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DESCRIPCION

Dominio de unién a inhibidor alostérico extracelular procedente de un receptor de tirosina cinasa

La presente invencion se refiere a métodos para usar un dominio de unién extracelular para un inhibidor alostérico,
en donde dicho dominio de unién se deriva de un receptor de tirosina cinasa de un solo segmento membranario.
Mas especificamente, la invencion se refiere al uso de un dominio extracelular derivado de un receptor de tirosina
cinasa, es decir, receptor de factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), receptor de factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR) o receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Se refiere ademas
al uso de este dominio para la identificacion de dominios similares en la parte extracelular de otros receptores de
tirosina cinasa, y a un método de cribado para la identificacion de un inhibidor alostérico.

Los receptores de la superficie celular representan las dianas de la mayoria de los farmacos (Overington y cols.,
2006). Histéricamente, los programas de descubrimiento de farmacos han estado dominados por esfuerzos para
desarrollar antagonistas que compitan por la union con ligandos enddgenos en sitios ortostéricos. En contraste, los
farmacos que se unen a sitios alostéricos, es decir, dominios topograficamente distintos de los utilizados por
ligandos ortostéricos (si la diana es un receptor) o sustratos (si la diana es una enzima), y modulan una actividad
proteinica han sido mas dificiles de identificar. Sin embargo, en los ultimos afios se ha asistido a un incremento en el
numero de moduladores alostéricos identificados para canales idnicos regulados por ligandos y receptores
acoplados a proteina G (GPCR) (Christopoulos, 2002; Kenakin, 2010). Sorprendentemente, no se han identificado
hasta ahora moduladores de compuestos pequefios alostéricos para tirosina cinasas receptoras (RTK) de factores
de crecimiento, a pesar del hecho de que esta superfamilia de receptores es de una inmensa importancia bioldgica y
significacion médica, y a pesar del hecho de que los farmacos alostéricos pueden ofrecer claras ventajas
terapéuticas sobre los ligandos ortostéricos tradicionales, incluyendo mayores seguridad y/o selectividad. Hasta la
fecha, la mayoria de las terapias que se dirigen a RTK se han enfocado bien a anticuerpos monoclonales que
reconocen ligandos de factores de crecimiento o bien a compuestos quimicos de molécula pequefia que inhiben
directamente la actividad de tirosina cinasa de los receptores.

Un area — entre otras — que se puede beneficiar sustancialmente de inhibidores de compuestos pequefios de RTK
mas eficaces y/o selectivos es el campo de las terapias con farmacos antiangiogénicos. Los agentes
antiangiogénicos dirigidos a VEGF prolongan la supervivencia de los pacientes con cancer, pero su éxito global esta
restringido por una insensibilidad intrinseca, escape a través de resistencia adquirida y, al menos en modelos
preclinicos, estimulacion de metastasis. Se ha postulado que una terapia combinada con agentes antiangiogénicos
adicionales puede ayudar a vencer estos retos. El factor de crecimiento de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2, el
primer factor angiogénico identificado, es un atractivo candidato a farmaco. En efecto, la sefalizacion de FGFR se
ha relacionado con el cancer y la enfermedad inflamatoria (Shin y cols., 2006; Eswarakumar y cols., 2005; Malemud
y cols., 2007; Carmeliet, 2005), contribuye a la variacion angiogénica tumoral (Presta y cols., 2005; Kubo y cols.,
2002; Shine y cols., 2006; Lavine y cols., 2006) y rescata la vascularizacion y la recaida del tumor al tratar con
inhibidores de VEGF (Casanovas y cols., 2005). No obstante, la familia de FGF no ha recibido una atencion
sustancial para el desarrollo de farmacos antiangiogénicos, en parte debido a la redundancia entre los miembros de
esta superfamilia de 18 ligandos y 4 FGFR (Eswarakumar y cols., 2005; Beenken y Mohammadi, 2009; Cenni y
cols., 2005; Bossard y cols., 2004; Compagni y cols., 2000). Ademas, los inhibidores selectivos de la tirosina cinasa
FGFR no han sido aprobados para uso clinico (Dimitroff y cols., 1999; McDermott y cols., 2005).

La solicitud de patente internacional WO 2005/066211 divulga polipéptidos de FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 y FGFR-4,
fragmentos de los mismos y secuencias nucleotidicas que codifican los polipéptidos. El documento divulga las
secuencias SEQ ID N° 1 y 2 de la presente solicitud, pero no considera su caracter como dominios frustrados o
como sitios de unidn alostéricos potenciales para inhibidores de FGFR.

Ivanisevic Ljubica y cols ["TrkA receptor "hot spots" for binding of NT-3 as a heterologous ligand. "THE JOURNAL
OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 8 JUN 2007, vol. 282, n® 23, 8 de junio de 2007 (2007-06-08), paginas 16754-
16763,] han estudiado la interaccion de las proteinas factor de crecimiento nervioso (NGF) y neurotrofina-3 (NT-3)
con una molécula de TrkA/B quimérica. El estudio se enfoca a cédmo la presencia de un ligando macromolecular
afecta a la union de la otra a la quimera TrkA/B. Sin embargo, los autores nunca demuestran claramente la
presencia de un sitito alostérico en la Trk quimérica que usan en el estudio, y no se consideran en el articulo
ligandos de compuesto pequeio.

Compendio de la invencion

Sorprendentemente, los inventores han encontrado que, mediante cribado de alto rendimiento combinado con
optimizacion quimica, se podria identificar el primer inhibidor alostérico de compuesto pequefio oralmente activo de
una RTK, a saber, se podria identificar el FGFR. Este compuesto se denomina SSR128129 (abreviado "SSR")
(Figura 3).
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Segun se ilustra mediante el estudio detallado basado en la actividad de SSR, SSR tiene la capacidad de inhibir
todos los miembros de una misma familia, actualmente la familia de los FGFR. Segun se muestra en los siguientes
ejemplos, SSR es capaz de inhibir la actividad de FGFR1 (figuras 4 y 6), la actividad de FGFR2 (figura 8), la
actividad de FGFR3 (figura 9) y la actividad de FGFR4 (figura 7). Asi, este inhibidor alostérico se une a un sitio
alostérico de FGFR conservado evolutivamente, situado en el dominio extracelular del receptor que es compartido
por diferentes miembros de TKR. Este sitio conservado esta situado en el dominio Ill del FGFR (figura 11). La union
de SSR a su sitio de unién induce un "antagonismo sesgado”. El efecto se confirmé por el hecho de que la unién de
SSR al sitio de unién alostérico da como resultado un cambio de conformacién en el receptor, especialmente en un
dominio frustrado determinado. Debido al antagonismo sesgado, se proporciona un modo de identificar un inhibidor
alostérico mediante el uso de una prueba de cribado basada en medidas de rutas de fosfosefializacion segun se
describe posteriormente. A partir de ahora, SSR es el primer ejemplo de un inhibidor alostérico de una RTK.

La validacién de la orientacion de este sitio sobre el FGFR y la orientacion de sitios similares en otras RTK como
VEGFR2 y PDGFR tiene implicaciones practicas importantes y dara como resultado un beneficio terapéutico
significativo.

Los diferentes aspectos de la invencion se ilustran en la descripcion detallada de la invencion y en los siguientes
ejemplos.

Descripcion detallada de la invencion

Se describe en la presente un sitio de unién alostérico, derivado del dominio extracelular de un receptor de tirosina
cinasa. Un sitio de union alostérico, segun se usa en la presente, significa un sitio en el que un inhibidor,
preferiblemente un compuesto pequefio, se puede unir, sin provocar una inhibicién competitiva de la unién del
ligando al sitio de unién al ligando del receptor. Derivado de, segin se usa en la presente, significa que el sitio de
union alostérico consiste en una parte del dominio extracelular, pero no incluye el dominio extracelular completo.
Preferiblemente, el sitio de unién alostérico tiene entre 10 y 200 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente entre
10 y 100 aminoacidos, aun mas preferiblemente entre 20 y 50 aminoacidos, en donde dichos aminoacidos son parte
del dominio extracelular del receptor.

Un compuesto pequefio, segun se usa en la presente, es un compuesto de naturaleza no polimérica,
preferiblemente con un peso molecular de menos de 1.000 D, mas preferiblemente menos de 900 D, mas
preferiblemente menos de 800 D, mas preferiblemente menos de 700 D, mas preferiblemente menos de 600 D, aln
mas preferiblemente de menos de 500 D

Receptor de tirosina cinasa y tirosina cinasa receptora (RTK) son, en el alcance de esta patente, términos
equivalentes de aplicacion. "Receptor de tirosina cinasa" se usa para indicar el receptor, mientras que "tirosina
cinasa receptora" se usa para indicar mas especificamente la actividad de cinasa del receptor. Los receptores de
tirosina cinasa son conocidos para el experto en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, receptores del EGF,
factor de crecimiento insulinoide, PDGF, FGF, VEGF, HGF, Trk, AXL, LTK, TIE, ROR, DDR, PKT7, RYK, CCK4, Eph
y familias de receptores de MuSK. Preferiblemente, dicho sitio de unién alostérico se deriva del dominio extracelular
de un TKR con dominio de lg, incluyendo AXL, FGFR, MuSK, PDGFR, PTK7, ROR, TIE y VEGFR...; ain mas
preferiblemente dicho sitio de unién alostérico se deriva de un TKR con un dominio de cinasa dividido en el dominio
citoplasmico; una realizacion preferida de TKR segun la invencion son los receptores de factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR), o un homologo, ortélogo o paralogo de los mismos.

