, Walker et al. 2003; Marone, Hess et al. 2004) (aunque
HER1 también puede activar las vias de la PI3K-Akt y STAT en determinadas
circunstancias (Lynch, Bell et al. 2004)) y HERS3 activa muy eficientemente la via PI3K-Akt
(revisado en (Olayioye, Neve et al. 2000) (Figura 3).

Las diferentes vias de sefalizacion transportan la sefal al nucleo lo que resulta en
cambios en la actividad de determinados factores de transcripcion que, a su vez, inician
diferentes programas transcripcionales. Se han descrito numerosos factores de
transcripcion regulados por la familia HER: c-jun (Quantin and Breathnach 1988), c-fos, c-
myc (Cutry, Kinniburgh et al. 1989; Neve, Sutterluty et al. 2000), NF-kB (Biswas, Cruz et



al. 2000; Zhou, Hu et al. 2000), Sp1(Alroy, Soussan et al. 1999), la familia Ets (O'Hagan
and Hassell 1998) y los factores de transcripcion Forkhead (Jackson, Kreisberg et al.
2000). Gracias a estos programas transcripcionales, la red de sefializacién de la familia
HER controla una gran variedad de funciones bioldgicas incluyendo proliferacion,
diferenciacién, supervivencia, adhesion y migraciéon (Holbro, Civenni et al. 2003) (Figura
4).

OTRAS VIAS DE TRANSDUCCION DE SENAL: LOS RECEPTORES HER EN EL NUCLEO

A pesar de que la via mas conocida de transduccién de sefal situa a los receptores HER
en la membrana plasmatica y en la via secretora, varios articulos recientes indican que
receptores o fragmentos de receptores HER viajan directamente desde la membrana
plasmatica hacia el nucleo pudiendo constituir un nuevo modo de sefalizacion.

Se ha observado localizacion nuclear en HER1 (Lin, Makino et al. 2001; Marti, Ruchti et
al. 2001), HER2 (Wang, Lien et al. 2004), HER3 (Offterdinger, Schofer et al. 2002) y la
cola citoplasmatica de HER4 (Ni, Murphy et al. 2001) tanto en lineas celulares
establecidas como en distintos tumores primarios de incluyendo los de cancer de mama
(Rakowicz-Szulczynska, Otwiaska et al. 1989; Kamio, Shigematsu et al. 1990; Holt,
Alexander et al. 1994; Lipponen and Eskelinen 1994; Tervahauta, Syrjanen et al. 1994;
Xie and Hung 1994, Srinivasan, Gillett et al. 2000; Lin, Makino et al. 2001; Marti, Ruchti et
al. 2001; Offterdinger, Schofer et al. 2002; Wang, Lien et al. 2004; Lo, Hsu et al. 2005; Lo,
Xia et al. 2005; Psyrri, Yu et al. 2005). Pero también encontramos localizacion nuclear de
estos receptores en un amplio abanico de tejidos no tumorales bajo condiciones
fisiologicas muy diversas (Cao, Lei et al. 1995; Srinivasan, Poulsom et al. 1998;
Srinivasan, Benton et al. 1999; Marti, Ruchti et al. 2001; Offterdinger, Schofer et al. 2002;
Zhang, Ding et al. 2002). Entre ellos, se ha podido detectar HER1 en el nucleo de tejidos
con una alta tasa de division como hepatocitos en proceso de regeneracion (Marti,
Burwen et al. 1991) o embriones de ratén de 10 dias de edad (Lin, Makino et al. 2001).
En el lado opuesto, se ha encontrado HER3 en el nucleolo de células polarizadas y por lo
tanto diferenciadas (Offterdinger, Schofer et al. 2002). A pesar de esto, es importante
destacar que la tincion nuclear detectada en estos casos no es uniforme y ademas es
muy variable entre diferentes muestras y diferentes estudios por lo que todavia no esta

muy claro en que circunstancias se pueden detectar receptores HER en el nucleo celular.



MECANISMO DE TRANSPORTE DE LOS RECEPTORES HER AL NUCLEO

: Transcripcién
SLOLOLILITLG 9

Figura 5: Mecanismos de transporte de los receptores HER al nucleo propuestos.
Los receptores HER1, HER2 y HER3 se han encontrado en su forma entera en el
nucleo de diversas lineas celulares y tejidos. Parece que la internalizacion del receptor
es importante para su posterior trafico al nucleo. Se ha postulado que pueda existir un
mecanismo comun a todos ellos que permita la extraccion del receptor de la membrana
plasmatica a través de un mecanismo desconocido ( izquierda).

HER4 sufre un proceso secuencial de corte proteolitico que libera su dominio
intracelular soluble al citoplasma (derecha). Una vez cerca de la membrana nuclear la
NLS de los receptores podria interaccionar con importinas que mediarian su entrada al
nucleo a través del poro nuclear.

Una vez en el nucleo, se ha demostrado que HER1 y HER2 se pueden unir a
secuencias especificas de DNA y activar la transcripcién de genes diana. También se ha
visto que HER1 y HER4 pueden unirse a factores de transcripcion para co-regular la
transcripcién génica. PS: presenilina; IMP: importina; ?: mecanismo desconocido
responsable de la extraccion de los receptores HER de la membrana.

Hasta la fecha, se sabe muy poco de que factores controlan la entrada o salida de los
receptores HER del nucleo aunque se ha demostrado que el importe nuclear del HER1
puede ser iniciado por irradiacién, heat shock, H,O, , cisplatino (Cao, Lei et al. 1995; Lin,
Makino et al. 2001; Dittmann, Mayer et al. 2005) o estimulacién por ligando (Jans and
Hassan 1998; Lin, Makino et al. 2001). A su vez, se ha visto que HER2 requiere su
actividad quinasa para entrar en el nucleo (Wang, Lien et al. 2004; Giri, Ali-Seyed et al.
2005) ya que inhibidores de la quinasa de tirosinas de HER2 (Levitzki and Gazit 1995) o
mutaciones que bloquean la actividad quinasa de HER2 impiden su localizaciéon nuclear.

En conjunto, estos datos sugieren que es necesaria la activacion de HER1 y HER2 para
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su translocacion al nucleo. Consistentemente con esta hipotesis HER1 y HER2 nucleares
parecen estar en su forma fosforilada en tirosinas (Xie and Hung 1994; Cao, Lei et al.
1995; Lin, Makino et al. 2001; Cordero, Cozzolino et al. 2002; Dittmann, Mayer et al.
2005; Lo, Hsu et al. 2005; Lo, Xia et al. 2005). En cambio, contrariamente a lo que ocurre
con HER1, la adicion de HRG®1 induce la translocacion de HER3 desde el nucleolo al
nucleoplasma y después al citoplasma (Offterdinger, Schofer et al. 2002) (Figura 5).

HER1, HER2 y HER3 estéan en el nucleo en sus formas enteras y de manera no unida a
membrana (Holt, Alexander et al. 1994; Lin, Makino et al. 2001; Wang, Lien et al. 2004;
Giri, Ali-Seyed et al. 2005), lo cual es dificil de comprender dada la naturaleza
transmembrana de estos receptores. Se especula que pueda existir un mecanismo
comun a todos ellos, que permita la extraccion de estos receptores transmembrana de la
bicapa lipidica antes de su paso por el poro nuclear. No obstante este mecanismo aun se
desconoce, lo que ha generado un amplio debate alrededor de la presencia de estos
receptores enteros en el nucleo (Figura 5). En cambio, el caso de HER4 es muy diferente,
ya que como explicaré mas adelante, sufre un corte proteolitico secuencial que resulta en
la liberacién el dominio citoplasmatico de HER4 al citosol, que posteriormente es
transportado al nucleo (Ni, Murphy et al. 2001) (Figura 5).

A pesar de la controversia, en el caso de los receptores enteros se cree que la
internalizacion del receptor de manera dependiente o independiente de ligando puede
servir como un paso inicial para su transito desde la superficie celular hasta el nucleo
(Bryant and Stow 2005). De hecho, bloqueando la internalizaciéon y endocitosis de la
célula, se previenen el importe nuclear de HER1 y HER2 (Bryant and Stow 2005; Giri, Ali-
Seyed et al. 2005). Una vez los receptores se encuentran cerca del nicleo, las sefales
de localizacion nuclear en la regién juxtamembrana de HER1, HER2 y HER4 y en la cola
carboxilo-terminal de HER3 (Offterdinger, Schofer et al. 2002; Wang, Lien et al. 2004;
Williams, Allison et al. 2004; Chen, Chen et al. 2005; Lo, Hsu et al. 2005), podrian ser
importantes para la interaccion del receptor con las importinas ®®, que mediarian la
entrada del receptor al nucleo a través del poro nuclear (Reilly and Maher 2001;
Dittmann, Mayer et al. 2005; Giri, Ali-Seyed et al. 2005; Lo, Xia et al. 2005) (Figura 5). De
hecho, la delecién de la sefal de localizacion nuclear de HER2 impide su unién a la
importina ®1 y su entrada al nucleo. Por otro lado, se conoce muy poco del proceso de
exporte nuclear de estos receptores, aunque la observacion de que tratamientos con
leptomicina B inducen la acumulacion nuclear de los cuatro receptores nos sugiere que
el exporte nuclear puede involucrar la exportina CRM1 (Ni, Murphy et al. 2001;
Offterdinger, Schofer et al. 2002; Dittmann, Mayer et al. 2005; Giri, Ali-Seyed et al. 2005;
Lo, Hsu et al. 2005). A pesar de esto no se han encontrado secuencias de exporte

nuclear en estos receptores.
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FuNCION DE LOS RECEPTORES HER EN EL NUCLEO

Mediante experimentos realizados tanto en levaduras como en mamiferos donde se
utilizaban sistemas transcripcionales reportero con GAL4, se mostré6 hace mas de una
década que el dominio citoplasmatico del homdlogo de HER2 en rata tenia actividad
transactivadora (Xie and Hung 1994). Mas recientemente, usando la misma técnica se
han encontrado dominios transactivadores activos dentro de HER1, HER2 y HER4 (Xie
and Hung 1994; Lin, Makino et al. 2001; Ni, Murphy et al. 2001; Wang, Lien et al. 2004).
Es importante tener en cuenta que mientras las colas carboxilo-terminales de HER1,
HER2 y HER4 (sobre unos 200 residuos) dan positivo en este ensayo, los dominios
citoplasmaticos enteros (unos 600 residuos) que contienen la cola carboxilo-terminal, no
tienen efecto. Esta paradoja sugiere que el dominio quinasa de tirosinas regularia
negativamente la transcripcion mediante alguin mecanismo desconocido (Lin, Makino et
al. 2001) o puede indicar que los receptores sufren procesamientos adicionales aunque
no hay evidencias de que estas colas carboxilo-terminales libres se encuentren en el
nucleo.
Se ha demostrado que HER1 y HER2 nucleares se asocian con secuencias de DNA
especificas ricas en AT (que se han denominado ATRS) y secuencias asociadas a HER2
(HAS), respectivamente (Lin, Makino et al. 2001; Wang, Lien et al. 2004). Hasta la fecha,
los promotores propuestos como dianas del HER1 nuclear son la ciclina D1, iNOS y B-
Myb (Lin, Makino et al. 2001; Lo, Hsu et al. 2005; Hanada, Lo et al. 2006). HER2 nuclear,
por su parte, se une a los promotores de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), PRPK, MMP-16 y
DDX-10 (Wang, Lien et al. 2004; Williams, Allison et al. 2004), mientras que HER4 se une
al promotor de la ®caseina (Williams, Allison et al. 2004). Dado que los receptores HER
no tienen un dominio putativo de union a DNA, se sospecha que estos receptores se
unen primero a factores de uniéon a DNA y después aumentan la transcripcion del gen
diana mediante su actividad transactivadora. Consistentemente se ha encontrado que el
HER1 nuclear interacciona por un lado con STAT3 y co-regula la expresion de iNOS (Lo,
Hsu et al. 2005), pero también puede formar un complejo con la proteina E2F1 y activar
la expresion de B-myb, un regulador positivo de la progresiéon celular del ciclo G1/S
(Hanada, Lo et al. 2006). De la misma manera, HER4 nuclear forma un complejo con
STATb5a y coactiva el promotor del gen de la ®caseina (Williams, Allison et al. 2004). A
pesar de que las dianas transcripcionales identificadas hasta el momento de los
receptores HER nucleares estan muy relacionadas con tumorogénesis, proliferaciéon

tumoral y progresion (Lin, Makino et al. 2001; Wang, Lien et al. 2004; Lo, Hsu et al. 2005;
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Hanada, Lo et al. 2006) aun no se ha establecido el significado biolégico y la relevancia
de la presencia de los receptores HER en el nucleo. Asi pues, estos datos sugieren un
papel de los receptores HER nucleares en el control de la expresion génica aunque no se
descarta que estos receptores nucleares puedan tener otras funciones (revisado en
(Wells and Marti 2002).