"Homodlogos" de una proteina abarcan péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas y enzimas que tienen
sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos con relacion a la proteina no modificada en cuestion y
que tienen una actividad biolégica y funcional similar a la proteina no modificada de la que se derivan. "Ortélogos y
paralogos" abarcan conceptos evolutivos usados para describir las relaciones ancestrales de los genes. Los
paralogos son genes dentro de la misma especie que se han originado a través de la duplicacion de un gen
ancestral; los ortdlogos son genes procedentes de organismos diferentes que se han originado a través de
especiacion, y también se derivan de un gen ancestral comun.

Esta unién alostérica que comprende SEQ ID N° 1 pertenece a la familia de los FGFR, mas especificamente al
FGFR2. Preferiblemente, dicho sitio del inhibidor alostérico comprende SEQ ID N° 1, aun mas preferiblemente
consiste en SEQ ID N° 1.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso y los métodos para el uso de un homélogo, un paralogo o un ortélogo
de un sitio de unién alostérico. Preferiblemente, la secuencia polipeptidica de estos homdlogos, paralogos u
ortélogos comparte al menos 70%, 80%, 90%, 95% o mas de homologia con SEQ ID N° 1.

Como un ejemplo, estos paralogos del sitio de unién alostérico estan presentes en la familia de FGFR.

Especialmente, el sitio de unién alostérico segun la invencioén esta situado en el dominio 1l de los FGFR.
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Del mismo modo, un sitio de unién alostérico para VEGFR2 esta situado en el dominio de Ig 6 del receptor, en una
region que incluye la Lisina 609 y la Lisina 648.

Un sitio de unién alostérico también esta presente en PDGFR y situado en la region situada cerca de la region
transmembranaria, especialmente en el dominio de Ig 3., en una region que incluye la Leucina 383 ans la Lisina
387.Preferiblemente, la union de un inhibidor alostérico al sitio de union alostérico esta induciendo un antagonismo
sesgado.

Un "antagonismo sesgado”, segun se usa en la presente, significa que, para un receptor con varias rutas aguas
abajo, no todas las rutas estan afectadas, o no todas las rutas estan afectadas en el mismo grado después de la
unién del inhibidor alostérico al sitio de unién al inhibidor alostérico. En una realizacién preferida, se inhibe al menos
una ruta aguas abajo, mientras que al menos otra ruta aguas abajo esta inalterada.

Preferiblemente, el sitio de unidn alostérico segun la invencion comprende, preferiblemente consiste esencialmente
en, aun mas preferiblemente consiste en un dominio frustrado.

Segun se usa en la presente, un “dominio frustrado” significa un dominio proteinico o un fragmento del mismo que
no se dirige inequivocamente hacia una conformacion estructural; los dominios frustrados son conocidos por el
experto en la técnica, y la presencia de dominios frustrados se detecta bien mediante una respuesta inequivoca en
un programa de prediccion de la estructura secundaria de proteinas; o bien mediante una contradiccién en la
prediccion entre dos programas de prediccion de la estructura secundaria de proteinas. Preferentemente, se detecta
por la contradiccion en la prediccion desde un programa de prediccion de la estructura secundaria de proteinas y la
estructura real que se determina mediante un método de deteccién de la estructura de proteinas tal como
cristalizacion y difraccion de rayos X. Como un ejemplo no limitativo, una contradiccion puede ser la indicacion de
una hélice a con un método y una lamina 8 con otro método. Las proteinas estan minimamente frustradas; sin
embargo, algunos dominios estan introduciendo alguna frustracion (llamado en la presente "dominio frustrado") y
esos dominios tienen a inducir cambios de conformacién en la proteina.

En una realizacién preferida, dicho dominio frustrado comprende SEQ ID N° 2, preferiblemente consiste en SEQ ID
N° 2. Este dominio frustrado pertenece a la familia de FGFR, especialmente a FGFR2.

Otros dominios frustrados se pueden identificar como se indica anteriormente.

Se describe en la presente el uso de un sitio de unién alostérico segun la invencion para inducir un antagonismo
sesgado después de la unién de un ligando al sitio de unidn del receptor de tirosina cinasa en el que esta situado el
sitio de unidn alostérico. Otro aspecto mas de la invencion es el uso de un sitio de unién alostérico segun la
invencion para cribar inhibidores de compuesto pequefio procedentes de una biblioteca aleatoria, que se unen a
dicho sitio.

Otro aspecto mas de la invencién es un método para la identificacién de un sitio de unién a un inhibidor alostérico en
el dominio extracelular de un receptor de tirosina cinasa, que comprende el cribado con respecto a la presencia de
dominios frustrados en dicho dominio extracelular. Métodos para cribar dominios frustrados son conocidos por el
experto en la técnica y un ejemplo de este método se describe en el ejemplo 8. Como un ejemplo no limitativo,
dominios frustrados se detectan mediante una respuesta inequivoca en un programa de prediccion de la estructura
secundaria de proteinas; preferiblemente mediante una contradiccion en la prediccién entre dos programas de
prediccidon de la estructura secundaria de proteinas, aun mas preferiblemente mediante la contradiccién en la la
prediccion desde un programa de prediccion de la estructura secundaria de proteinas y la estructura real que se
determina mediante un método de deteccion de la estructura de proteinas tal como cristalizacion y difraccion de
rayos X. Programas para la prediccion de la estructura secundaria de proteinas son conocidos por el experto en la
técnica; como un ejemplo no limitativo, estos programas son descritos por Rost (2003). Preferiblemente, dicho
dominio frustrado esta situado en la proximidad de dicho sitio de unién alostérico; mas preferiblemente esta situado
a no mas de 20 aminoacidos del limite del sitio de unién, ain mas preferiblemente no mas de 10 aminoacidos, aun
mas preferiblemente es adyacente a dicho sitio de unién, ain mas preferiblemente esta solapado con el sitio de
unién, lo mas preferiblemente esta comprendido en el sitio de unién. Después de la identificacién de posibles sitios
del inhibidor, el cribado se puede completar mediante la confirmacién de la funcién del posible sitio del inhibidor, al
disefiar compuestos tales como moléculas pequefias, péptidos pequefios, peptidomiméticos, anticuerpos o
nanocuerpos que se unen al sitio y de los que se puede probar la funcién inhibidora alostérica.

Otro aspecto de la invencion es un método para la identificacion de un inhibidor alostérico de compuesto pequefio no
polimérico que se une a un sitio de inhibidor alostérico en el dominio extracelular de un receptor de tirosina cinasa
segun la invencion, que comprende la comparacion de dos indicadores diferentes inducidos por dos rutas aguas
abajo diferentes dependientes de la activacion de dicho receptor de tirosina cinasa. Un indicador es cualquier gen,
proteina de compuesto que conduzca a una sefal detectable y puede ser, como un ejemplo no limitativo, un gen de
resistencia a antibidtico, un gen de toxina que dé como resultado la muerte celular, un gen que codifique una
proteina fluorescente tal como GFP o un gen que codifique una actividad enzimatica tal como beta-galactosidasa, o
una proteina se fosforile o desfosforile, se acetile o desacetile o que cambie de conformacion. En el caso de un gen
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repoter, la secuencia codificante se pone bajo el control de un promotor adecuado, es decir un promotor que sea
inducido por la unién de un ligando al receptor y la induccion consiguiente de la ruta del indicador; en el cado de una
ruta doble, se necesitan dos promotores diferentes. Como un ejemplo no limitativo, comparar le fosforilacion de
proteinas en presencia o ausencia del inhibidor alostérico dara diferencias en la fosforilacion debidas al antagonismo
sesgado, y estas diferencias en la fosforilacion se pueden usar como indicador.

En una realizacion preferida, la identificacion de un inhibidor alostérico de una RTK se puede llevar a cabo al realizar
una prueba de cribado que comprende las siguientes las etapas:

a) poner en contacto un sitio de unidn alostérico de una RTK con un compuesto candidato a inhibidor alostérico

b) medir los cambios en al menos dos rutas aguas abajo dependientes de la activacion/inhibicion de dicho
receptor de tirosina cinasa.

c) comparar cambios en el estado de al menos un indicador para cada una de las al menos dos rutas aguas
abajo diferentes dependientes de la activacion/inhibicion de dicho receptor de tirosina cinasa.

en donde un inhibidor alostérico se identifica cuando, en presencia de un ligando que se une al dominio de unién a
ligando del receptor, al menos una ruta aguas abajo se inhibe mientras que al menos otra ruta aguas abajo
permanece inalterada. El cambio en el estado de un indicador depende del indicador usado, y puede ser, como un
ejemplo no limitativo, un cambio en la fosforilacion de una proteina indicadora, o la variaciéon de no inducido a
inducido (o viceversa) de un gen. Preferiblemente, dicho cambio en el estado es un cambio en el estado de
fosforilacion.

Preferiblemente, los cambios en las rutas aguas abajo se realizan mediante la medida de los cambios en las rutas
de fosfosefializacion, incluyendo las rutas de sefalizacion de ERK1/2 y PLCy

En otra realizacion, un modulador alostérico de FGF-R se puede identificar usando un cribado de afinidad basado en
SEC-LC/MS segun se describe posteriormente:

La metodologia SEC-LC/MS es una técnica analitica usada para el cribado de afinidad que consiste en un sistema
bidimensional acoplado en linea: una cromatografia de exclusion por tamafio acoplada a una cromatografia de
liquidos de alta resolucion para el aislamiento seguido por una ionizacion por electropulverizacion — espectrometria
de masas de tiempo de vuelo para la deteccién.