FORMAS TRUNCADAS DE LOS RECEPTORES HER

A parte de la forma entera, se han encontrado formas truncadas de los receptores HER
en diferentes lineas celulares, tejidos y tumores. Estas formas truncadas tienen
caracteristicas funcionales propias y se pueden generar mediante diferentes mecanismos

que se discuten a continuacion.

RECEPTOR ENTERO MH, |l e JCOOH

Reorganizacion génica.

EGFRvIII HHg ; 3 :
Transcrito alternativo
HER2 ECD /p95 MH ] | jcooH  Shedding
644 11 45
647 /648
p100 NH=4:| <ooH - Transcrito alternativo
633
HERSTATIN HH ] oZH  Transcrito alternativo
I
340 419

HER4 ECD /HER4 CTFs

Corte proteoliico

ECD MP cIT

Figura 6: Receptores HER truncados.

Esquema mostrando las diferentes formas truncadas que podemos encontrar en los
receptores HER y los mecanismos por el que se generan. El dominio transmembrana se
representa mediante una caja oscura y el dominio quinasa de tirosinas mediante una
caja punteada. NH»: extremo amino-terminal de la proteina; COOH: extremo carboxilo-
terminal de la proteina; ECD: medio extracelular; MP: membrana plasmatica; CIT:
citoplasma.

HER1:

Se ha demostrado que en gliomas HER1 puede sufrir una reorganizacion génica que da

lugar a la variante EGFRUVIII, la cual contiene una delecion que mantiene la pauta de
lectura (Figura 6). Esta delecion elimina los aminoacidos 6 a 273, correspondientes a los
exones 2-7 que codifican para el dominio extracelular del receptor (Humphrey, Wong et
al. 1990; Sugawa, Ekstrand et al. 1990; Wong, Ruppert et al. 1992). La forma truncada
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resultante carece del brazo de dimerizacion del dominio Il, por lo que no puede asumir la
estructura cerrada, y por tanto da lugar a una proteina constitutivamente activa (Batra,
Castelino-Prabhu et al. 1995). De hecho, la expresién de EGFRvIlIl aumenta la
proliferacién, disminuye la apoptosis (Nagane, Coufal et al. 1996) y promueve la
transformacion celular (Connolly, Toutenhoofd et al. 1994; Huang, Nagane et al. 1997;
Moscatello, Holgado-Madruga et al. 1998).

HER2:

Numerosos estudios, entre ellos uno desarrollado en nuestro laboratorio, han demostrado
que el dominio extracelular de HER2 puede ser liberado mediante un corte proteolitico
tipo ®-secretasa (o shedding de ectodominios) en diferentes lineas celulares de cancer de
mama y ovario (Warri, Isola et al. 1996; Christianson, Doherty et al. 1998; Codony-Servat,
Albanell et al. 1999; Molina, Codony-Servat et al. 2001) (Figura 6). Este corte esta
localizado en la region juxtamembrana del dominio extracelular de HERZ2,
mayoritariamente entre los aminoacidos 647 y 648, aunque se ha descrito otro lugar de
corte minoritario entre los aminoacidos 644 y 645 (Yuan, Lasut et al. 2003).
Recientemente, se ha propuesto que la metaloproteasa de transmembrana MT2-MMP
es la responsable del shedding de HER2 (Carey, Dugger et al. 2005). Sin embargo, otro
grupo ha propuesto que otras metaloproteasas de transmembrana, ADAM10 y ADAM15,
también pueden contribuir al shedding de HER2 (Liu, Liu et al. 2006; Liu, Fridman et al.
2006). A diferencia de otros procesos de shedding, el de HER2 es muy lento y poco
eficaz, e incluso en presencia de activadores inespecificos de metaloproteasas, como el
APMA (un compuesto mercuriado), afecta como maximo al 15% del HER2.

Como resultado del shedding de HER2 también se genera un fragmento de HER2
anclado a membrana, que comprende la region transmembrana y el dominio
citoplasmatico. Este fragmento se denomina p95 (ya que su peso es de 95KDa
aproximadamente) (Christianson, Doherty et al. 1998; Codony-Servat, Albanell et al.
1999), esta fosforilado y tiene actividad quinasa constitutiva (Christianson, Doherty et al.
1998; Molina, Codony-Servat et al. 2001), sugiriendo que el dominio extracelular de
HER2 puede suprimir la actividad quinasa de HER2 cuando esta presente en el receptor
intacto. Recientemente se ha propuesto que cuando se estimulan las células con
heregulina, p95 se fosforila y heterodimeriza con HERS3 (Xia, Liu et al. 2004).

Ademas de mediante shedding, el dominio extracelular de HER2 puede generarse a
través de “splicing alternativo”. Inicialmente se describié una variante de mRNA de 2.3
Kpb que genera un fragmento de 100 KDa que se denominé p100 (Figura 6). Este mRNA
contiene la secuencia codificante para los primeros 633 aminoacidos de HER2 que
comprenden casi todo el dominio extracelular de HER2 (subdominios I-IV) (Scott, Robles

et al. 1993). Este transcrito alternativo se ha encontrado sobretodo en las células MKN7 (
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linea de cancer gastrico), pero también se ha detectado en las lineas celulares de cancer
de mama y ovario (Scott, Robles et al. 1993).

Mas recientemente se ha descrito Herstatin, otra proteina soluble truncada de HER2 de
68 KDa que se secreta al medio. Esta forma se sintetiza a partir de un transcrito de 2.6
Kpb (Figura 6). Esta proteina contiene los primeros 340 aminoacidos de HER2 (
subdominios | y Il del dominio extracelular de HER2) fusionados a un unico fragmento de
79 aminoacidos que es codificado por el intron 8 (Doherty, Bond et al. 1999). Herstatin se
expresa en rifion fetal humano y higado. También encontramos un nivel bajo de
expresion de Herstatin en una linea celular de rifidn, y en las lineas de cancer de mamay
ovario con amplificacién de HER2 (Doherty, Bond et al. 1999).

Las dos variantes de splicing que dan lugar al dominio extracelular de HER2 truncado son
secretadas al medio donde se unen a HER2 y actian como inhibidores especificos de
los receptores HER (Maihle, Baron et al. 2002) mediante la interferencia en la
dimerizacion entre receptores y el secuestro de los factores de crecimiento (Doherty,
Bond et al. 1999; Azios, Romero et al. 2001; Lee, Akita et al. 2001; Shamieh, Evans et al.
2004); como resultado se inhibe la sefializacién mediada por ligandos y la proliferacion
celular (Scott, Robles et al. 1993; Azios, Romero et al. 2001; Justman and Clinton 2002;
Jhabvala-Romero, Evans et al. 2003).

HER4:

HER4 sufre un proceso secuencial de corte proteolitico donde intervienen dos proteasas
(Figuras 5 y 6). La primera actividad proteolitica es de tipo shedding, tiene lugar en la
region juxtamembrana de HER4 y es llevada a cabo por TACE ( Tumor necrosis factor-
Alpha Converting Enzime), también llamada ADAM17, una metaloproteasa de
transmembrana (Vecchi and Carpenter 1997; Rio, Buxbaum et al. 2000). El corte de
HER4 por TACE es estimulado por 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA) (Vecchi,
Baulida et al. 1996) o heregulina (Zhou and Carpenter 2000), pero en ausencia de estos
agentes también hay un nivel basal de corte proteolitico (Vecchi and Carpenter 1997).
Como resultado del shedding se libera el dominio extracelular de HER4 (de 120 KDa) al
medio a la vez que se genera un fragmento de 80KDa asociado a membrana, que
contiene los dominios transmembrana y citoplasmatico del receptor (Vecchi, Baulida et al.
1996; Vecchi and Carpenter 1997). La funcién potencial del dominio extracelular no esta
clara, pero el fragmento de 80 KDa tiene actividad quinasa de tirosinas, al menos in vitro
(Vecchi and Carpenter 1997). El fragmento de 80 KDa de HER4 es procesado por una
segunda actividad proteolitica, denominada ®secretasa, que tipicamente corta proteinas
integrales de membrana dentro del dominio transmembrana (Ni, Murphy et al. 2001; Lee,
Jung et al. 2002). Esta actividad libera el dominio citoplasmatico de HER4, que contiene

una senal de localizacion nuclear (Williams, Allison et al. 2004). A continuacién este
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fragmento se transloca al nucleo donde puede regular la transcripcion de la ®caseina y la
actividad pro-apoptotica de HER4 (Ni, Murphy et al. 2001; Ni, Yuan et al. 2003; Vidal,
Naresh et al. 2005).

Los RECEPTORES HER EN CANCER

En muchos tipos diferentes de cancer, los receptores HER, y en particular HER1 y HER2,
estan constitutivamente activados como resultado de la produccion autocrina de ligando,

sobreexpresion del receptor, o mutacién. A continuacién discutiremos la relevancia de

cada uno de los receptores en distintos tipos de cancer.

Raceptor Activacién Cdncer Refarencia
HER1 EGFRwvI Gligma {Ekstrand, Sugawa ot al. 1992)
Mama, ovaric  {Moscatells, Holgade-Madruga et al. 1995)
Sobreexpresidn SCCHM {Rubin Grandis, Malhem et al. 15996)
Mama {Klijn, Bams et al. 1992}
Ovario (Bartlett, Langdon et al. 1996)
Glioma {(Watanabe_ Tachibana et al. 1996)
Loop autocring (TGFa) SCCHN {Rubin Grandis, Melhem at al. 1958)
NSCLC {Rusch, Klimstra et al. 1997 Hsieh, Shepherd et al.
2000}
Pulmdn, colon  {Salomon, Brandt et af. 1995)
Mama {Umekita, Ohi et al. 2000}
Cominie quinasa mutado Pulmidn {Lynch, Bell et al. 2004; Paez, Janne et al. 2004,
Pao, Milier at al. 2004)
HERZ Sobreexpresidn Mama {Slamon, Clark et al. 1987; Ross and Fletchar 1998)
Ovarlo {Slamon, Godolphin et al. 1989)
Estomago {Lemocina, Jain et al. 1991)
YVaejiga {Sauter, Moch et al. 1983
Salival {Stenman, Sandros et al. 1991)
Pulmdn {Tateishi, Ishida et al. 1891)

Dominie citoplasmatico truncado  Mama, ovario  (Chrstianson, Doherty et al. 1998 Molina, Saaz et

al. 2002; Saez, Molina et al. 2006)
Mama

Dominie extracelular truncado {Leitzel, Teramoto et al. 1982, Pupa, Manard et al.

1993)

Tabla I: Expresion de los receptores HER en cancer.

HER1:

Diferentes estudios han demostrado que la sobreexpresion de HER1 da lugar a la
transformacion celular en presencia de niveles apropiados de sus ligandos (ver por
ejemplo, (Di Fiore, Pierce et al. 1987)). Ademas, la sobreexpresiéon de HER1 en el tejido
mamario de ratones transgénicos lleva a la formacion de tumores (Brandt, Eisenbrandt et
al. 2000). Esto sumado a que HER1 se encuentra sobreexpresado en la mayoria de

carcinomas, sugiere que HER1 tiene un papel importante en la tumorogénesis.
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La frecuencia de sobreexpresion de HER1 en carcinomas humanos es generalmente alta,
alcanzando el 100% de los casos en algunos tumores como los de cabeza y cuello (Tabla
I). Consecuentemente con los estudios en células que demuestran que la sobreexpresion
del receptor normal conduce a la transformacion sélo en presencia del ligando (Di Fiore,
Pierce et al. 1987), HER1 habitualmente se co-expresa con alguno de sus ligandos, lo
que conduce a su activacion constitutiva (revisado en (Salomon, Brandt et al. 1995; Rubin
Grandis, Melhem et al. 1998; Hsieh, Shepherd et al. 2000)).