El método se basa en la capacidad de algunos compuestos para interactuar con polipéptidos (incluyendo péptidos,
dominios proteinicos o proteinas de longitud completa) solubles. Después de mezclar un conjunto de compuestos
pequefios con el péptido de interés, el complejo péptido-ligando induce una variacion de masa que permite la
separacion de compuestos pequefios no unidos y unidos mediante cromatografia de exclusion por tamafios. A
continuacion, el complejo se disocia y los aglutinantes se separan del péptido y se detectan usando una LC/ESI-TOF
de alta resolucioén para la medida exacta de la masa (por ejemplo con un Waters LCT Premier Mass Spectrometer).
Un algoritmo de deconvolucidon permite la identificacion de moléculas unidas a partir del analisis de deteccion de
masas.

Para la identificacion de moduladores alostéricos de compuesto pequefio de FGFR, esta tecnologia se puede aplicar
al dominio extracelular de diferentes FGF-R, bien naturales o bien mutados. La forma natural permite la deteccion de
todos los aglutinantes para el dominio extracelular. Alternativamente, los moduladores alostéricos se pueden cribar
al usar una forma "abierta" de la hélice de FGF-R2 cercana al sitio de uniéon a SSR. Dicha forma "abierta" se puede
obtener mediante las mutaciones Tyr328Arg-11e329Lys que estabiliza una hélice alfa, permitiendo de ese modo la
sensibilizacion a la unién a SSR. A continuacion, el FGF-R2 mutado se usa en el cribado, en lugar del WT FGF-R2.
Una estrategia similar se puede usar para cribar FGF-R1, -R3 o - R4 con mutaciones en aminoacidos
correspondientes a Tyr328 e 1le329 en FGF-R2. La forma mutada en Tyr328Asp (FGF-R2) u otros FGF-R con una
mutacion en las posiciones correspondientes se puede usar como control. En efecto, SSR no se une al FGF-R2 que
esta mutado en Tyr328Asp cerca de un bolsillo hidréfobo. Por lo tanto, esta forma mutada se puede usar para
descartar parte de los compuestos que no interactian con el bolsillo elegido como diana en FGF-R2.

En todos los casos, esta estrategia conduce a la identificacion de compuestos pequefios capaces de unirse en el
bolsillo diana del péptido de interés. En una segunda etapa, se tiene que evaluar el efecto sobre la sefializacion en la
célula. Basandose en las rutas de fosfosefializacion identificadas con el “estuche de matrices de fosfocinasas
humanas “Proteome Profiler™ Array de R&D Systems, los moduladores alostéricos se puede comprobar mediante
ELISA (sobre extractos de proteina celular o directamente sobre células) con respecto a su capacidad para inhibir el
efecto de FGF-2 sobre HUVEC al nivel de cinasa de fosforilacion (sobre PYK2, eNOS, p53, c-jun, AKT, CREB,
Erk1/2) sin inhibicion de cinasas inalteradas detectadas con el perfilador de proteomas.
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Se puede seguir un enfoque similar para otras RTK: después de la identificacion de uno o mas dominios frustrados
en el dominio extracelular del receptor, dicho dominio frustrado se puede usar en un enfoque de SEC-LC/MS para
identificar aglutinantes en la region del dominio frustrado. El efecto del aglutinante sobre la ruta de sefializacion se
puede probar a continuacion usando el enfoque del fosfomapa, segun se describe anteriormente, o cualquier otro
sistema indicador de la ruta.

Se describe en la presente un compuesto compuesto pequeiio que se une a un sitio de unién alostérico, también
llamado "inhibidor alostérico" segun la invencion, y/o identificado con un método segun la invencion.

"Compuesto" significa cualquier compuesto quimico o biolégico, incluyendo moléculas, péptidos, peptidomiméticos,
proteinas, anticuerpos, carbohidratos, acidos nucleicos o derivados de los mismos organicos e inorganicos simples o
complejos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: A/ El experimento de PCR cuantitativa sobre HUVEC muestra solamente la expresion de FGFR1 y FGFR4.
B/ El analisis de RT-PCR identificaba las isoformas FGFR13 y FGFR4. FGFR1 esta bajo el formato de la variante llic
(C).

Figura 2: Células BaF/3 transfectadas con FGFR1Bllic-hMpl son capaces de proliferar cuando se activa el FGFR
insertado. Solamente FGF4 (A) es capaz de inducir FGFR1lllc mientras que FGF19 no lo es (B).

Figura 3: Representacion del compuesto SSR

Figura 4: Estudio sobre la actividad de SSR sobre la proliferacion de células endoteliales. A/ solamente FGF2 y
FGF4 estimulan la proliferacion de HUVEC indicando que FGFR1 conduce la proliferacién en estas células. B/ SSR
inhibe la proliferacion de HUVEC inducida por FGF2 indicando el antagonismo de FGFR1 por SSR. C/ En células
endoteliales de almohadilla fad de rata (RFPEC) transfectadas con FGFR1, FGF2 inducia la autofosforilacion de
FGFR1 que es inhibida solo parcialmente con SSR incluso en dosis altas. D/ Esta inhibicion no se debe a un efecto
competitivo de SSR sobre la unién a FGF2 en FGFR1 transfectado con PAEC o en HUVEC.

Figura 5: A/ Unién de un FGF1 lumiomarcado fluorescente FGF1 (FGF1-lumio) a un ECD purificado de FGFR2 sin el
marcador Fc (FGFR20123), al medir la velocidad de volteo como un parametro de anisotropia. No se observa
competicion directa entre SSR y FGF1-lumio. B/ SSR no es capaz de inhibir la multimerizacion de FGFR2 o la
dimerizacion de ¢/ FGF2.

Figura 6: Estudio sobre la actividad de SSR sobre la migracion quimiotactica de células endoteliales. A/ s6lo FGF2 y
FGF4 estimulan la migracion de HUVEC indicando que FGFR1 conduce la proliferacion en estas células. B/ SSR
inhibe la migracion quimiotactica de HUVEC inducida por FGF2 correspondiente a su efecto antagdnico sobre
FGFR1.

Figura 7: Estudio sobre la actividad de SSR sobre angiogénesis in vitro de células endoteliales. A/ solamente FGF2 y
FGF19 estimulan la angiogénesis de HUVEC indicando que FGFR4 controla esta etapa de diferenciacion en estas
células. B/ SSR inhibe la angiogénesis in vitro de HUVEC inducida por FGF2 correspondiente a su efecto antagénico
sobre FGFRA4.

Figura 8: Estudio sobre la actividad de SSR sobre la proliferacion y la migracion de PANCO02. Las células PANC02
proliferan (A) o migran (B) bajo estimulacién con FGF7 con o sin VEGF, sugiriendo una dependencia de FGFR2llIb
del sistema. SSR inhibe la proliferacion de PANCO02 inducida por FGF7 y la migracion celular inducida por
FGF7+VEGF, mostrando su capacidad para inhibir FGFR2IlIb.

Figura 9: Estudio sobre la actividad de SSR sobre la proliferacion de células de mieloma B9. A/ FGF1 induce la
proliferacion de células de mieloma B9 a través de FGFR3 y SSR inhibe esta estimulacion, indicando que SSR es
capaz de bloguear FGFR3. B/ No obstante, SSR no es capaz de inhibir la proliferacién de células B9 transfectadas
con un mutante de FGFR3 autoactivo (el dominio de cinasa esta fosforilado constitutivamente). Estos resultados
indican un efecto extracelular de SSR.

Figura 10: ensayo de migracion de HUVEC en el que SSR es incapaz de inhibir significativamente la migracion
celular inducida por diversos factores de crecimiento tales como IGF, PDGF-BB, EGF o PIGF. SSR es especifico
para FGFR y sélo bloquea la migracion de HUVEC inducida por FGF.
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Figura 11: Estudios de NMR que muestran la unién a SSR sobre el dominio Il de FGFR. A/ Analisis por 1D- y STD-
NMR de la unién a SSR sobre el dominio extracelular de FGFR1. No se observa saturaciéon con TNFR1a de control.
B/ Un estudio de 1D-NMR de la unién a SSR sobre diferentes dominios de FGFR1 demuestra que los espectros
obtenidos con longitud completa de FGFR1 y con el dominio Il de FGFR1 son similares, sugiriendo un sitio de
interaccion en el dominio Ill. C/ Valoracion isotérmica calorimétrica que muestra la capacidad para que SSR se una
sobre el dominio extracelular de FGFR2 y FGFRS3 (D).

Figura 12: Estudios de NMR (A, C) y ITC (B) que demuestran que SSR no es capaz de interactuar con FGF1 (A, B)
ni FGF2 (C). D/ No se observa interferencia en la union a SSR sobre FGFR1 después de la adicion de octasulfato de
sacarosa (SOS), un mimético de heparina, confirmando que SSR no interactda con el sitio de unién a heparina de
FGFR1.

Figura 13: El modelado informatico y la mutagénesis identifican un sitio de unién alostérico para SSR cerca del
aminoacido Y328. Los experimentos de ITC sobre el dominio extracelular de WT FGFR2 (A) muestran una
interaccion entre SSR y FGFR2. Esta unién fallaba cuando las medidas se realizan con mutante Y328D (B)
confirman que la mutacién Y328D hace a FGFR2 insensible a la unién a SSR.