La mutaciéon mas frecuente de HER1 encontrada en cancer es la que conduce a la
generacion de EGFRuvIIlI que, como he comentado anteriormente, se caracteriza por una
delecion del dominio extracelular originada por una reorganizacion génica, dando lugar a
la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa (Wikstrand, Reist et al. 1998).
Esta mutacion se encuentra en el 40% de los gliomas (Wong, Ruppert et al. 1992),
aunque recientemente se ha visto que EGFRuvIIlI también se expresa en otros carcinomas
humanos (Ekstrand, Sugawa et al. 1992; Wong, Ruppert et al. 1992; Garcia de Palazzo,
Adams et al. 1993; Moscatello, Holgado-Madruga et al. 1995) (Tabla 1). La
sobreexpresion de EGFRuvIIl parece ser muy importante para la progresién tumoral, ya
que da lugar a la transformacion de manera independiente de la presencia de ligando
(Nishikawa, Ji et al. 1994; Tang, Gong et al. 2000; Pedersen, Meltorn et al. 2001).

También se han detectado mutaciones puntuales o pequefas delecciones en el dominio
quinasa de HER1, aproximadamente en un 10% de NSCLC (Cancer de pulmén de
células no-pequenas) (Lynch, Bell et al. 2004; Paez, Janne et al. 2004; Pao, Miller et al.
2004). Estas mutaciones son muy frecuentes en pacientes con un subtipo peculiar y poco
comun de cancer de pulmén con caracteristicas clinicas y patolégicas definidas como ser
no fumador o tener adenocarcinoma o carcinoma bronquioalveolar (Tabla I).

El posible significado prondstico de la sobreexpresion o mutacion de HER1 en pacientes
con cancer se ha analizado en muchos estudios. Generalmente, quizas debido a la falta
de homogeneidad en las técnicas usadas para analizar los niveles de HER1 en los
tumores, se han encontrado resultados discordantes en la correlacion entre expresion de
este receptor y la evolucion del paciente. La mayor parte de estudios clinicos apoyan que
HER1 correlaciona con peor prondstico en cancer de mama, pero hay algunos estudios
que solo han encontrado una tendencia o no han encontrado una relacion significativa
entre estos dos parametros (Klijn, Berns et al. 1992). La misma situacion de resultados
contradictorios la encontramos en NSCLC y cancer de colon, con algunos estudios que
muestran correlacion y otros que no (Rutherford, Veale et al. 1992; Rusch, Klimstra et al.
1997; Brabender, Danenberg et al. 2001; Volm, Koomagi et al. 2002; Khorana, Ryan et al.
2003; Kopp, Rothbauer et al. 2003; Resnick, Routhier et al. 2004).
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En resumen, aunque los estudios preclinicos muestran una clara correlacion entre la
sobreactivacion de HER1 y el desarrollo tumoral, no todos los estudios clinicos confirman
esta hipotesis, quiza debido a la heterogeneidad de las técnicas usadas.

HER2:

Como en el caso de HER1, los estudios preclinicos indican que la sobreactivacién de
HER2 conduce al desarrollo de tumores. Por ejemplo, la expresion de HER2 en el epitelio
mamario de ratones transgeénicos da lugar al desarrollo de tumores mamarios después de
un largo tiempo de latencia (Guy, Webster et al. 1992).

La activacion y sefalizacion constitutiva de HER2 en la mayoria de tumores analizados
hasta hoy se debe a su sobreexpresion, normalmente a consecuencia de su amplificacion
geénica, por un mecanismo todavia desconocido. La sobreexpresiéon de HER2 conduce a
la formacion de heterodimeros que contienen HER2. A diferencia de los homodimeros de
la familia HER que bien son inactivos (homodimeros HER3) o tienen bajo poder
sefalizador, los heterodimeros que contienen HER2 son mas estables y su sefializacion

es mas potente y prolongada en el tiempo, potenciando sus repuestas biolégicas como
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Figura 7: Caracteristicas de los heterodimeros que contienen HER2.

Cuando HER2 se sobreexpresa, preferencialmente se forman heterodimeros que
contienen HER2. A diferencia de los homodimeros de la familia HER que o bien son
inactivos (homodimeros HER3) o sefalizan de manera muy débil, los heterodimeros que
contienen HERZ2 tienen caracteristicas que prolongan y aumentan su sefializacion
(recuadro izquierdo) o sus respuestas celulares ( recuadro derecho).

18



proliferacion celular, migracién y invasion (Tzahar, Waterman et al. 1996; Craven,
Lightfoot et al. 2003) (Figura 7). Como resultado, la sobreexpresion de HER2 da lugar a la
transformacion de las células a un fenotipo maligno y acelera la tumorogénesis.

Un 30% de pacientes con tumores de mama sobreexpresan HER2 y dicha
sobreexpresién correlaciona con un mal pronéstico ( mayor riesgo de recaida y muerte)
(Slamon, Clark et al. 1987) (Tabla I). De hecho estos tumores suelen estar poco
diferenciados, y el grado de sobreexpresion de HER2 se asocia con mayor tamafio del
tumor, mayor grado, mayor porcentaje de células en fase S, aneuploidia y pérdida de los
receptores de hormonas esteroides, lo que implica que HER2 confiere una fuerte ventaja
proliferativa a las células tumorales (Ross and Fletcher 1998; Paik and Liu 2000).
También se ha descrito la sobreexpresion de HER2 en otros carcinomas, incluyendo
ovario, gastrico, vejiga entre otros (Slamon, Godolphin et al. 1989; Lemoine, Jain et al.
1991; Sauter, Moch et al. 1993; Yarden and Sliwkowski 2001), pero en estos casos
raramente se encuentra amplificacion génica, y suelen sobreexpresar HER2 en niveles
mas bajos por lo que no existe una correlacion tan clara con un mal prondstico.

En el analisis por western blot de biopsias de pacientes con cancer de mama y ovario, a
parte de la forma total de HER2, un porcién significativa de los pacientes
(aproximadamente un 25%) expresan una forma de menor peso molecular
(aproximadamente de 95 KDa) que contiene el dominio citoplasmatico de HER2
(Christianson, Doherty et al. 1998; Molina, Saez et al. 2002; Saez, Molina et al. 2006), a
la que denominaremos CTFs (Eragmentos Carboxilo-Terminales) y cuya migracién
electroforética coincide parcialmente con la de p95. Ademas el ectodominio de HER2
soluble también se ha encontrado en el suero de pacientes con cancer de mama
avanzado (Leitzel, Teramoto et al. 1992; Pupa, Menard et al. 1993) (Tabla I). Aunque aun
se desconoce cual es el mecanismo responsable de la produccion de estos fragmentos
truncados de HER2 en los tumores, la presencia tanto del dominio extracelular de HER2
como de los CTFs se ha relacionado a evoluciones clinicas desfavorables (Brandt-Rauf
1995; Christianson, Doherty et al. 1998; Baselga 2001; Lipton, Ali et al. 2002; Molina,
Saez et al. 2002; Carney, Neumann et al. 2003; Hudelist, Kostler et al. 2004; Lipton,
Leitzel et al. 2004). Por ejemplo, la presencia de los CTFs de HER2 en los tumores
primarios de pacientes con cancer de mama se asocia con metastasis en los ganglios
linfaticos y peor pronéstico, sugiriendo un papel importante de los CTFs en la

tumorogénesis (Molina, Saez et al. 2002; Saez, Molina et al. 2006).
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HER3:
La frecuencia de sobreexpresion de HER3 en carcinomas humanos se ha revisado
recientemente (Normanno, Bianco et al. 2003). A pesar de esto el posible significado

pronéstico de HERS no esta claro y hay un amplio debate al respecto.

HER4:

El potencial oncogénico y el posible significado clinico de HER4 tampoco esta muy claro.
Hay articulos que muestran una alta expresiéon de HER4 en neoplasias, incluyendo las de
tiroides (Haugen, Akslen et al. 1996), mama (Srinivasan, Gillett et al. 2000), ovario
(Furger, Fiddes et al. 1998), endometrio (Srinivasan, Benton et al. 1999), cancer oral de
células escamosas (Bei, Pompa et al. 2001), meduloblastoma (Gilbertson, Perry et al.
1997), ependimoma (Gilbertson, Bentley et al. 2002) y osteosarcoma (Hughes, Thomas et
al. 2004). Por otro lado, los niveles de HER4 son menores de lo normal en otros tumores,
como algunos de prostata (Lyne, Melhem et al. 1997), rifién (Thomasson, Hedman et al.
2004) y pancreas (Graber, Friess et al. 1999).

En general, los niveles elevados de HER4 se asocian con un fenotipo diferenciado en
células (Peles, Bacus et al. 1992; Sartor, Zhou et al. 2001; Chen, Chen et al. 2005) y en
tumores de pacientes (Peles, Bacus et al. 1992; Bacus, Chin et al. 1996; Knowlden, Gee
et al. 1998; Sartor, Zhou et al. 2001; Chen, Chen et al. 2005) y con un prondstico
favorable (Pawlowski, Revillion et al. 2000; Suo, Risberg et al. 2002; Witton, Reeves et al.
2003). Sin embargo, también se han encontrado resultados contradictorios sugiriendo un
papel oncogénico de HER4 tanto de estudios biolégicos con células (Cohen, Kiener et al.
1996; Tang, Concepcion et al. 1999; Alaoui-Jamali, Song et al. 2003) como clinicos
(Bieche, Onody et al. 2003; Lodge, Anderson et al. 2003).

En resumen, hasta la fecha no se ha establecido una correlacién clara entre niveles de

HER4 y prondstico clinico en estos pacientes.

Los RECEPTORES HER COMO DIANAS TERAPEUTICAS

Dada la clara correlacién entre la sobreactivacion de HER1 y HER2 y la progresion de
diversos canceres humanos, estos receptores HER fueron propuestos como dianas
terapéuticas hace al menos una década (revisado en (Holbro and Hynes 2004)). En la
actualidad hay dos tipos de tratamientos anti-HER que estan dando resultados positivos:
anticuerpos que se unen al dominio extracelular del receptor y pequefias moléculas

inhibidoras de la quinasa de tirosinas.
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A continuacién, me centraré en los compuestos clinicamente mas relevantes en estos

momentos: Herceptin, Iressa y Lapatinib (Figura 8).

IRESSA:

Las mutaciones inactivantes en el dominio quinasa de HER1 bloquean su actividad

biolégica (Honegger, Szapary et al. 1987). Por tanto, parece légico desarrollar inhibidores

de la quinasa de tirosinas para el tratamiento del cancer (Traxler 2003).

HERCEPTIN:

Anticuermpo humanizade dinjido al ectodominic de HERZ.

Disminuye los niveles de HER2 en la membrana plasmatica.

Previene el shedding de HERZ2 por metaloproteasas.

Inhibe las vias de senalizacion reguladas por HER2.

Induce la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Es citostatico: Causa aresto en G1 y disminuye la proliferacién celular.

Es anti-angiogénico: Reduce los niveles de factores angiogénicos como el
VEGF.

Aprobado para el tratamie mto de pacientes con cancer de mama
metastatico en 1998. Una gran parte de las pacientes son o se vuelven
resistentes al tratamiento.

GEFITINIB, LAPATINIB:
Compuestos no-peptidicos de bajo peso molecular.

Compite con el ATP por la unién al dominio gquinasa de tiosinas,
blogueando la actividad quinasa del receptor.

Inhibicion de las vias de sefalizacion requladas por el receptor.
Inhiicion de la proliferacion celular.

Gefitinib fue aprobado para el tmtamiento de NSCLC en Japdny USA
en 2003.

Lapatinib esta en ensayos clinicos fase Ill en pacientes con cancer de
mama.

Figura 8: Caracteristicas de las drogas terapéuticas dirigidas a la familia HER.

Izquierda: estructura tridimensional de un homodimero HER2. En gris estructura
tridimensional del anticuerpo Herceptin unido al ectodominio de HER2. En rojo esquema

representando la molécula Lapatinib unida al dominio quinasa de HER2. A la derecha

caracteristicas principales de cada uno de los compuestos.

Leivitzki y sus colaboradores hicieron algunos de los experimentos pioneros en el disefio

de ciertos inhibidores de la quinasa de tirosinas denominados tirfostinas (Gazit, Yaish et

al. 1989). La optimizaciéon de varias estructuras no peptidicas entre ellas las 4-

anilinoquinazolonas dieron lugar a una prometedora lista de inhibidores que bloqueaban

la actividad quinasa de HER1. Entre numerosos compuestos candidatos que se

sintetizaron y caracterizaron, Iressa se identific6 como una posible droga clinicamente

efectiva (Ward, Cook et al. 1994; Barker, Gibson et al. 2001). Iressa® ( también conocido

como Gefitinib, ZD1839) se puede suministrar oralmente e inhibe selectivamente la

quinasa de HER1 (Wakeling, Guy et al. 2002) mediante la competicion con el ATP por su
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sitio de unién, bloqueando asi la sefializacidén originada desde los propios receptores.
Iressa inhibe la actividad de HER1 con una ICsy de 0.02 yM y necesita una dosis al
menos 200 veces superior para inhibir HER2 (3.7 uM; (Wakeling, Barker et al. 1996)).
Iressa inhibe la proliferacion de lineas celulares que sobreexpresan HER1 de diversos
origenes entre ellos ovario, mama, célon, NSCLC y cancer de cabeza y cuello. Ademas,
se ha visto actividad antitumoral dosis-dependiente en ratones atimicos donde se han
xeno-transplantado estas lineas celulares (Ciardiello, Caputo et al. 2000). Otros procesos
ligados a la progresion tumoral mediante los receptores HER como la angiogénesis, son
también eficientemente bloqueados con el tratamiento con Iressa en células que
sobreexpresan HER1(Hirata, Ogawa et al. 2002).

Teniendo en cuenta estas evidencias preclinicas, en el 2003 se aprobd el uso de Iressa
en Japon y Estados Unidos para el tratamiento de carcinoma de pulmdn no microcitico
(Cohen, Williams et al. 2003). Desafortunadamente, a pesar de la expectacion inicial se
ha comprobado que la terapia anti- HER1 sélo es efectiva en ciertos pacientes. Por el
momento, no se puede predecir que pacientes responderan a Iressa por que no existe
una correlacién clara entre los niveles de expresion de HER1 y el grado de respuesta a la
droga. A pesar de esto, estudios muy recientes han arrojado luz sobre este punto. Se ha
descrito la correlacidn entre mutaciones somaticas en el dominio quinasa de HER1 y la
respuesta clinica a dicho compuesto (Herbst, Fukuoka et al. 2004; Lynch, Bell et al. 2004;
Paez, Janne et al. 2004; Pao, Miller et al. 2004). A pesar de esto hay que resaltar que
algunos de los pacientes que responden no tienen estas mutaciones en el dominio
quinasa. Por lo tanto, a pesar de que esta observacion es muy interesante, el significado
clinico del HER1 silvestre frente la versién mutada de HER1 para la respuesta a los
inhibidores de la quinasa de tirosinas necesita mayor estudio y se discute en detalle en
una revision reciente (Herbst, Fukuoka et al. 2004). Por otro lado, estos resultados
contradictorios con Iressa dejan entrever la importancia general de mas estudios sobre
las drogas dirigidas a la familia HER, con el objetivo principal de encontrar esos pacientes

que se pueden beneficiar de una terapia determinada.

LAPATINIB:

Lapatinib ( también llamado GW572016) (Rusnak, Lackey et al. 2001) es otro inhibidor de
bajo peso molecular de la familia de las 4-anilinoquinazolonas. Lapatinib ha demostrado
ser un inhibidor dual reversible potente y selectivo de las quinasas de HER1 y HER2
(Figura 8). Este compuesto inhibe el crecimiento tanto de células como de xendgrafos
que sobreexpresan HER1 y/o HER2 y en la actualidad esta siendo evaluado en diferentes

ensayos clinicos.
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HERCEPTIN:

Ullrich y sus colaboradores (Hudziak, Lewis et al. 1989) aislaron por primera vez un
anticuerpo dirigido contra el ectodominio de HER2 que bloquea su activacion, el MAb
4D5. Su variante humanizada se conoce como Herceptin (Trastuzumab®) (Carter, Presta
et al. 1992) (Figura 8). Gracias a la co-cristalizacién del dominio extracelular de HER2
unido a Herceptin, se ha determinado que esta interaccion con HER2 se produce en la
region juxtamembrana de HER2 (Cho, Mason et al. 2003).

El efecto antitumoral de Herceptin aun esta en estudio y se cree que se debe a varios
mecanismos independientes (Baselga, Albanell et al. 2001) (Figura 8). Por un lado
produce un efecto citostatico en células o xenografos que sobreexpresan HER2 mediante
la downregulacion del receptor que lleva a un arresto de las células en G1 y la inhibicién
de la proliferacion celular. Y por otro lado tiene un efecto citotdxico que facilita la reaccién
inmune aumentando la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo mediada por el
receptor FC® ADCC).

Herceptin, se aprobé por la Food and Drug Aministration (FDA) en 1998 para el
tratamiento de cancer metastatico con sobreexpresion de HER2 ya sea por amplificacion
génica detectada por FISH o por sobreexpresion de la proteina detectada por IHQ (3+).
Este subgrupo de pacientes se seleccioné en base a los resultados de ensayos
preclinicos que demostraban que Herceptin tenia actividad antitumoral sélo en células
de cancer de mama con sobreexpresion HER2, pero no en aquellas células con bajos
niveles del receptor (Hudziak, Lewis et al. 1989; Sliwkowski, Lofgren et al. 1999). Como
era de esperar, Herceptin no produce ningun beneficio en pacientes de cancer de mama
HER2 negativos o con niveles normales de expresion del receptor. Esto sugiere que para
el funcionamiento de Herceptin es critico la densidad o cantidad de receptores HER2. De
manera similar Herceptin no tienen efecto en otros tumores que no sean mamarios, a
pesar de que estos expresen cantidades moderadamente elevadas de HER2.

Uno de los principales problemas del tratamiento con Herceptin es el alto indice de
resistencia observado. Aproximadamente un 70% de los pacientes tratados con
Herceptin, son o se vuelven resistentes a este farmaco. Aunque se estan llevando a cabo
numerosos estudios para determinar el mecanismo involucrado en la resistencia a este
tratamiento, aln no se conoce la causa exacta que lo produce ( revisado recientemente
en (Nahta, Yu et al. 2006)). Estos datos sugieren que la sobreexpresion de HER2 no es el
unico parametro a considerar antes de decidirse por esta aproximacién terapéutica. Por lo
gue un mayor analisis de la actividad de HER2 en estos tumores podria aumentar la

efectividad de la droga.
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CONCLUSIONES

Aunque los receptores HER parecen ser muy importantes para el desarrollo del cancer y
son dianas terapéuticas contra las que se han disefiado gran cantidad de drogas, aun hay
muchos aspectos de su biologia que no se entienden. Una continua busqueda para
profundizar en el mecanismo involucrado en la sefalizacion fisiolégica de los receptores
HER, asi como el papel de estos receptores durante la progresion tumoral, mejorara con
toda probabilidad la eficacia de las drogas actualmente disponibles o todavia en
desarrollo y finalmente podra permitir a los clinicos escoger la mejor terapia para cada

paciente.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO







Diversas lineas de evidencia muestran que los receptores quinasa de tirosinas HER
tienen un papel importante en la progresién tumoral. Por ejemplo, la expresion de HER1 y
HER2 esta alterada en diversos tumores de origen epitelial, entre ellos el cancer de
mama. Consecuentemente, HER1 y HER2 estan siendo exhaustivamente estudiados,
tanto desde el punto de vista de la biologia del cancer como desde el punto de vista
terapéutico. De hecho, en la actualidad, distintos farmacos dirigidos contra estos
receptores estan siendo usados en la clinica. Los objetivos de esta tesis se centran por
un lado en estudiar los mecanismos de accién de estos farmacos, lo que ayudara a
identificar el grupo de pacientes con mas probabilidades de beneficiarse de estos
tratamientos. Por otro lado, profundizaremos en algunos aspectos de la biologia de estos
receptores relevantes para su papel en la progresién tumoral.

Asi pues, los objetivos concretos que planteamos en esta tesis son:

1. Estudiar el mecanismo de accion de Iressa, un inhibidor de la quinasa de
tirosinas de HER1:

1.1. Estudiar el espectro de actividad de Iressa en un panel de lineas de cancer de
mama que expresan diferentes niveles de HER1 y HER2.

1.2. Caracterizar los efectos de Iressa sobre las vias de transduccion de sefiales
reguladas por la familia HER.

1.3. Analizar el efecto de Iressa sobre la dimerizacion de los receptores de la familia
HER.

2. Profundizar en la biologia de los CTFs (fragmentos carboxilo-terminales de

HER2):

2.1. Caracterizar el mecanismo responsable de la generacién de los CTFs.

2.2, Caracterizar bioquimicamente y estudiar la localizacion subcelular de dichos
CTFs, tanto en lineas celulares como en tumores de pacientes con cancer de
mama.

2.3. Analizar el posible papel de los CTFs en la tumorogénesis.

2.4. Estudiar el efecto de la expresion de los CTFs sobre la actividad antitumoral de

Herceptin y Lapatinib.
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RESULTADOS







Articulo 1.

“Iressa, a Specific Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) Tyrosine
Kinase Inhibitor, Induces the Formation of Inactive EGFR/HER2 and
EGFR/HER3 Heterodimers and Prevents Heregulin Signaling in HER2-

overexpressing Breast Cancer Cells.”

Judit Anido, Pablo Matar, Joan Albanell, Marta Guzman, Federico Rojo, Joaquin Arribas,
Steve Averbuch and Josep Baselga.
Clinical Cancer Research. 2003 Apr; Vol.9, No.4, pp.1274-83.

Dos de los miembros de la familia HER, HER1 y HER2, se encuentran frecuentemente
sobrexpresados y/o mutados en el cancer de mama y se asocian con mal pronéstico.
Iressa es un compuesto sintético de bajo peso molecular recientemente desarrollado para
inhibir especificamente la quinasa de tirosinas de HER1.

Para explorar el espectro de actividad y caracterizar su potencial terapéutico,
investigamos los efectos del Iressa sobre un panel de lineas celulares humanas de
cancer de mama, seleccionadas en base a sus niveles de expresion de HER1 y HER2.
Como era predecible, nuestros hallazgos mostraron que Iressa inhibe el crecimiento de
células con niveles elevados de expresion de HER1. Sin embargo, sorprendentemente,
observamos que Iressa también inhibe el crecimiento de células, como las BT-474, que
tienen bajos niveles de HER1 pero que sobreexpresan HER2. Ademas en esta linea
celular, Iressa inhibe la activacion de las vias de transduccion de seial activadas por el
EGF (un ligando que se une al EGFR) o la heregulina (un ligando que se une a HER3 y
HER4 pero no a HER1 y HER2).

Los datos incluidos en este articulo muestran que Iressa bloquea esta activacion
mediante un mecanismo doble. Por un lado, Iressa inhibe directamente la quinasa de
tirosinas de HER1; por otro, impide la formacién de heterodimeros HER2/HER3 mediante
el secuestro de los receptores HER2 y HER3 en heterodimeros inactivos HER1/HER2 y
HER1/HERS3.

Conjuntamente, estos hallazgos desvelan un nuevo mecanismo de accion de los
inhibidores de la quinasa de HER1 y sugieren que Iressa podria tener utilidad terapéutica
para el cancer de mama no solo en pacientes que presentan niveles elevados de HER1

sino también en pacientes cuyos tumores sobreexpresen HER2.
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Articulo 2.

“Biosynthesis of tumorigenic HER2 C-terminal fragments by alternative

initiation of translation.”

Judit Anido, Maurizio Scaltriti, Joan Josep Bech Serra, Belén Santiago Josefat, Federico
Rojo Todo, José Baselga, and Joaquin Arribas
EMBOQ Journal. 2006 Jul; Vol.25, No.13, pp.3234-3244

Los niveles de HER2 son elevados en un 30% de pacientes con cancer de mama; donde
se correlaciona con un mal prondstico.

Recientemente en nuestro laboratorio hemos demostrado que, ademas de la forma
completa del receptor, en el 25% de muestras de cancer de mama analizadas se detecta
una forma truncada de HER2 que hemos denominado CTFs (Carboxy-Terminal
Fragments, Fragmentos Caborxilo-Terminales) (Figura 9). De acuerdo a su movilidad
electroforética, los CTFs, podrian comprender el dominio citoplasmatico de HER2
incluyendo, naturalmente, su dominio tirosina quinasa. Recientemente se ha demostrado
que los CTFs correlacionan con metastasis en los ganglios linfaticos y peor pronéstico,
sugiriendo que los CTFs tienen un papel importante en la tumorogénesis (Molina, Saez et
al. 2002; Saez, Molina et al. 2006). Dado que el mecanismo de generacion de estos CTFs
y su posible papel en cancer no se conocia, nuestro objetivo fue caracterizar la biologia
de los CTFs.