Figura 14: Las medidas infrarrojas con transformada de Fourier (FTIR) de (A) FGFR25623-WT, (B) FGFR2-523-His,
(C) FGFR2-623-Tyr, (D) FGFR2-623-H/T (mutante doble H295L/Y328D) purificados, sin o con 100 uM de SSR (linea
negra y gris, respectivamente) identificaban un cambio de conformacién tanto en WT como en el mutante His295L
mientas que la mutacion Y328D hace al FGFR2 insensible para este cambio.

Figura 15: Analisis de transferencia Western de Erk1/2 activada, después de la estimulacion con FGF2 (0,5 ng/ml
durante 5 min) de células HEK293 transfectadas establemente con FGFR2-WT o -Y328D de longitud completa. El
valor de IC50 definido por densitometria (media + eem; tres experimentos independientes) muestra que el receptor
mutante FGFR2-Y328D (B) es aproximadamente 5 veces menos sensible a la inhibiciéon por SSR en comparacion
con FGFR2-WT (A).

Figura 16: A/ Analisis de transferencia Western del efecto de SSR en comparacion con el inhibidor de tirosina cinasa
FGFR SU5402 sobre células HEK transfectadas con FGFR2 estimuladas con FGF2. SU5402 inhibe la fosforilacion
de PLCy, FRS2 y Erk1/2 mientras SSR no inhibe la ruta PLCy, indicando un antagonismo sesgado por SSR (B).

Figura 17: Analisis de transferencia Western (A) del efecto de SSR sobre la fosforilacion de AKT inducida por FGF2
en HUVEC con la correspondiente grafica de cuantificacion (B). C/ Este efecto también es cuantificable con un
ELISA sobre células dirigido contra fosfo-AKT (Ser473). D/ Este efecto es independiente de la incapacidad de SSR
para competir con la unién a FGF sobre FGFR.

Figura 18: Identificacién de zonas frustradas putativas en el receptor VEGF-R2 usando el programa de software
AGADIR y analisis de mutaciones. (A) Algunas regiones que son propensas a sufrir cambios estructurales (p. €j.,
transiciones de lamina 3 a hélice a) se han identificado por. (B) Se han elegido dos lisinas (K609 y K648) para la
mutacién en aspartato debido a su proximidad al dominio transmembranario y su impacto mas negativo sobre la
propiedad de helicidad después de la mutacion.

Figura 19: Identificacion de zonas frustradas putativas en el receptor PDGF-RB usando el programa de software
AGADIR y analisis de mutaciones. Las mutaciones Lisina387 en Aspartato y Leucina383 en aspartato parecen tener
el impacto mas negativo sobre la propiedad de helicidad.

Figura 20: Representacion esquematica de la activacion de la rutas de sefalizacion de receptores VEGF-R2 y
PDGF-R( a través de Erk1/2 y PLCy. (A) sefalizacion de VEGFR2 después de la estimulacion con VEGF y (B)
sefalizacion de PDGF-RpB después de la estimulacion con PDGF.

Figura 21: Deteccion de la fosforilacion Erk1/2 en células HEK293 que sobreexpresan formas silvestres o mutadas
de receptores VEGF-R2 o PDGF-Rf usando un ensayo de transferencia Western o Surefire. (A) un ratéon silvestre
para VEGF-R2 y mutado en K609D o K648D se transfectaron establemente en células HEK293. Después de
inanicion y estimulacion sin (0) o con (+) VEGF de ratén, la fosforilacion de Erk1/2 se detecta mediante transferencia
Western. (B) representacion esquematica del ensayo Surefire para detectar la fosforilacion de Erk1/2 (esquema de la
izquierda) o PLCy (esquema de la derecha) sobre extractos proteinicos. (C) Dosificaciones de Alphascreen surefire
de Erk1/2 total o fosforilada en células HEK293 transfectadas con PDGFRp después de la estimulacion con 10% de
FBS, 1 0 50 ng/ml de PDGF-BB o sin estimulacion como control (0).
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Ejemplos
Materiales y métodos para los
Ensayo de unién por STD-NMR

El dominio extracelular (ECD; aminoacidos: 39-358) del gen de FGFR1 humano (P11362) se amplifico por PCR y se
cloné en el vector de E. coli pETTEV (con un marcador de His N-terminal seguido por un sitio de escision de TEV
proteasa), usando los sitios de restriccion Ndel y BamHI. Para la produccion de proteinas, el plasmido resultante
(PET FGFR1 D1 D2D3) se transformé en E. coli BL21(DE3) (Novagene). Las células se hicieron crecer a 37°C hasta
que la ODego alcanzaba 0,6 y la produccion de proteinas recombinantes se indujo al afiadir 1 mM de IPTG (isopropil-
b-D-tiogalactopirandsido). Después de 4 horas de induccion, las células se recogieron y se almacenaron a -80°C
hasta el uso. La pella celular (1 | de cultivo) se descongel6 y se resuspendié en 50 ml de tampén 1 (20 mM de
Tris/HCI, pH 7,5, 200 mM de NaCl) que contenia lisozima (2 mg) y 40 U de benzonasa (Merck). Las células se
rompieron mediante ultrasonidos, los cuerpos de inclusion (IB) se sedimentaron mediante centrifugacion (15.000 g,
20 min, 4°C), y la pella resultante se lavo dos veces con tampén 1. La pella de IB se disolvié en 20 ml de tampon de
desnaturalizacion (6 M de guanidina-HCI, 20 mM de Tris/HCI, pH 8,0, 200 mM de NaCl) durante 40 minutos a
temperatura ambiente. El residuo insoluble se retiré6 mediante centrifugacion (30.000 g, 30 min) y el sobrenadante se
carg6 en una columna Ni-NTA (Qiagen) preequilibrada con tampén A siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El ECD de FGFR1 se eluyd de la columna usando tampoén de desnaturalizacion con 500 mM de imidazol. Las
fracciones que contenia ECD se reunieron y se replegaron mediante la dilucion instantanea de la proteina
solubilizada (factor de dilucion 1:30) en 50 mM de Tris/HCI, pH 8,0, 250 mM de NaCl, 0,5 M de L-arginina, 2 mM de
EDTA, 0,02% de azida seguido por incubacién con agitacion sueva durante 24 h a 4°C. La mezcla de repliegue se
centrifugé a 30.000 g durante 20 min, se concentré a través de una membrana YM10 (concentracion final de
proteina 1 mg/ml) en una cubeta agitada Amicon, se dializ6 frente a 25 mM de Tris/HCI, pH 8,0, 2 mM de EDTA,
0,02% de azida, se aplico a una HiTrap Heparin HP 5ml (GE Healthcare) y se eluyd con un gradiente lineal de 0 a 2
M de NaCl. La purificacion final del ECD de FGFR1 se alcanzé mediante cromatografia de exclusion por tamafio
usando una columna Hi Load 26/60 75 pG (GE Healthcare) equilibrada con 25 mM de Tris/HCI, pH 8,0, 200 mM de
NaCl, 25 mM de L-arginina, 2 mM de EDTA, 0,02% de azida. FGF1 (aminoacidos: 16-155) y FGF2 (aminoacidos 9-
155) y TNF-R1a se expresaron y se purificaron. La integridad estructural del ECD de FGFR1 se demostré por su
capacidad para unirse a la columna de heparina (véase anteriormente) y mediante la formacion de un complejo con
FGF1. La formacion del complejo se analizd6 mediante cromatografia de exclusion por tamafio y analisis posterior
con SDS-PAGE.

Todos los experimentos de STD- y 1D-NMR se llevaron a cabo en un espectrometro BRUKER DRX600 de tres
canales y uno BRUKER DRX800 de cuatro canales a la temperatura estandar de 25°C (298°K) y se refirieron al
patron interno sal sédica de 3-trimetil-2,2,3,3-tetradeuteropropionato (TSP). Tipicamente, las muestras de NMR
contenian 0,5 ml de proteina (20-300 mM) en 25 mM de Tris/HCI, pH 8,0, 200 mM de NaCl, 25 mM de L-arginina, 2
mM de EDTA, 0,02% de azida (en 95% de H.O/5% de D,O). Para las medidas por 1D STD NMR de ligando
proteinico, los espectros se registraron con 1 mM de ligando SSR128129E (100 mM de solucion madre en DMSO) y
40 mM de proteina con irradiacién RF de 2s débil sobre resonancias de metilo de proteinas separadas. La supresion
del agua se llevé a cabo usando la secuencia estandar Bruker WATERGATE 3-9-19. Los datos de NMR se
procesaron usando el software Bruker program xwin NMR.

Medidas calorimétricas de valoracion térmica (ITC)

Todos los experimentos calorimétricos se realizaron a 30°C con un calorimetro de valoracion VP-ITC (MicroCal Inc.,
Northampton, MA) segun se describe previamente 4 Las valoraciones implicaban la adicién de partes alicuotas de
10 yl de 1,25 mM de SSR a través de agitador giratorio-jeringa a la cubeta de solucién que contenia 1,407 ml de los
10 - 20 puM de la proteina interactiva (es decir FGFR2°'*, FGFR2?® y sus mutantes y subdominios descritos,
FGFR3%'%, FGF1, FGF2 y folistatina (como control negativo) a intervalos de 4 min. Se mantuvo una velocidad de
agitacion constante de 300 rpm y los datos se ajustaron a modelo de un solo sitio no interactivo estandar
suministrado por MicroCal, con n fijado como 1,0. Todas las medidas se realizaron en 10 mM de HEPES pH 7,2, 150
mM de NaCl, y las proteinas se purificaron como se describe previamente (Pellegrini y cols., 2000). La mutagénesis
se realizé usando el 'estuche de mutagénesis dirigida al sitio' (Stratagene).

Medidas de infrarrojo con transformada de Fourier

Las medidas de infrarrojo con transformada de Fourier se realizaron usando un espectrometro de FT-IR Bruker
Tensor 37 equipado con una celdilla de flujo AquaSpec. El compartimento de muestra se termostatizé hasta 25°C,
Se promediaron 100 espectros para una buena relacion de sefial a ruido. Las proteinas se purificaron como se
describe anteriormente. Inmediatamente después de la filtracion en gel, las proteinas se dializaron durante la noche
en la misma preparacién de tampén (10 mM de Hepes pH 7,2, 150 mM de NaCl) en presencia o ausencia de SSR.
Se usaron muestras de tampoén de didlisis para sustraer la sefial de fondo. Los analisis se realizaron usando el
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paquete de software OPUS, proporcionado por Bruker. La interpretacién de los resultados se realizd como se
describe {Barth, 2002 #60}.

Estudios de transfeccion de HEK293 y fosforilacion de Erk1/2, PLCy y FRS2

Células HEK293 se transfectaron bien transitoriamente o bien establemente (usando FUGENE 6, Roche) con
hFGFR2Illca o hFGFR2llica-Y328D clonado en pcDNAS3 (Invitrogen). Las células transfectadas establemente se
hicieron crecer en medio que contenia G418 (400 pg/ml). Antes de la estimulacién, las células se sometieron a
inanicién durante la noche en DMEM (0% de suero) y se preincubaron con SSR128128E a la concentracién
requerida. Posteriormente, las células se estimularon con FGF2 (concentracion entre 0,5-10 ng/ml) durante 5 min a
37°C con o sin SSR o0 SU5402 a 1 uyM. Después de lavar con solucién salina tamponada con fosfato enfriada con
hielo que contenia inhibidores de fosfatasa (Roche), las células se sometieron a lisis en tampdn de RIPA (Tris 30
mM de HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de Triton-X, 0,5% p/v de desoxicolato, que contenia
inhibidores de fosfatasa y proteasa segun se describe por el fabricante (Roche)). Los lisados celulares se
centrifugaron a 12.000 g durante 10 min y los sobrenadantes se recogieron. Las proteinas se separaron en geles de
poliacrilamida Novex (Invitrogen, Carlsbad, CA) y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
Hybond ECL (Amersham Pharmacia). Después de la incubacion con 5% de leche desnatada en polvo en PBS, las
membranas se incubaron durante la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos: fosfo-ERK1/2 (CST:9101), fosfo-
FRS2 (CST:3861), fosfo-PLCy (CST:2821) y FGFR2 (F0300, Sigma).

Proliferacion de células BaF/3 transfectadas con FGFR

La construccion de células BaF/3 usadas en este experimento se ha descrito con detalle en la solicitud
WO02007/080325.

PCR cuantitativa en tiempo real

Se aislé ARN total de HUVEC usando el reactivo Trizole (Invitrogen, USA) y el estuche RNeasy (Qiagen, Alemania),
a partir del cual se prepard posteriormente ADNc usando el estuche de transcripcion inversa Quantitect (Qiagen,
Alemania). Se disefiaron grupos de cebadores y sondas MGB TagMan® marcadas con colorante FAM™
(Eurogentec, Bélgica) para FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4 y TBP humanos y se llevaron a cabo reacciones de
PCR en un sistema de PCR en tiempo real rapido 7500 (ABI, Alemania). Cada muestra se analiz6 por triplicado junto
con patrones especificos y sin controles de plantilla. Las amplificaciones se llevaron a cabo usando 2X TagMan®
Universal PCR Master Mix, 20X Assays-on-demand™ Gene Expression Assay Mix. Los calculos del nimero de
copias inicial de ARNm en cada muestra se realizaron segun el método del umbral del ciclo (CT). Los nimeros de
copias de FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, ARNm se normalizaron usando los niveles de ARNm de TBP.

Medidas de la fosforilacién de FGFR1

Células endoteliales de almohadilla grasa de rata, establemente transfectadas con hFGFR1llica-hemaglutinina, se
hicieron crecer hasta 80-90% de confluencia y se agotaron en suero (0,5% de FBS) durante 24 h. La estimulacion se
realizé durante 5 minutos con FGF2 a 2 ng/ml en combinacién con SSR o DMSO (como control). Los lisados
celulares se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min, y los sobrenadantes se recogieron. Las proteinas marcadas
con HA se inmunoprecipitaron mediante la incubacion de los lisados celulares durante la noche a 4°C en presencia
de anticuerpos anti-HA conjugados a agarosa. Los complejos inmunitarios se lavaron tres veces con 1 ml de tampdn
de lisis; las proteinas se eluyeron a través de incubacion con 50 pl de 2x tampoén de muestra de SDS y ebullicion.
Las proteinas se separaron sobre geles de poliacrilamida Novex (Invitrogen, Carlsbad, CA) y posteriormente se
transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Pharmacia). Después de la incubacion con
5% de leche desnatada en polvo en PBS, las membranas se incubaron durante la noche a 4°C con los siguientes
anticuerpos: pFGFR (CST: 3471) y FGFR1 (CST: 3472).

Medidas de anisotropia

Para determinar si SSR inhibe la unién de FGF1 a su bolsillo de unién, se purificé todo el dominio extracelular de
FGFR2 sin marcador de Fc (FGFR27'%) y se midi6 la velocidad de volteo (como un parametro de la anisotropia) de
un FGF1 lumiomarcado fluorescente FGF1 (FGF1-lumio; concentracion constante de 1 uM) en presencia de
concentraciones variables de FGFR2?'? sin (azul) o con (rojo) SSR (1 mM). Cuando se afiadia FGFR2”'® a FGF1-
lumio, la velocidad de volteo del complejo ligando/receptor era menor que la FGF-lumio solo, debido a su mayor
tamafio. Un gran exceso molar (1.000 veces) de SSR no alteraba la velocidad de volteo del complejo, confirmando
que SSR no desplaza FGF de FGFR.
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Proliferacion de HUVEC

Se recogen células HUVEC confluentes y se siembran 5 10* células en 100 pl de RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014)
con 0,5% de FCS (Hyclone, SH30070.03), 2 mM de glutamina, aminoacido no esencial en MEM 1x (Gibco, 11140-
035), piruvato sédico en MEM 1x (Gibco, 11360-039) por pocillo en placas de 96 pocillos revestidas con colageno
(Beckton Dickinson, 354650) durante la noche. A continuacion, el medio se retira y se reemplaza por 50 pl de medio
que contiene 2x FGF2 (R&D, 234-FSE-025), FGF4 (R&D, 235-F4-025) o FGF-19 (produccion interna) y 50 pl de 2x
SSR (200 o 600 nM). Las células se incubaron en una camara de CO, a 37°C durante 3 dias y la proliferacion se
evalua al cuantificar el contenido de ATP con 100 pl del estuche "Cell Titer Glo Luminescent cell viability" (Promega,
G7571).

Migracion quimiotactica de HUVEC

Se recogen células HUVEC confluentes y se resuspendieron en RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014) sin FCS, 2 mM
de glutamlna aminoacido no esencial en MEM 1x (Gibco, 11140-035), piruvato sédico en MEM 1x (Gibco, 11360-
039) a 0,8 10° células/ml. Se distribuyen 250 pl de solucion celular con 4x SSR en la camara superior de BD Biocoat
Angiogenesis System de 24 pocillos para la migraciéon de células endoteliales (BD Biocoat, 354144) y 750 ul de
medio en la camara inferior con FGF2 (R&D, 234-FSE-025), FGF4 (R&D, 235-F4-025) o FGF-19 (produccion
interna) a 67 ng/ml. Las placas se incuban 22 h a 37°C en una camara de CO,. A continuacion, se retira la insercion
de la placa y se pone en una nueva placa de 24 pocillos (Falcon, 353504) que contiene 500 ul de calceina
(Molecular probes, C-3100) durante 90 min. Entonces, las células migradas son fluorescentes y la migracion se mide
mediante un luminémetro con lectura descendente después de la excitacion a 485 nm y la emision a 535 nm.

Angiogénesis de HUVEC in vitro

Se prepararon geles de colageno/Matrigel al distribuir en cada pocillo de un Chamberslide (colageno Biocoat
Cellware, Tipo |, caras de cultivo de 8 pocillos: Becton dickinson 354630), 160 pl de Matrigel diluido 1/6 (Matrigel
reducido con factor de crecimiento: Becton dickinson 356230) en colageno | (colageno de cola de rata, tlpo I: Becton
dickinson 354236). La polimerizacion se produce a 37°C durante 1 h. A continuacién, se afiaden 15. 10® HUVEC por
pocillo en 400 pl de medio EBM (Clonetics C3121) + 2% de FCS + 10 pyg/ml de hEGF. Las células endoteliales se
estimulan con 10 ng/ml de FGF2 (R&D, 133-FB-025), FGF4 (R&D, 235-F4-025) o FGF19 (R&D, 969-FG-025)
durante 24 h a 37°C en una camara de CO,. A continuacion, la longitud total de los pseudotibulos se cuantifica
usando un sistema de bioecografia (Imagenia Biocom, Courtaboeuf, Francia).