- - Expresion de HERZ entero % CTFs positivos
HER® - - H Negative { 28 %) 21

Bajo { 24%) 195
Moderado | 25%) K. ]
CTFs - . . - Sobreexpresion | 22%) £0.0
—
Paciente # var ved Ve VIZALVIETT VI VIST Vi BO) BOE BRL BIL BM
HER2 Figura 9: Expresién de HER2 entero y CTFs
' .‘ -aonglh - - == @@  cn tumores primarios de cancer de mama.
Arriba: Western blot de lisados de tumores
CTFs. - T - primar_ios de pacientes con cancer de mama con
el anticuerpo CB11 ( dirijido contra el dominio
Paciente # m1 M2 P19 P2 P2 M OFET PSR PSP PED A2 citoplasmatico de HER2)' Abajo: Tabla

mostrando la frecuencia de expresion de HER2
entero y CTFs en tumores primarios de cancer
de mama. Figura extraida de (Molina, Saez et al.
2002).

En este articulo demostramos que los CTFs se generan mediante inicio alternativo de la
traduccion a partir de las metioninas 611 y 687 de HER2. Dichas metioninas estan

situadas justo delante y detras del dominio transmembrana, respectivamente. Los CTFs
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estan fosforilados y tienen actividad quinasa in vitro. Se localizan en el citoplasma y
nucleo de las células que los expresan, tanto en cultivos celulares como en muestras de
pacientes con cancer de mama. Finalmente, mostramos que la inyeccion subcutanea de
células que sobreexpresan los CTFs en ratones atimicos da lugar a tumores que son
resistentes al tratamiento con Herceptin, pero que responden a inhibidores de la quinasa
de tirosinas de HERZ2.

Dado que un 60% de los pacientes con cancer de mama que sobreexpresan HER2
(candidatos al tratamiento con Herceptin) sobreexpresan también los CTFs, nuestros
resultados sugieren que la sobreexpresién de los CTFs en estos pacientes pueda tener

un papel en la resistencia que se desarrolla al tratamiento con Herceptin.
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Supplementary data.

CTFs _

Fig. 1. Analysis of CTFs expressed in diferent permanently transfected cell lines
and tumor samples. A, To compare the electrophoretic migration of the CTFs
expressed by the permanently transfected cells shown in Fig. 1B, we analyzed by
Western blotting 150, 10, 40 and150 ug of total proteins from cell lysates from parental
CHO cells (C) or the stable transfectants 1, 6 and 12, respectively. B, Protein levels of
lysates from tumor samples and permanently transfected cells expressing CTFs were
quantified. 25ug of total protein were analyzed by western blot with CB11 antibodies or,
as a loading control, with anti-a tubulin.
Table I. Samples from tumors and permanently transfected cells expressing CTFs were
analyzed as in Fig.2, scanned, quantified and normalized. Results are the average + S.
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Supplementary data. Fig. 1

Fig. 2. Northern blot analysis of
in vitro transcribed and
translated HER2 cDNA. Empty
pcDNA 3. 1 vector (C) or the same
plasmid containing the cDNA
encoding HER2 were transcribed
and translated in vitro and
analyzed by Northern blotting with
a probe specific for the
extracellular domain of HER2,

Supplementary data. Fig. 2
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Table |

Cell line
CHO #1
CHO #10
T47D #10
MCF7 #2.3

Tumor sample |

|
62
74

CTFs
(arbitrary units £
wq total pratainy

20+0.4
22405
26403
15403

1.3+0.5
28+0.8
16+0.5



Fig. 3. Analysis of HER2 gene
content and subcellular
localization in tumors samples.
Preparations from the indicated
tumors were analyzed by
fluorescent in situ hybridization with
probes against HER2 (A) or
analyzed by immunfluorescence
with the CBE1 antibody against the
extracellular (ECD) domain or the
CB11 antibody against the
intracellular (ICD) domain of HER?2,
as described under materials and
methods (B).

Supplementary data. Fig. 3
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DISCUSION







Durante la ultima década se han desarrollado nuevos compuestos anticancerosos
dirigidos contra HER1 y HER2 (Baselga 2002). Iressa, un inhibidor selectivo de la quinasa
de tirosinas de HER1 y Herceptin, un anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio
extracelular de HER2 son dos ejemplos de drogas que actualmente se estan usando en
la clinica. Desafortunadamente, el éxito terapéutico de estos compuestos no esta siendo
tan alto como se esperaba. Este fracaso puede ser atribuido en parte al desconocimiento
que aun se tiene tanto del papel de los receptores HER en los procesos tumorales como
del mecanismo de accion de los farmacos usados. Con este trabajo hemos intentado
profundizar un poco mas en estos aspectos con el fin de entender que aspectos
moleculares son importantes para limitar la eficacia terapéutica tanto de Iressa como de

Herceptin.

IRESSA Y HER1

IRESSA NO SOLO ES EFECTIVO EN LINEAS CELULARES CON SOBREEXPRESION DE HER1

Hemos demostrado que como se espera, Iressa inhibe el crecimiento de células con altos
niveles de expresion de HER1. Curiosamente, Iressa es igualmente potente inhibiendo
células con altos niveles de HER2 pero bajos niveles de HER1 (BT474 y SK-BR-3),
confirmando los resultados publicados por otros grupos en células de cancer de mama y
ovario (Moasser, Basso et al. 2001; Moulder, Yakes et al. 2001; Normanno, Campiglio et
al. 2002; Campiglio, Locatelli et al. 2004). Mas recientemente, y de acuerdo con nuestros
resultados, se ha demostrado que la transfeccién estable de HER2 pero no de HER1 en
una linea celular de NSCLC con bajos niveles de HER1 y HER2 aumenta la sensibilidad
de estas células al efecto anti-tumoral de Iressa (Ono, Hirata et al. 2004; Hirata, Hosoi et
al. 2005). En conjunto, estos datos indican que la eficacia de Iressa no siempre se
correlaciona con los niveles de HER1 celulares y que paraddjicamente a pesar de la
especificidad del inhibidor, la presencia de HER2 es determinante para el efecto anti-
tumoral de Iressa.

Se podria pensar que estos resultados son debidos a una inhibicion directa de HER2 por
Iressa. Hemos visto que la concentracion de Iressa necesaria para inhibir la fosforilacion
de HER2 vy la proliferacion en las lineas celulares con altos niveles de HER2 a un 50% es
de 0,5-2 uyM aproximadamente. Dado que la ICsq de Iressa sobre la actividad quinasa de
tirosinas de HER2 es de 3,7 uM (Wakeling, Barker et al. 1996), cabria la posibilidad de
que esta inhibicidon se deba a un efecto directo de Iressa sobre el receptor HER2. No

obstante es importante tener en cuenta que estas constantes de inhibicion de
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Iressa sobre los receptores HER se han obtenido in vitro mediante ensayos kinasa y
puede que no se correspondan con las ICsy que se dan en células intactas. De hecho, en
experimentos con células intactas que expresan HER2 pero que no expresan HER1,
nosotros y otros grupos hemos demostrado que incluso concentraciones superiores a
5uM de Iressa no afectan a la activacion HER2 ni a las vias de sefializacion controladas
por el receptor (Moulder, Yakes et al. 2001; Normanno, Campiglio et al. 2002; Campiglio,
Locatelli et al. 2004). Por lo tanto, estos datos descartan un efecto directo de Iressa sobre
HER2 a las concentraciones usadas en nuestros experimentos. En conjunto, estas
observaciones sugieren que el efecto de Iressa en las células que sobreexpresan HER2
es mediada por HER1. Esto sumado al inesperado hallazgo de que Iressa inhibe la
fosforilacion de HER2 y de las vias de sefializacion activadas por heregulina, un ligando
que se une a HER3 y HER4 pero no a HER1, nos llevé a explorar mas profundamente los

efectos de Iressa sobre la dimerizacion de receptores.

MECANISMO DE ACCION DE IRESSA

Ya se habia demostrado anteriormente que inhibidores menos especificos de la quinasa
de tirosinas del HER1 que también pertenecen a la familia de las quinazolinas como el
AG1478 y el AG1517 pueden inducir la formacién de homodimeros HER1/HER1 asi
como heterodimeros HER1/HER2 inactivos (Arteaga, Ramsey et al. 1997). Mas
recientemente se ha visto que Iressa induce la formacién de homodimeros inactivos
HER1/HER1 e interfiere en la sefializacion de los dimeros HER2/HER3 (Moulder, Yakes
et al. 2001). Finalmente, en nuestros estudios hemos observado que el tratamiento con
Iressa da lugar a la formacién no sélo de heterodimeros inactivos HER1/HER2, sino
también a la formacién de heterodimeros inactivos HER1/HER3. Nuestros resultados
demuestran que tanto HER2 como HER3 son secuestrados directamente por el HER1 en
heterodimeros inactivos HER1/HER2 y HER1/HERS3. Este doble secuestro por HER1 en
presencia de Iressa puede explicar la eficiente inhibicién de la formacién de
heterodimeros HER2/HER3 activos y de la sefializacion transduccional en condiciones
basales o de estimulacion con heregulina cuando tratamos con la droga. En resumen,
Iressa tiene un mecanismo de accion doble y complementario sobre los receptores de la
familia HER: la inhibicién directa de la actividad quinasa de tirosinas del HER1 por un
lado, y el secuestro de HER2 y HER3 en dimeros inactivos HER1/HER1 (Moulder, Yakes
et al. 2001), HER1/HER2 y HER1/HERS3 por el otro (Figura 10). Estos datos han sido
confirmados recientemente en células de NSCLC transfectadas con HER2, donde el
tratamiento con Iressa disminuye el nimero de dimeros HER2/HER3 en condiciones

basales (Hirata, Hosoi et al. 2005), demostrando que este efecto de Iressa no es
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A. SENALIZACION POR EGF B. SENALIZACION POR HEREGULINA
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Figura 10: Modelo hipotético mostrando el efecto de ZD1839 en la senalizacion
mediante EGF y heregulina.

A. El tratamiento con EGF resulta en la formacién de dimeros fosforilados que contienen
EGFR, y este efecto se previene mediante el pretratamiento con ZD1839. B, El
tratamiento con ZD1839 anula completamente la formacién de heterodimeros
fosforilados HER2/HER3 inducidos por heregulina mediante el secuestro de HER2 y
HER3 en heterodimeros inactivos (no fosfoforilados) EGFR/HER2 y EGFR/HERS.
E=EGF, H= heregulina

dependiente de la linea celular.

En los complejos inactivos los receptores HER1, HER2 y HERS3 se encuentran en sus
formas no fosforiladas, que en el caso de HER3 bloquea su unién a p85a, la subunidad
reguladora de la PI3K (Hirata, Hosoi et al. 2005), lo que explicaria la inhibicion de la
sefalizacién por Ras-Raf-Mapk, PI3K-Akt y STAT3 observada en ambos trabajos con el
tratamiento con Iressa.

Las células de NSCLC usadas en el trabajo de Hirata et al. (Hirata, Hosoi et al. 2005)
tienen bajos niveles de HER1 y HER2 pero niveles elevados de HER3. La sobreexpresion
de HER2 en estas células, aumenta su sensibilidad a Iressa en comparacion con las
células parentales y estimula la sefalizacion por Akt, seguramente mediante la formacién

de nuevos heterodimeros HER2/HER3. De todas las combinaciones entre los receptores
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HER, los dimeros HER2/HER3 son los mas potentes y su sefalizacion regula la
supervivencia y la muerte celular (Citri, Skaria et al. 2003). Como lIressa inhibe la
formacién de heterodimeros activos HER2/HER3 bloqueando asi la sefalizaciéon por
HERZ2 y HERS3, se espera entonces que estas células respondan de manera mas sensible
al tratamiento con Iressa. Consistentemente, en un estudio de Moasser y colaboradores.
(Moasser, Basso et al. 2001), se muestra que todas las lineas celulares que respondieron
a Iressa excepto una expresaban HER3.

En conjunto, estos datos sugieren que para evaluar la respuesta a Iressa es importante
evaluar la presencia de otros miembros de la familia como HER2 y HERS.