Analisis por transferencia Western de la fosforilaciéon de AKT en HUVEC

Se siembran celulas HUVE (Promocell, C-12200) en un disco revestido con colageno | de 35 mm (BD Biocoat,
354456) a 0,5.10° células en 2 ml de medio EBM (Clonetics, CC-3121) que contiene 2% de FBS (Clonetics, CC-
4101), 10 pg/ml de hEGF (Clonetics, CC-4017) del estuche EGM singlequots (Clonetics, CC-4133), 1.250 ng/ml de
heparina (Sigma, H3149) y 375 ng/ml de ECGS (BD Biosciences, 356006). A una confluencia de 90%, las células se
someten a inanicion durante la noche en 1,8 ml de RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014), 0,5% de FCS, 2 mM de
glutamina, 1 mM de aminoacidos no esenciales (Invitrogen, 11140-050), piruvato sédico (Invitrogen, 11360-070). El
dia después, las células se estimulan 10 min mediante 200 pl de medio de inaniciéon equilibrado que contiene 10x
FGF-4 (30 ng/ml; R&D, 235-F4-025) con o sin 10x SSR (3 uM). Posteriormente, las células se enjuagan con PBS fria
y la célula se somete a lisis con 75 pl de RIPA que contiene 2,5 mM de ortovanadato y céctel de inhibidores de
proteasa (Sigma, P8340). Los lisados celulares se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min, y los sobrenadantes se
recogieron. Las proteinas se separaron sobre 4-20% de geles de tris-glicina/poliacrilamida Novex (Invitrogen) y
posteriormente se transfirieron sobre membranas de nitrocelulosa (Invitrogen, IB3010-01). Después de la incubacion
con 5% de leche desnatada en polvo en TBS-0,05% de Tween 80, las membranas se incubaron durante la noche a
4°C con el anti-fosfoAKT (Ser473, CST, 4058) diluido 1.000x en TBS, Tween, 1% de BSA. La sefial de cada punto
se obtiene después de la detecciéon quimioluminiscente con SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate
(Thermo Scientific, 34076) y la densidad del punto se cuantifica usando un Biolmaging System Chemigenius2
(Syngene).

ELISA de fosforilacion de AKT sobre células

Se recogen células HUVEC confluentes y se siembran 5 10* células en 50 pl de RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014)
con 0,5% de FCS (Hyclone, SH30070.03), 2 mM de glutamina, aminoacido no esencial en MEM 1x (Gibco, 11140-
035), piruvato sodico en MEM 1x (Gibco, 11360-039) por pocillo en placas de 96 pocillos revestidas con colageno |
(Beckton Dickinson, 354650) durante la noche. Las células se estimulan 5 min con 100 pl de medio staved
equilibrado sin FCS que contiene 20 ng/ml de FGF4 y 600 nM de SSR. A continuacion, afiadanse 50 ul de PFA al
8% en PBS (Polysciences, 18814) durante 15 min a temperatura ambiente y lavense las células 3 veces con 200 pl
de PBS durante 2 min. Los sitios no especificos se bloquean durante 1 h a temperatura ambiente con PBS, Triton al
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0,3%, suero normal de cabra al 0,1% (Zymed, 50-062Z) y el tampo6n de bloqueo se extrae y se reemplaza por
anticuerpo antifosfo-AKt (Ser473) (CST, 4058) diluido 1/500 en PBS, Triton al 0,3% durante la noche. A
continuacion, el anticuerpo primario se elimina y se lava 3 veces con 200 pyl de PBS durante 2 min. Se usa
anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas de conejo conjugado a HRP (CST, 7074) para detectar la
fosforilacion de AKT después de una diluciéon 1/2.000 en PBS, 0,3% de Triton durante 2 h a temperatura ambiente. A
continuacion, las células se enjuagan con PBS y se afiaden 100 ul de sustrato de HRP (Uptima, UP664781) durante
20 min en una habitacién oscura. La reacciéon enzimatica se finaliza con 100 yl de tampén de finalizacion (Uptima,
UPS29590) y se mide la OD a 450 nm.

Unién a FGF-2 en células 300-19 transfectadas con FGFR

El FGF2 se marcd con Alexa Fluor 488 C5-maleimide (Invitrogen, A10254) siguiendo las recomendaciones del
comprador.

Este AF488-FGF2 se us6 en 10 ng/ml en experimentos de union sobre células pre-B 300-19 murinas con las
construcciones FGFR1 o FGFR4 en plasmidos pEF6-V5/His (Invitrogen). Se preincubd SSR (300 nM finales) 20 min
con células en RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014) con 10% de FCS (Hyclone, SH30070.03), 2 mM de glutamina,
aminoacido no esencial en MEM 1x (Gibco, 11140-035), piruvato sédico en MEM 1x (Gibco, 11360-039) y 150 mM
de monotioglicerol (Sigma, M6145) a 4°C bajo agitacion a 150 rpm. A continuacion, se afiade FGF2 (10 ng/ml
finales) durante 30 min y la union se mide usando un citémetro de flujo FACS Calibur (Beckton Dickinson). También
se analiza la fluorescencia mediana para cada condicion.

Migracion celular con diversos factores de crecimiento

La migracion celular se determind mediante un ensayo en camara de Boyden modificado, al usar inserciones de 24
pocillos que contenian soportes permeables Transwell de un tamafio de poro de 8 um con una membrana de
policarbonato (Costar, Corning Inc.). Las células que crecian exponencialmente se sometieron a inanicién en medio
que contenia 0,2% de FBS durante 16 horas y se resuspendieron a 5 x 10° células/ml en el mismo medio bajo en
suero. Se sembraron 100 pl de la suspensién celular en la camara superior, mientras que los quimioatrayentes y/o
SSR se pusieron en la camara inferior. Los quimioatrayentes probados incluyen: PDGF-BB, IGF-I, PIGF, EGF
humanos, todos en 100 ng/ml, en presencia o ausencia de SSR (1 uM). Se us6 medio que contenia 10% de FBS a
control positivo. Después de 6 horas de incubacion a 37°C, las células sobre la cara superior de la membrana se
eliminaron usando una torunda de algodén, mientras que las células migradas sobre la superficie inferior se fijaron
con 1% de paraformaldehido en PBS y los nucleos se tifieron con DAPI para la cuantificacion usando un microsope
fluorescente. La quanitifcation se realiza al formar 5 imagenes aleatorias con una amplificacion 10x y al contar el
numero de nucleos.

Proliferacion y migracion de PANC02

La proliferaciéon celular se analizdé sobre células que crecen exponencialmente que se sometian a inaniciéon durante
16 horas en 100 pyl de RPMI 1640 (Invitrogen, 32404-014) con 0,2% de FBS (Hyclone, SH30070.03), 2 mM de
glutamina, aminoacido no esencial en MEM 1x (Gibco, 11140-035), piruvato sédico en MEM 1x (Gibco, 11360-039) y
se sembraron a 4.000 células/pocillo en microplacas de 96 pocillos. Después de la exposicion a mitégenos y/o SSR
durante 72 horas, la proliferacion celular se determiné con el uso del CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU. de A.) segun las instrucciones del fabricante. La
migracion celular se determind mediante un ensayo en camara de Boyden modificado, al usar inserciones de 24
pocillos que contenian soportes permeables Transwell de un tamafio de poro de 8 um con una membrana de
policarbonato (Costar, Corning Inc.). Las células que crecian exponencialmente se sometieron a inanicién en medio
que contenia 0,2% de FBS durante 16 horas y se resuspendieron a 5 x 10° células/ml en el mismo medio bajo en
suero. Se sembraron 100 pl de la suspensién celular en la camara superior, mientras que los quimioatrayentes y/o
SSR se pusieron en la camara inferior. Se usé medio que contenia 10% de FBS a control positivo. Después de 6
horas de incubacién a 37°C, las células sobre la cara superior de la membrana se eliminaron usando una torunda de
algodon, mientras que las células migradas sobre la superficie inferior se fijaron con 4% de para formaldehido y los
nucleos se tifieron con DAPI para la cuantificacion.

Proliferacion de células de mieloma B9

La proliferacién celular se analizé sobre células que crecen exponencialmente que se sometian a inaniciéon durante
16 horas en IMDM (Invitrogen, 31980048), 0,2% de FBS, medio que contiene glutamina 2 mM y sembradas a 4.000
células/pocillo en microplacas de 96 pocillos. Después de la exposicion a mitdgenos y/o SSR durante 72 horas, la

proliferacién se determin6 con el uso del CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, Wisconsin, EE. UU. de A.) segun las instrucciones del fabricante.

Ensayo Alphascreen surefire
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Dia 0: siémbrense en placa células HEK293:mVEGFR2wt o HEK293:PDGFRM a 10.000 células/pocillo (placa de 96
pocillos Costar que se une a células) y déjese que se unan durante la noche

Dia 1: sométanse a inanicion las células en DMEM (0% de suero) durante un minimo de 3 h; preparese una mezcla
de 50 ng/ml de VEGF 164 o PDGF-BB en DMEM (0% de suero) y estimulese durante 5 o 15 minutos; sométanse las
células a lisis en tampon de lisis procedente del ensayo SureFire (Perkin Elmer): sométanse las células a lisis en 50
pl de tampdn, agitese la placa durante 10 min a TA y a continuacién congélese a -20°C hasta un uso adicional;
férmese una mezcla de tampon de lisis con proteina y analicese con pERK1/2, ERK1/2 total y un pPLCy de disefio
personalizado y PLCy total segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 1: Identificacion de SSR128129E como un inhibidor alostérico multi-FGFR

El objetivo de este estudio era desarrollar compuestos quimicos de bajo peso molecular que se unan al dominio
extracelular (ECD) de FGFR e inhiban la sefializacion de FGFR. Dado que es un reto prever como podria actuar un
compuesto pequefio con un polipéptido mucho mayor (es decir FGF) a través de simple impedimento estérico para
el sitio ortostérico, se utilizaron formatos de ensayo de unién a multiples ligandos para determinar si cualesquiera
compuestos identificados estaban actuando ortostéricamente of a través de un mecanismo alostérico. Inicialmente,
se desarrolld6 un ensayo de unién por proximidad con centelleo (SPA) de alto rendimiento para identificar
compuestos que inhiban la unién de '2°|_EGF2 a FGFR1-ECD, que consiste en los tres dominios similares a Ig D1-3,
acoplado a un fragmento Fc (FGFR‘IMS/FC). Después del cribado de >20.000 compuestos la optimizacién quimica,
un compuesto, SSR128129E (abreviado como "SSR" de ahora en adelante), inhibia la unién de 25_FGF2. En
ensayos de SPA adicionales, SSR actuaba como un inhibidor multi-FGFR, bloqueando la unién de diferentes
ligandos de FGF a diversos FGFR mientras que no inhibia la uniéon de >100 ligandos distintos con homologia
estructural relacionada o composicién quimica totalmente diferente a su receptor cognado; este hallazgo sugeria
bien un mecanismo competitivo (ortostérico) o bien ademas una interaccion alostérica caracterizada por una alta
capacidad de cooperacion negativa (Christopoulos y Kenakin, 2002).

Una caracteristica distintiva de las interacciones alostéricas es el fenédmeno de 'dependencia de la sonda’, es decir,
variaciones en la magnitud y la direcciéon de una interaccion alostérica dependiendo de la naturaleza del complejo
ligando-receptor ortostérico con el que esta interactuando el modulador (May y cols., 2007). Para determinar si los
efectos de SSR sobre la union de '®I-FGF2 en el SPA dependian de la configuracion de la proteina de fusion
FGFR/Fc manipulada sembrada sobre un sustrato artificial, se estudié a continuacién si SSR inhibia la unién de un
FGF1 lumiomarcado (FGF1-lumio) fluorescente a un ECD purificado de FGFR2 sin el marcador Fc (FGFR2?'%), al
medir la velocidad de volteo como un parametro de anisotropia. Cuando se anadia FGFR2'% a FGF1-lumio, la
velocidad de volteo del complejo ligando/receptor era menor que la de FGF-lumio solo debido a su mayor tamafrio. Si
SSR inhibia la unién del ligando, la velocidad de volteo se debe incrementar de nuevo. Sin embargo, incluso a con
un exceso molar de >1.000 veces, SSR no alteraba la velocidad de volteo del complejo, indicando una falta de
competicion directa entre SSR y FGF1-lumio (figura 5A). Finalmente, los ensayos de union con I'®-FGF2 sobre
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) o células endoteliales adrticas porcinas que sobreexpresan
FGFR1 (PAE-FGFR1) también revelaban que SSR (incluso con concentraciones UM altas) era incapaz de inhibir la
union de I'®-FGF2 a su receptor cuando el Ultimo se expresa en su conformacion mas natural en células intactas;
sin embargo, un anticuerpo para aFGF2 neutralizador era eficaz. En este ultimo paradigma experimental, y en
contraste con el SPA, SSR tampoco antagonizaba la unién de los ligandos FGF adicionales a otros FGFR (es decir
FGF2 o FGF4 a FGFR2; FGF2 a FGFR4).

Colectivamente, estos resultados indicaban que la actividad inhibidora de SSR sobre la unién de ligandos FGF era
muy dependiente de la conformacion del FGFR, e incoherente con un simple mecanismo competitivo que confiaba
en el impedimento estérico para un dominio de unién solapado. La capacidad de moduladores alostéricos de
compuesto pequefio para afectar diferencialmente a la union de ligandos ortostéricos dependiendo de las
condiciones de ensayo, segun se apunta en la presente para el FGFR, se ha presentado previamente en el campo
de los GPCR (Litschig y cols., 1999; Price y cols., 2005). Presumiblemente, el FGFR1?”'%®/Fc existe en una
conformacién que permite la transmision de un efecto alostérico negativo sobre la afinidad de 2_FGF2 por la unién
de SSR, mientras que la ausencia del marcado Fc, o la expresion de todo el receptor intacto en su ambiente natural,
no lo hace.

Ejemplo 2: SSR es un inhibidor alostérico y multi-FGFR

Debido a que el analisis de la expresion de FGFR sobre células HUVEC (C-12200, Promocell) mediante PCR
cuantitativa (Figura 1A) y RT-PCR usando cebadores especificos para detectar la expresion del gen de FGFR
(Figura 1B) y variantes de FGFR1 (Figura 1C) demostraba solo la expresion de FGF-R4 y FGF-R1B3c, en primer
ligar se usaron células HUVE para estudiar la actividad antagonista de SSR sobre diferentes FGFR. Se sabe que
FGF19 estimula especificamente FGFR4, mientras que FGF4 (pero no FGF19) activa solamente FGF-R1 en células
BaF/3 transfectadas con la proteina de fusion FGFR1-hMpl (Figura 2A) mientras que FGF19 no puede hacerlo
(Figura 2B). Asi, FGFR1 y FGFR4 en HUVEC pueden ser estimulados con FGF4 y FGF19, respectivamente.
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La proliferacion de HUVEC se estimula con FGF2 y FGF4 pero no con FGF19 (Figura 4A, sugiriendo que la
proliferacion de HUVEC esta bajo el control de FGFR1. SSR es capaz de inhibir la proliferacion de HUVEC inducida
por FGF2, indicando que SSR inhibe el receptor FGFR1B3c (Figura 4B). Ensayos de union con I'®-FGF2 sobre
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) o células endoteliales adrticas porcinas que sobreexpresan
FGFR1 (PAE-FGFR1) revelaban adicionalmente que SSR (incluso a concentraciones uM altas) era incapaz de
inhibir la unién de 1'*>-FGF2 a su receptor. Sin embargo, un anticuerpo para aF GF2 neutralizador era eficaz (Figura
4D). También se ensay6 si SSR inhibia la autofosforilacion de FGFR, una etapa critica en la sefalizacion de FGFR.
La inmunoprecipitacion de FGFR1 expresado en células epiteliales de almohadilla grasa de rata, seguida por
inmunotransferencia de FGFR1 fosforilado, revelaba que la fosforilacién de la tirosina FGFR1 inducida por FGF2 era
muy reducida por SSR en el intervalo de concentracion nanomolar (Figura 4C). Notablemente, incluso en dosis altas,
SSR no elimina completamente la fosforilacion de la tirosina FGFR1, dejando un bajo nivel residual (Figura 4C). El
efecto de SSR sobre la unién de FGF1 lumiomarcado en el dominio extracelular de FGFR2 se ha analizado y SSR
no inhibe la interaccion FGF1/FGFR2 (Figura 5A). Del mismo modo, SSR no es capaz de inhibir la dimerizacion de
FGFR2 o FGF2 (Figura 5B y 5C).

La migracion de HUVEC también se estimulé mediante FGF2- y FGF4 pero no mediante FGF19 (Figura 6A). SSR,
en este contexto, también es capaz de inhibir la actividad de FGFR1 conduciendo a una reduccion de la migracion
quimiotactica de HUVEC inducida por FGF2 (Figura 6B).

A la inversa, la angiogénesis in vitro es estimulada por FGF2 y FGF19 mientras que FGF4 es inactivo, sugiriendo
que FGFR4 controla la angiogénesis in vitro en este ensayo (Figura 7A). A un intervalo nanomolar bajo, SSR
bloquea la angiogénesis de HUVEC inducida por FGF2, demostrando que SSR es capaz de inhibir el proceso celular
controlado por FGFR4 (Figura 7B).

A fin de evaluar la actividad de SSR sobre FGFR2 y sobre la variante FGFR2-1lIb, se han usado la proliferacion y la
migracion de células PANCO02 debido a que estas respuestas celulares se pueden estimular mediante 100 ng/ml de
FGF7 (Figura 8A y 8B), un ligando especifica para FGFR2-lllb. La induccion de FGF7, con o sin VEGF, es
bloqueada por la adicion de 100 nM de SSR, mostrando que SSR es capaz de inhibir el receptor FGFR2 y la
variante 3b (Figura 8A y 8B).

Para estudiar el efecto de SSR sobre FGFR3, se ensayo la proliferacion de células de mieloma B9, que expresan
bien FGFR3wt 0 bien FGFR31p (una variante de FGFR3 activada constitutivamente inducida por la mutacion K650E,
incluso en ausencia de cualquier ligando; Truedel y cols; blood 2006), mediante la estimulacion con FGF1 (25
ng/ml). Mientras que la linea celular B9-FGFR3wr podia ser inducida por FGF1 e inhibida por 0,1 yM de SSR (Figura
9), la linea celular B9-FGFR31p era insensible a SSR (Figura 9), indicando que SSR puede inhibir el receptor FGFR3
y confirmando que SSR no actia sobre el dominio de cinasa de FGFR.