El efecto de Iressa sobre la dimerizaciéon parece ser comun a los inhibidores de la
quinasa de tirosinas de la familia HER pertenecientes a la familia de las quinazolinas. Sin
embargo, otros inhibidores de la quinasa de tirosinas de HER1 que pertenecen a otras
clases de compuestos quimicos como por ejemplo las dianilinophthalimides no parecen
influir en la dimerizacion de los receptores HER (Arteaga, Ramsey et al. 1997; Lichtner,
Menrad et al. 2001). La razoén por la cual las quinazolinas aumentan la capacidad de
formar dimeros inactivos es desconocida, aunque hay evidencias que indican que
podrian dar lugar a un cambio conformacional en el receptor. Por ejemplo, la estructura
tridimensional de HER1 unido a erlotinib muestra que la presencia del inhibidor promueve
el acercamiento de los dos I6bulos que forman el dominio quinasa de HER1 (Stamos,
Sliwkowski et al. 2002) y se ha visto que PD152025 promueve un cambio en la afinidad
de HER1 por el EGF formando complejos inactivos ligando-receptor (Lichtner, Menrad et
al. 2001). En conjunto, estos datos claramente sugieren que los inhibidores de la quinasa
de tirosinas de la familia de las quinazolinas promueven cambios conformacionales que

podrian dar lugar a la aparicion de dominios involucrados en el proceso de dimerizacién.

RESPUESTAS CLINICAS A IRESSA

La reciente demostracion de que un grupo de pacientes con NSCLC responden al
tratamiento con los inhibidores de la quinasa de tirosinas de HER1 Iressa y erlotinib ha
abierto nuevas vias de investigacion (Lynch, Bell et al. 2004; Paez, Janne et al. 2004;
Pao, Miller et al. 2004). Las respuestas son mas frecuentes en mujeres no fumadoras,
con adenocarcinomas y de etnia japonesa (Fukuoka, Yano et al. 2003). Estos pacientes
tienen tumores con mutaciones somaticas en el dominio quinasa de HER1 de manera
mas frecuente que en otros pacientes. Estas mutaciones se encuentran en la region de
union a ATP del dominio quinasa de tirosinas. Las mutaciones encontradas en HER1

incluyen inserciones y deleciones que mantienen la pauta de lectura y mutaciones de
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cambio de coddén. Recientemente se ha demostrado que estas mutaciones desestabilizan
la conformacion inactiva del dominio quinasa de HER1 que ahora se encontrara en un
estado activo de manera constitutiva (ver Figura 2) (Zhang, Gureasko et al. 2006). Esto
explicaria por que las formas mutantes de HER1 dan lugar a una activacion mas potente
y prolongada del receptor en comparacion de lo visto en células transfectadas con el
receptor normal (Lynch, Bell et al. 2004). Dado que Iressa se une al estado activo del
dominio quinasa de HER1, estas formas mutantes se convertirian en dianas constitutivas
de la droga explicando la necesidad de concentraciones mas bajas de Iressa para inhibir
el receptor (Lynch, Bell et al. 2004; Paez, Janne et al. 2004). En conjunto los datos
publicados hasta la fecha indican que estas células se vuelven “adictas” o dependientes
al HER1 mutado, que a su vez es mas sensible al tratamiento con Iressa, explicando la
alta efectividad del tratamiento con Iressa en pacientes que tienen estas mutaciones.

A pesar de esto hay que decir que algunos de los pacientes que respondieron no tenian
mutaciones en el dominio quinasa de HER1 y algunos pacientes con la versién mutante
de HER1 no respondieron a la terapia. Estos casos podrian ser explicados por un estudio
que demuestra que la presencia de amplificacion génica de HER2 aumenta la
sensibilidad al tratamiento con Iressa en pacientes de NSCLC con sobreactivacion de
HER1 (ya sea por sobreexpresion, amplificacién génica o mutaciones en el dominio
quinasa) (Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005). Dentro de este estudio es
particularmente interesante que de los siete pacientes encontrados con mutaciones en
HER1 pero sin amplificacion de HER2 solo uno respondié al tratamiento con lIressa,
apoyando la teoria de que HER2 aumenta la sensibilidad a Iressa en pacientes positivos
para HER1. Estos resultados en pacientes confirman nuestros datos que demuestran que
Iressa tiene un efecto antitumoral en células con altos niveles de HER2. De todos modos,
como hemos visto en experimentos con células intactas, es necesaria la presencia de
HER1 para el efecto antitumoral de Iressa, ya que los pacientes de NSCLC que tienen
amplificacion de HER2 pero no tienen HER1, no responden a Iressa (Cappuzzo, Varella-
Garcia et al. 2005).

En NSCLC, la amplificacién génica de HER2 se encuentra mas frecuentemente en
mujeres no fumadoras, que a su vez son el grupo de pacientes que mas frecuentemente
tienen mutaciones en HER1 y que mejor responden a Iressa (Lynch, Bell et al. 2004;
Miller, Kris et al. 2004; Paez, Janne et al. 2004; Pao, Miller et al. 2004; Cappuzzo, Hirsch
et al. 2005; Shigematsu, Lin et al. 2005), pudiendo explicar en parte la alta sensibilidad de
este grupo al tratamiento con Iressa .

En resumen, estos estudios apoyan el uso Iressa no solo en pacientes que
sobreexpresan HER1 sino también en pacientes que sobreexpresan HER2,

seleccionados mediante FISH (Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005). También apoyan
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el racional para explorar el uso de Iressa o otros inhibidores de la quinasa de tirosinas en
combinacion con anticuerpos anti-HER2 que tienen mecanismos de accion diferentes a
los inhibidores de quinasas de tirosinas y que por lo tanto se pueden complementar. En
cancer de mama, actualmente se estan llevando a cabo ensayos clinicos combinando
Iressa y Herceptin ( un anticuerpo dirigido al ectodominio de HER2) (Moulder and Arteaga
2003), apoyados por evidencias preclinicas de los potentes efectos antitumorales de esta
combinacion (Normanno, Campiglio et al. 2002).

Por otro lado, el hallazgo de que Iressa, un inhibidor especifico in vitro de la tirosin
quinasa del HER1, puede inhibir indirectamente la actividad de otros receptores de la
familia HER en células intactas nos plantea otra cuestién. Ademas de Iressa, hay otros
inhibidores de la quinasa de tirosinas del HER1 que se encuentran actualmente en
desarrollo clinico. Algunos de estos agentes, como Lapatinib, un inhibidor dual de HER1 y
HER2 (Rusnak, Affleck et al. 2001; Rusnak, Lackey et al. 2001) y el CI-1033, un inhibidor
irreversible de HER1, HER2 y HER4 (Fry, Bridges et al. 1998), son potentes inhibidores in
vitro no solo del HER1 sino también de HER2 y HER4. Una cuestion importante que se
plantea es si estos inhibidores de los receptores de la familia HER seran mas eficaces
que un inhibidor especifico de la quinasa de tirosinas del HER1 (como Iressa) o si

tendran una eficacia similar in vivo.

HERCEPTIN Y HER2

UN NUEVO MECANISMO PARA GENERAR FRAGMENTOS CARBOXILO-TERMINALES DEL

RECEPTOR HER2

El analisis de biopsias de tumores primarios de mama muestra que, a parte de la forma
entera del receptor, un 25% de los tumores tienen unas formas de menor peso molecular
(entre 90 y 100 KDa) que contendrian todo el dominio citoplasmatico de HER2 a las que
hemos llamado CTFs ( “Carboxi-Terminal Fragments”) (Molina, Saez et al. 2002). La
presencia de estas formas truncadas de HER2 correlaciona con metastasis en los
ganglios linfaticos y menor supervivencia, sugiriendo que los CTFs tienen un papel
importante en tumorogénesis, por lo que decidimos estudiar mas en profundidad el
mecanismo de formacion y la funcion de estos CTFs. Para ello transfectamos el cDNA
entero de HER2 en la linea celular CHO, y observamos que a parte de la proteina entera
se generaban una formas truncadas de unos 90KDa de peso muy similares a las que nos
encontramos en los tumores de pacientes. Usando inhibidores de proteasas de amplio

espectro, hemos demostrado que estos CTFs no son producto del corte proteolitico de
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HER2 y que se pueden sintetizar independientemente de la presencia del receptor
entero. Esto nos hizo pensar en la posibilidad de que el mMRNA de HER2 tuviera un inicio
alternativo interno de la traduccion. Se ha demostrado que entre un 3 y un 5% de los
MRNAs celulares tienen iniciacién interna de la traduccion (Johannes, Carter et al. 1999),
mediada seguramente en su mayoria por elementos IRES (Internal Ribosome Entry Site)
(Johannes and Sarnow 1998; Johannes, Carter et al. 1999; Hellen and Sarnow 2001).
Originalmente identificados y particularmente bien estudiados en los Picornavirus, los
elementos IRES se han descrito en un nimero pequefo, pero creciente de mRNAs
celulares de eucariotas superiores. En los IRES, el mRNA adopta una estructura
tridimensional que recluta el ribosoma directamente a una posicién interna del mRNA
dando lugar a la traduccion de manera independiente de estructuras cap. En la mayoria
de los casos, los IRES estan localizados dentro de la zona 5 UTR aunque
excepcionalmente los podemos encontrar en medio de la secuencia codificante, como en
los casos de la metaloproteasa desintegrina TACE (Fan, Turck et al. 2003), el receptor
Notch2 (Lauring and Overbaugh 2000), el antagonista de Notch Hairless (Maier, Nagel et
al. 2002) y el factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) (Bonnal, Schaeffer et al.
2003).

Hemos demostrado que las metioninas localizadas en las posiciones 611 y 687 (antes y
después del dominio transmembrana, respectivamente) pueden ser iniciadores
alternativos de la traduccion in vitro e in vivo, sugiriendo la existencia de un IRES dentro
de la secuencia codificante de HER2. Aparentemente, los diferentes CTFs observados en
las células provienen de estas dos metioninas, lo que sugiere que las diferentes bandas
que se forman a partir de una unica metionina son debidas a modificaciones post-
traduccionales. Una de estas modificaciones, es como cabia esperar, fosforilacion, tal
como se puede comprobar en el western blot con anticuerpos anti-fosfotirosina, pero no

podemos excluir otro tipo de modificaciones.

Los CTFS NO SON GENERADOS EXCLUSIVAMENTE POR SHEDDING DE ECTODOMINIOS

Hemos demostrado por fraccionamiento subcelular que en los tumores, las bandas de
CTFs de mayor peso molecular estan en la fraccion de membrana y las de menor peso
molecular son solubles y estan localizadas en el citoplasma y nucleo de la célula.

Se ha especulado mucho acerca del mecanismo responsable de la produccion de los
CTFs presentes en los tumores de pacientes con cancer de mama, y durante algun
tiempo se pens6 que estos CTFs presentes en los tumores eran un producto del
shedding del receptor HER2 entero, que daba como resultado un fragmento que contenia

los dominio citoplasmatico y transmembrana del receptor anclados a membrana,
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(Codony-Servat, Albanell et al. 1999; Molina, Codony-Servat et al. 2001) y la liberacién
del dominio extracelular del receptor al suero. Sin embargo, la baja eficiencia del
shedding de HER2 que afecta a un porcentaje pequeno de las moléculas expresadas en
las lineas celulares analizadas (aproximadamente el 5%, ver (Codony-Servat, Albanell et
al. 1999), y hasta un 20% de las moléculas, cuando las células son tratadas con potentes
e inespecificos activadores de metaloproteasas (Molina, Codony-Servat et al. 2001)) no
explicaria la presencia de altos niveles de CTFs en algunos tumores. Ademas hasta la
fecha, no se ha encontrado ninguna correlacién entre la presencia de los CTFs en el
tumor primario y la deteccion del ECD en el suero, que por otro lado, como he comentado
en la introduccién, se ha demostrado que puede provenir de otros mecanismos. Estos
datos indican que el shedding de HER2 solo podria explicar la presencia de los CTFs de
mayor peso molecular unidos a membrana.

Sin embargo, estos CTFs unidos a membrana también podrian generarse por traduccion
alternativa a partir de la metionina 611, que produce una proteina que contiene el dominio
transmembrana, que podria funcionar como una sefial hidrofébica que localizaria
parcialmente a estos CTFs en la membrana plasmatica. En conclusiéon, nuestros
resultados indican que el shedding de ectodominios puede ser el responsable de los
CTFs de mayor peso molecular y abren la posibilidad de que el inicio de la traduccion
pueda contribuir también a su generacion.

Por otro lado, la traduccion alternativa a partir de la metionina 687 en las lineas celulares
transfectadas da lugar a unas proteinas solubles muy parecidas si no idénticas a los
CTFs de menor peso molecular presentes en los tumores. En conjunto, estos datos
muestran que en células, y muy posiblemente in vivo, la iniciacién alternativa de la

traduccién es un mecanismo relevante para la formacién de CTFs (Figura 11).

USO ALTERNATIVO DE DIFERENTES CODONES DE INICIACION

La pregunta que deriva directamente de estos resultados es por qué en algunas células
transfectadas se usa la metionina 611 y la metionina 687 en vez de la metionina 1. Esta
cuestion es importante para explicar la gran variabilidad en los niveles de CTFs
expresados en las muestras de tumores (Molina, Saez et al. 2002). Se ha demostrado
que la mayoria de los IRES funcionan preferencialmente cuando la traduccién cap
dependiente esta impedida fisiolégicamente como ocurre durante la mitosis, quiescencia,
diferenciacion o estrés debido a diferentes factores (irradiacién ultravioleta, cambios de
temperatura, limitacién de nutrientes, estrés oxidativo, hipoxia o exposicién a varias

drogas o toxinas) (Bonneau and Sonenberg 1987; Sachs 2000). El mecanismo molecular
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que redirige a los ribosomas desde la estructura cap hacia las secuencias IRES en estas
condiciones es desconocido hasta la fecha, pero se sabe que es altamente dependiente
del tipo celular y del estado de la célula. También se ha demostrado que, ademas de los
factores de iniciacién de la traduccién candnicos, también estan involucradas proteinas
trans-activadoras especificas (ITAFs) capaces de dirigir selectivamente el ribosoma a un
grupo particular de mRNAs celulares (revisado en (Stoneley and Willis 2004)).

La caracterizacion de las condiciones o los factores necesarios para la regulacion de un
IRES hipotético dentro de HER2 nos ayudaria a entender la variabilidad de la expresion
de estas especies de HER2 dentro de las células y los tumores.

Por ultimo, el hecho de que la traduccion cap dependiente este impedida en situaciones
particularmente presentes en procesos tumorales como hipoxia, estrés y mitosis entre
otros, junto con el hecho de que muchos oncogenes, factores de crecimiento y proteinas
relacionadas con crecimiento celular, proliferacion, apoptosis y angiogénesis contienen
un elemento IRES ( revisado en (Hellen and Sarnow 2001)) hace pensar que quizas la
traduccion dependiente de IRES de ciertos mRNAs (entre ellos los CTFs) pueda
contribuir a la supervivencia de las células cancerosas dandoles una ventaja proliferativa
(Pain 1996; Holcik 2004).

Los CTFsS PROMUEVEN LA FORMACION DE TUMORES RESISTENTES A HERCEPTIN.

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS

Aunque se describié hace tiempo que los CTFs en tumores primarios de mama
correlacionan con metastasis en los ganglios y peor pronéstico (Molina, Saez et al. 2002;
Saez, Molina et al. 2006), sugiriendo un papel de los CTFs en tumorogénesis, hasta
ahora ha sido dificil estudiar su posible papel en el desarrollo de tumores. La
identificacion del mecanismo de generacidon nos permite directamente contestar a este
punto. La transfeccion de células con la construccién con la delecion que elimina la
metionina inicial nos permite la expresién especifica de los CTFs, y hemos demostrado
que pueden dar lugar al desarrollo de tumores en ratones atimicos donde hemos inducido
xenografos con células que sobreexpresan los CTFs.

Los tumores inducidos con células que sobreexpresan CTFs, a diferencia de los
dependientes del receptor entero, no responden al tratamiento con Herceptin, sugiriendo
que los CTFs pueden tener un papel en la resistencia al tratamiento con Herceptin.
Teniendo en cuenta que un 60% de los pacientes con sobreexpresion de HER2 también
expresan los CTFs (Molina, Saez et al. 2002), estos resultados pueden tener

implicaciones terapéuticas muy importantes. Segun los criterios de seleccién actuales
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(amplificacion génica detectada por FISH vy tincion 3+ por IHQ con anticuerpos contra el
dominio citoplasmatico del receptor) los dos pacientes presentados en este articulo ( uno
de ellos también sobreexpresa los CTFs) serian candidatos al tratamiento con Herceptin.
Nuestros resultados sugieren que los pacientes seleccionados que co-expresaran CTFs
podrian desarrollar resistencia a la droga. Consistentemente, resultados preliminares de
un estudio retrospectivo que estamos llevando a cabo en el laboratorio muestran una
clara correlacion entre la presencia de CTFs en los tumores primarios y el desarrollo de
resistencia al tratamiento con Herceptin (Scaltriti et al, manuscrito en preparacién). En
estos pacientes, hemos hecho una doble IMF con anticuerpos dirigidos contra el dominio
extracelular y citoplasmatico de HER2 sobre biopsias parafinadas con la finalidad de
poder distinguir entre la forma entera del receptor y los CTFs. En un futuro se podria usar
esta técnica como método rutinario para determinar con mas exactitud que pacientes
tendrian que ser tratados con Herceptin.

Nuestros resultados también indican que tal como hemos demostrado con tumores
inducidos en ratones atimicos, los pacientes con sobreexpresion de CTFs podrian
beneficiarse del tratamiento con inhibidores de la quinasa de tirosinas de HER2 como por
ejemplo Lapatinib. De hecho, un estudio fase | con Lapatinib, ha mostrado actividad
clinica en pacientes de cancer de mama con sobreexpresiéon de HER2 que fueron

resistentes al tratamiento con Herceptin (Spector, Xia et al. 2005).

PRESENCIA DE RECEPTORES TRUNCADOS EN FAMILIA HER

La aparicion de formas truncadas del receptor donde se pierde parte del dominio
extracelular, no es exclusivo de HER2, fendmenos parecidos se observan también en
otros miembros de la familia HER.

La mutacion mas frecuentemente encontrada en el receptor HER1 es la variante
EGFRVvIIl que contiene una delecién del dominio de unién a ligando. Esta forma que
parece estar localizada en la membrana plasmatica (Wikstrand, McLendon et al. 1997),
es constitutivamente activa y es muy importante para el mantenimiento y la progresion
tumoral, lo que la ha convertido en una atractiva potencial diana terapéutica en gliomas
(Luwor, Johns et al. 2001; Mishima, Johns et al. 2001)).

Por el otro lado, el corte proteolitico secuencial de HER4 da lugar a la liberacion
intracelular de su cola citoplasmatica, que se ha encontrado que tiene una sefial de
localizacion nuclear funcional que la transporta al nucleo (Williams, Allison et al. 2004).
Nuestros resultados muestran un nuevo mecanismo para generar fragmentos carboxilo-
terminales de HER2 solubles (CTFs) con capacidad para acumularse en el nucleo: inicio

alternativo de la traduccién (Figura 11).
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Ya se habia observado anteriormente que el uso de codones alternativos de iniciacién de
la traduccién podia ser usado para controlar la localizacion subcelular de diferentes
isoformas de una proteina. De esta manera el mismo mensajero es capaz de generar
varias proteinas con una localizacion subcelular especifica dependiendo de la presencia
0 ausencia de una sefal de localizacion nuclear (como es el caso del FGF-2) o un
péptido senal en la parte amino-terminal de la proteina entera (como ocurre con el
receptor Notch2)( revisado en (Touriol, Bornes et al. 2003)).

Un articulo reciente indica que la region juxtamembrana intracelular rica en aminoacidos
basicos (aa 676-KRRQQKIRKYTMRR-689) es necesaria para la acumulacion nuclear del
HER2 entero (Chen, Chen et al. 2005; Giri, Ali-Seyed et al. 2005). Esta regién no se
encuentra en los CTFs mas abundantes, que empiezan en la metionina 687. Entonces, el
mecanismo de localizacién nuclear de los CTFs podria estar mediado por una sefial de
localizacidn nuclear todavia no descrita aunque no descartamos que haya implicado otro
mecanismo. En cualquier caso, la translocacién nuclear de los CTFs, es dependiente de
su actividad quinasa ya que hemos demostrado que la mutacion puntual que inhibe la
actividad quinasa del receptor bloquea su localizacion nuclear (Figura 11).

Ademas, de manera similar a la cola citoplasmatica de HER4, los CTFs se pueden
fosforilar y tienen actividad quinasa indicando que se trata de proteinas activas
(Figura11).

En conjunto, estos datos sugieren que el dominio extracelular de los receptores HER
actuaria como un inhibidor de la funcién quinasa del receptor y que en procesos
tumorales, las células encontrarian diferentes mecanismos para eliminar el dominio
extracelular y mantener estos receptores continuamente activados. Ademas en el caso de
HER4 y de los HER2 CTFs estos fragmentos citoplasmaticos son solubles y se pueden
transportar al nucleo. Esto es muy importante porque cada vez esta mas claro que,
ademas de la via de sefializacion candnica, los receptores HER pueden funcionar de una
manera mas directa actuando como transductores de sefal que son transportados al
nucleo celular donde probablemente modulen la expresién génica (revisado en
(Carpenter 2003)).

A parte de estos fragmentos citoplasmaticos también se ha descrito que HER1, HER2 y
HERS3 enteros pueden localizarse en el nucleo, donde HER1 y HER2 pueden regular la
transcripciéon de genes. Ya hace algun tiempo que se describio que HER2 podia
localizarse en el nucleo en su forma entera por el grupo de Hung. Este HER2 entero
nuclear en células corresponderia mas o menos a un 5% del receptor total. Aunque se ha
visto que el HER2 entero puede interaccionar con la importina a1 y los componentes del

poro nuclear que mediarian su entrada al nucleo, hay un gran debate entorno a como un
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receptor integral de membrana puede liberarse de la membrana citoplasmatica y llegar al
nucleo y de hecho todavia se desconoce el mecanismo responsable (Wang, Lien et al.
2004; Giri, Ali-Seyed et al. 2005). De esta manera, contrariamente a los CTFs que son
totalmente solubles y que podrian difundir facilmente hacia el nucleo, solo una pequena
proporcién del receptor entero se transloca al nucleo, detectandose de manera muy

puntual, apoyando la incapacidad de un receptor integral de membrana de viajar al
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nucleo.
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Figura 11: Modelo hipotético mostrando los diferentes productos del gen HER2.

El gen HERZ2 puede dar lugar al receptor entero de 185 KDa que esta situado en la
membrana plasmatica. Se ha descrito que el receptor entero puede translocarse al
nucleo por un mecanismo todavia desconocido. Por traduccion alternativa del gen HER2
también podemos obtener los CTFs, que contienen todo el dominio citoplasmatico de
HER?2, incluido su dominio quinasa de tirosinas. Los CTFs son proteinas solubles
localizadas en el citoplasma y nucleo celular que tienen actividad quinasa y estan
fosforilados. Los CTFs no responden al tratamiento con Herceptin, pero son sensibles
los inhibidores del dominio quinasa de HER2, que inhiben su fosforilacion. EI dominio
quinasa de los CTFs también esta involucrado en su transporte al nucleo. La funciéon de
los CTFs en el nucleo estéa en estudio. DK: dominio quinasa.
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PODER PRONOSTICO DE LOS RECEPTORES HER NUCLEARES

Como he comentado en la introduccion diferentes grupos han llegado a resultados
contradictorios en torno al valor prondstico de HER1 (Klijn, Berns et al. 1992), lo que ha
generado un amplio debate en torno a los niveles totales de HER1 como indicador de
prondstico en pacientes de cancer de mama (Lo, Xia et al. 2005). De la misma manera,
algunos estudios han puesto en duda el valor prondstico de HER2 al encontrar resultados
contradictorios dependiendo de la técnica usada para detectar el receptor (Gullick 1990;
Ravdin and Chamness 1995; Henderson and Patek 1998; Ross and Fletcher 1998; Mirza,
Mirza et al. 2002).

A su vez, el potencial oncogénico y el significado clinico de HER4 se entiende poco
(Junttila, Sundvall et al. 2000; Gullick 2003) . Hay articulos que muestran una alta
expresion de HER4 en diferentes tipos de cancer mientras que otros autores muestran
que la expresion de HER4 esta disminuida o se ha perdido en algunas muestras
tumorales (revisado en (Maatta, Sundvall et al. 2006)). Ademas hay articulos
contradictorios acerca del significado de HER4 para el comportamiento clinico (Gullick
2003).

Estas discrepancias se pueden explicar por muchas razones. En general, se han usado
técnicas muy heterogéneas para determinar la sobreactivacion de los receptores HER en
cancer. Estas técnicas que no comparten un criterio comun para discriminar entre
muestras positivas y negativas y son incapaces de detectar el estado de activacion de la
proteina o de distinguir entre la forma entera unida a membrana o las formas nucleares o
truncadas del receptor. Esto sumado a que cada vez esta mas establecida la presencia
de diversas formas activas de los receptores HER en tumores ha llevado a la realizacién
de estudios recientes donde se ha estudiado la relacion entre las formas entera y
truncadas de los receptores asi como la localizacion subcelular de las mismas y el

comportamiento de la enfermedad.

HER1:

En un grupo de 130 carcinomas de mama, se ha encontrado una correlacion inversa

entre HER1 nuclear, pero no el HER1 no-nuclear, y la supervivencia en estos pacientes
(Lo, Xia et al. 2005) Esta observacién es consistente con el hecho de que niveles totales
de HER1 no son un buen indicador de prondstico en pacientes de cancer de mama y
también sugiere un nuevo valor pronostico del HER1 nuclear en estos pacientes. Este
mismo grupo también ha observado una correlacion inversa entre el HER1 nuclear y la
supervivencia en pacientes con carcinoma oral de células escamosas (Lo, Xia et al.

2005). Curiosamente en este estudio han usado cinco anticuerpos diferentes para
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detectar HER1 y solo los que estaban dirigidos contra el dominio intracelular de la
proteina (dos de ellos) han sido capaces de detectar sefial nuclear. Estos datos sugieren
que quizas la tincién nuclear corresponda a una forma truncada N-terminal de HER1 que
no han identificado. Otro grupo, en un estudio con 95 individuos con carcinomas
orofaringeos de células escamosas, ha encontrado que tanto los niveles de HER1 total
como nuclear predicen peor prondstico clinico medido como recurrencia local y peor
supervivencia sin enfermedad (Psyrri, Yu et al. 2005). A pesar del pequefio tamano de
estos grupos, estos estudios apoyan un estudio mas extensivo en un futuro para
examinar el valor pronéstico de HER1 nuclear en una poblacién mayor con varios tipos

de cancer.

HER2:

Recientemente se ha demostrado que la presencia de CTFs detectados por WB en el
tumor primario de pacientes con cancer de mama correlaciona con metastasis en los
ganglios linfaticos (Molina, Saez et al. 2002). En este mismo estudio encontraron que
esta correlacion no se daba con el receptor HER2 entero sugiriendo que los CTFs
pueden tener un papel diferente al receptor entero en la produccién de metastasis.
Estudios posteriores han demostrado que estos CTFs también correlacionan con menor
supervivencia y es un factor prondstico mas fuerte que la sobreexpresién del receptor
entero (Saez, Molina et al. 2006). Teniendo en cuenta que hemos demostrado que los
CTFs formados a partir de traduccion alternativa son en su mayoria solubles y se pueden
detectar en el citoplasma y nucleo de las muestras tumorales cabria esperar una

correlacion entre el marcaje citosélico/nuclear y peor pronéstico en estos pacientes.

HERA4:

Parte de la controversia acerca del potencial oncogénico de HER4 se puede atribuir a la
existencia de diferentes isoformas que ocurren de manera natural y que difieren entre
ellas en estructura y funcién (Elenius, Corfas et al. 1997; Junttila, Sundvall et al. 2000;
Kainulainen, Sundvall et al. 2000). Estas isoformas estan generadas por splicing
alternativo (Junttila, Laato et al. 2003) y se caracterizan por variaciones en el dominio
juxtamembrana extracelular y los dominios citoplasmaticos.

Se ha demostrado que las diferentes isoformas tienen diferente potencial oncogénico,
siendo la que puede sufrir shedding la mas oncogénica y la unica sobreexpresada en
pacientes con cancer de mama (Maatta, Sundvall et al. 2006). Esta isoforma da lugar a la
liberacion del dominio intracelular de HER4 que se transloca al nucleo induciendo una
mayor proliferacién in vitro. El analisis por IHQ de muestras de mama sugieren que la

localizacion nuclear del epitope carboxilo-terminal de HER4 se correlaciona con un
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fenotipo mas invasivo (Srinivasan, Gillett et al. 2000) y peor supervivencia (Junttila,
Sundvall et al. 2005) comparado con pacientes que tienen el HER4 localizado en
membrana. Estos datos indican que el corte de HER4 en cancer de mama puede ser

importante para la tumorogénesis.

Todos estos datos juntos sugieren que mientras el receptor entero localizado en
membrana no correlaciona con un peor pronodstico su parte truncada o nuclear si. Esto
nos sugiere que quizas estas proteinas nucleares tengan unas funciones que son
diferentes a las del receptor situado en la membrana e importantes para la tumorogénesis
y el comportamiento clinico. Apoyando esta teoria cada vez esta mas claro que estos
receptores nucleares (enteros o no) pueden unirse a DNA y activar la transcripcién de
diferentes genes que en su mayoria estan muy relacionados con cancer (Lin, Makino et
al. 2001; Wang, Lien et al. 2004; Lo, Hsu et al. 2005; Hanada, Lo et al. 2006). En vista de
los articulos recientes mostrando que el dominio citoplasmatico de HER2 induce una
potente transactivacion de la transcripcion (Xie and Hung 1994) , y dado que los CTFs se
localizan parcialmente en el nucleo celular, un escenario posible podria ser la
modificacion de la transcripcidon de ciertos genes por los CTFs que, a la vez, llevarian al
crecimiento tumoral.

A pesar de esto, el papel patolégico de estas proteinas nucleares todavia es muy
desconocido. Por ejemplo, todavia se tiene que determinar si juegan un papel importante
en la formacion, progresion, crecimiento metastatico y/o respuestas terapéuticas en
tumores humanos. Aun asi los estudios realizados indican que en un futuro sera muy
importante tener en cuenta la presencia de las diferentes formas truncadas y/o nucleares

para estudios sobre comportamiento clinico.

PERSPECTIVAS

El estudio de las vias de transduccion de sefal alteradas en cancer, ha dado lugar al
descubrimiento de numerosas dianas moleculares. Entre ellas el uso de drogas dirigidas
a la familia HER ha representado un gran avance y ha introducido cambios drasticos en
el tratamiento del cancer en la ultima década.

A pesar de esto, la inhibicion de la sefalizacién mediada por la familia HER ha resultado
ser mas complicada de lo esperado inicialmente (revisado en (Baselga and Arteaga
2005)). De nuestros resultados se extrae que la sefalizacion por la familia HER tiene un
alto nivel de complejidad y se tienen que tener en cuenta, a parte de la expresion de la

proteina diana, otros factores como son la expresion de otros miembros de la familia, la
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expresion de formas truncadas o mutantes de la proteina o la localizacion subcelular de
esta para obtener resultados plenamente satisfactorios. Esta complejidad no esta limitada
a la familia HER ya que en la mayoria de las células tumorales se encuentran
desreguladas multiples vias de sefalizacion para asegurar que las funciones criticas para
la supervivencia del tumor se mantienen, generando una gran redundancia en la
sefalizacién. Esto sumado a que las lesiones moleculares responsables de la
tumorogenicidad varian entre pacientes con un mismo tipo de tumor y entre los diferentes
tipos de cancer ha llevado a entender el cancer como un conjunto de enfermedades muy
heterogéneas.

Estas consideraciones dejan entrever que el uso de un solo inhibidor no va a conseguir
bloquear completamente la sefializacion involucrada en la progresion tumoral de un unico
paciente o un unico tipo de tumor. De hecho, a pesar de la emocion inicial que generod la
terapia dirigida, la eficacia clinica de estos compuestos no esta siendo tan alta como se
esperaba. Esto pone en evidencia que los métodos usados en la actualidad para
seleccionar la terapia que se administrara a cada paciente son insuficientes y se necesita
desarrollar y llevar a cabo nuevas estrategias para afrontar la inherente complejidad de
los procesos tumorales.

La introduccion de chips génicos ha dado lugar a un gran avance en este campo. El
analisis de los perfiles génicos de multiples muestras tumorales ha resultado en la
identificacion de diferentes firmas génicas que aparecen de manera repetitiva. Cada una
de estas firmas refleja un patrén caracteristico de vias de sefializacion desreguladas.
Estos patrones correlacionan con un peor comportamiento de la enfermedad y predicen
la sensibilidad a drogas terapéuticas dirigidas a componentes de esa via (Bild, Yao et al.
2006). Pero esta técnica tiene algunas limitaciones ya que un gen puede dar una proteina
que puede sufrir diferentes tipos de modificaciones post-traduccionales importantes para
su funcién. Entonces, no es sorprendente que no haya una absoluta correlacion entre los
niveles de expresion de mRNA y la correspondiente actividad de la proteina (Gygi,
Rochon et al. 1999). El uso de chips protedmicos nos puede dar informacion referente a
diferentes modificaciones post-traduccionales como fosforilacién, corte proteolitico,
localizacion subcelular o ubiquitinizacion entre otros (Espina, Geho et al. 2005; Jensen
2006). Esta técnica se basa en el uso diferentes anticuerpos especificos sobre un
conjunto ordenado de hasta cientos de centros de tejido que provienen de bloques
parafinados de multiples individuos. De esta manera los chips proteémicos permiten
analizar un elevado numero de muestras usando pequefas muestras de tejido (Kononen,
Bubendorf et al. 1998).

Combinando esta tecnologia con datos morfolégicos y gendmicos, se puede crear un

mapa completo del estado funcional de un paciente particular. Estas técnicas entonces
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pueden convertirse en prometedoras herramientas para el diagnédstico y el prondstico. Y
esto es aun mas pertinente cuando hablamos de terapia: la informacién obtenida de vias
de sefializacion al completo pueden ser usadas para seleccionar diferentes dianas dentro
de una cascada de sefalizacion.

Poner a punto esta tecnologia va a representar un gran esfuerzo que requerira muchos
anos de colaboracién dentro de la comunidad cientifica. Estamos entrando en una nueva
era donde cada paciente recibira una terapia individualizada basada en las vias de
sefnalizacion cruciales que conducen su tumor; donde un enfoque combinado en el que
incorporan datos gendmicos y protedmicos de una manera sistematica seran esenciales
para conseguir este objetivo. Estos avances marcan un salto desde la terapia especifica
de tumor a la terapia especifica de paciente, que reconocera la complicada red de

interacciones presente en cancer.
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CONCLUSIONES







ARTICULO 1.

1.

Iressa, un inhibidor especifico de la quinasa de tirosinas del HER1, tiene un marcado
efecto antiproliferativo en células de cancer de mama que tienen bajos niveles de

HER1 pero que sobreexpresan HER2.

Iressa inhibe la transduccién de sefal activada por EGF en células que
sobreexpresan HERZ2. Iressa también previene la activacion inducida por heregulina,

un ligando que no se une al HER1.

Iressa tiene un mecanismo doble y complementario de accion sobre los receptores de
la familia HER : inhibicion directa de la quinasa de tirosinas del HER1 por un lado, y el
secuestro de HER2 y HER3 en dimeros inactivos HER1/HER2 y HER1/HERS3 por el

otro.

ARTICULO 2.

1.

Los CTFs se generan mediante inicio alternativo de la traduccion a partir de la
metionina 611 y la metionina 687 situadas delante y detras del dominio

transmembrana de HER2 respectivamente.

Los CTFs son proteinas solubles que se localizan en el citoplasma y el nucleo tanto

de células en cultivo como en biopsias de pacientes con cancer de mama.

Los CTFs estan fosforilados y tienen actividad quinasa importante para su localizacién

subcelular.

La inyeccién subcutanea de células T47D que sobreexpresan establemente los CTFs

en ratones atimicos inducen el crecimiento de tumores.

El tratamiento con Herceptin, un anticuerpo dirigido contra el ectodominio de HER2 no
tiene ningun efecto en el crecimiento de los tumores que sobreexpresan CTFs, pero

son sensibles al tratamiento con inhibidores de la quinasa de tirosinas de HER1.
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ABREVIATURAS







cDNA:
ECD:
EGF:
EGFR:
FGF-2:
FISH:
HB-EGF:
HSSCN:
HRG:
ICD:
IHQ:
IMF:
IRES:
KDa:
KO:
NSCLC:
MAPK:
mRNA:
pb:
PI3k:
RNA:
STAT:

TGF-o.:

Acido desoxiribonucleico complementario
Dominio extracelular

Factor de crecimiento epidérmico
Receptor del EGF

Factor de crecimiento de fibroblastos-2
Hibridacion in situ fluorescente

Factor de crecimiento de union a la haparina
Carcinoma escamoso de cabeza y cuello
Heregulina

Dominio intracelular

Inmunohistoquimica

Inmunofluorescencia

Sitio interno de entrada del ribosoma

Kilo Daltons

“Knock out”

Cancer de pulmén de células no pequenas
Proteina quinasa activada por mitbgenos
RNA mensajero

Pares de bases
Fosfatidilinositol-3-quinasa

Acido ribonucleico

Transductor de sefial y activador de proteinas de transcripcion

Factor de crecimiento transformante o
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