Conjuntamente, estos resultados indican que SSR es capaz de inhibir todas las isoformas de FGFR (FGFR1, R2, R3
y R4) y variantes de FGFR.

Ejemplo 3: SSR no es capaz de inhibir respuestas celulares inducidas por otros factores de crecimiento

Puesto que SSR inhibia diferencialmente la eficacia de sefalizacion mediada por FGF, se investigd posteriormente
si también afecta a respuestas celulares dependientes de FGF in vitro. Usando HUVEC, SSR inhibia los efectos
quimiotacticos de FGF2.

SSR no afectaba a respuestas celulares inducidas por PIGF, EGF, PDGF-BB e IGF, que se sabe que activan todos
miembros de la familia de receptores de tirosina cinasa (Figura 10).

Ejemplo 4: SSR128129E se une a un sitio alostérico en el dominio D3 similar a Ig de la regién extracelular de FGFR:

Puesto que SSR era un inhibidor multi-FGFR, se usaron fragmentos polipeptidicos de los diversos subtipos de
FGFR (humano). Los espectros de NMR con diferencia de transferencia de saturacion (STD-NMR) de SSR
revelaban que SSR se une al ECD de FGFR1 (FGFR1%'?) (Figura 11A). Esto se confirmé mediante el analisis del
perfil de (1 D)-NMR unidimensional, que revelaba un ensanchamiento del pico de la sefial de FGFR17'® al afadir
SSR (Figura 11A). Esta union es especifica debido a que no se observa union con proteina extracelular de TNF-R1
(Figura 11A). A continuacion, se usaron fragmentos de ECD de FGFR para cartografiar el sitio de unién de SSR a
uno de los tres dominios de Ig. Las medidas de 1 D-NMR de un fragmento que contiene solamente el dominio D3
(FGFR1%) identificaron un sitio de unién para SSR en este dominio yuxtamembranario (Figura 11B). De hecho,
FGFR1%® y FGFR1%'? dan sefiales idénticas (linea ancha) lo que significa que se obtuvo la misma afinidad para
estas proteinas mientras que FGFR1°"? y FGFR1% provocan lineas finas (Figura 11B). La calorimetria de valoracion
isotérmica (ITC), que usa dos fragmentos de ECD, FGFR2?® (que consiste en el dominio D2 y 3) y FGFR3%%,
revelaba que SSR se unia a FGFR2 y FGFR3 (Figuras 11C y 11D).
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La unién de SSR al dominio D3 de FGFR era especifica, ya que el compuesto no se unia a ligandos FGF (FGF1 y
FGF2; Figura 12A, 12B y 12C) cuando se analizaba mediante ITC o STD-NMR. Por otra parte, la heparina no
interferia con la uniéon de SSR a FGFR, ya que STD-NMR revelaba una sefial comparable de SSR al FGFR bien en
presencia o bien en ausencia del analogo de heparina octasulfato de sacarosa (SOS, Figura 12D).

Ejemplo 5: La union alostérica de SSR induce el cambio de conformacion en FGFR

A continuacion, se exploré si se podia obtener una evidencia directa de un cambio de conformacién del FGFR
mediado por la uniéon de SSR a la region identificada en los experimentos precedentes. Por lo tanto, se realizaron
medidas espectroscopicas infrarrojas con transformada de Fourier (FTIR) de fragmentos de ECD de FGFR2, que
consisten en los dominios dominios D2-3 (FGFR2%%). La adicién de SSR a cualquier variante daba como resultado
un incremento en la amplitud de la banda de amida | del espectro de FTIR con un maximo alrededor de 1,640 cm'1,
de acuerdo con un cambio de conformacion global (Figura 12A).

Se explord posteriormente si SSR se unia a residuos de aminoacido que forman parte del sitio ortostérico en D3 0 a
un sitio alostérico alternativo. Inicialmente, se usaron los algoritmos de acoplamiento molecular de los paquetes de
software MOLEGRO, Autodock y YASARA vy datos cristalograficos disponibles. Las pruebas de acoplamiento de
SSR sobre FGFR2% usando ambos métodos identificaron dos sitios de unién putativos, uno centrado alrededor de
His** y el otro alrededor de Tyr328; estos sitios de unién putativos estan, con relacion al sitio de union al ligando
FGF, situados en la cara opuesta del receptor y forman un bolsillo hidréfobo ~ 25 A a partir del sitio de unién
ortostérico. Notablemente, ambos residuos no se solapan con residuos del bolsillo de unién a FGF ortostérico. Para
evaluar la importancia funcional de ambos sitios de union de SSR putativos, se usoé el software FoldX de campo de
fuerza molecular (Schymkowitz y cols., 2005) para disefiar mutaciones que reducirian o eliminarian la unién al
ligando alostérico, sin, sin embargo, perturbar la estabilidad de conformacion global de la estructura: (i) FGFR2%%*
Y3280 que retira una interaccion hidréfoba con SSR al reemplazar el residuo aromatico por un aspartato cargado
negativamente; (i) FGFR2%>"2% " que retira un residuo critico del otro sitio de unién putativo para SSR; vy (i) el
mutante doble FGFR2%23Y328DMH293L (denominado FGFR2323'YH). Los experimentos de unién por ITC mostraban que
SSR no se unia a FGFR22Y3%P (Figura 13B y 13C). Estos hallazgos son coherentes con un modelo por el que
SSR se une a un sitio alostérico formado por un bolsillo hidréfobo cerca del sitio de unién a ligando ortostérico, y en
el que el residuo Tyr328 pareces ser critico para mediar en la interaccion entre SSR y FGFR2. También se analiz6 el
espectro de FTIR de los susodichos fragmentos de FGFR2 mutados. Ninguna de estas mutaciones sencillas o
dobles inducian a una variacion importante en el espectro de FTIR, indicando que la configuracion tridimensional
global de estas variantes de FGFR era comparable. SSR inducia una variacion comparable del espectro de FTIR de
FGFR27212%3L y ¢| fragmento de FGFR2%? natural (Figura 14A y 14B) sugiriendo que la mutacién His293 en Leu293
no es suficientemente drastica o que His293 no esta muy implicado en la interaccion con SSR. En contraste, SSR no
inducia este cambio en el espectro de FTIR de los fragmentos de FGFR2?7*% o FGFR2%*'" mutados (Figura
14C y 14D), indicando que el residuo Tyr*?®® era en efecto critico para mediar en el cambio de conformacion
alostérico de FGFR2 al unirse a SSR.

Ejemplo 6: La mutacién del sitio de union a SSR alostérico reduce la inhibicion de SSR de la sefializacion de FGFR

Para determinar la importancia funcional del sitio alostérico en la regulacion de la sefializacion de FGFR, se
gaezgléararon lineas celulares HEK293 estables que expresan bien un FGFR2"T funcional o bien la variante FGFR2%*

, Yy se analizé si SSR inhibia la activacion de ERK1/2 por FGF2 en estas lineas ceIuIargg.YaZ%g

inmunotransferencia revelaba que la inhibicion de FGF2 inducia la fosforilacion de ERK1/2 en células FGFR2 W

por SSR se reducia (valor de ICso: 121 + 30 nM) con relacién a su potencia inhibidora en las células FGFR2
(valores de ICso: 28 + 12 nM) (Figura 15A y 15B), indicando que este sitio alostérico no solo es importante para la
union de SSR a fragmentos de FGFR2 purificados in vitro, sino también por su actividad inhibidora sobre la
sefializacion de FGFR2 en condiciones fisiolégicas en células. El hecho de que la mutacion Y*%D no suprima
completamente la actividad inhibidora de SSR puede sugerir que otros residuos adyacentes ademas de Tyr328
también contribuyen a la unién de SSR cuando FGFR2 se expresa en un contexto fisioldgico.

Ejemplo 7: SSR es un inhibidor "sesgado” de la fosfosefializacion dependiente de FGFR

A fin de evaluar el efecto de SSR sobre la fosfosefializacion controlada por FGFR, células HEK293 se han
transfectado con FGFR2 y las dos rutas principales después de la autofosforilacion de FGFR, PLCy y FRS2, se han
estudiado mediante transferencia Western en comparaciéon con un inhibidor de tirosina cinasa FGFR SU5402
publicado que se describe que inhibe cascadas de FRS2 y PLCy dependientes de FGFR (Zhen y cols., Oncogene
2007). En estas células, FGF induce la fosforilacion de FRS2, Erk1/2 y PLCy. SU5402 bloquea todas estas
inducciones mientras que SSR solo inhibe la ruta FRS2 (Figura 16A y 16B), ilustrando el antagonismo sesgado
obtenido con SSR. Mas generalmente, estas diferencias en la fosforilacion se pueden usar como un indicador para
evaluar moduladores alostéricos.
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Ejemplo 8: Metodologia para buscar un dominio frustrado en el dominio extracelular de receptores de tirosina cinasa

Uno de los posibles mecanismos moleculares del cambio de conformacion descrito a partir del ejemplo 5 implica la
presencia de un dominio frustrado (véase anteriormente para la definicion). Cuando se analizan los dominios D2 y
D3 de FGFR2 humano usando AGADIR (un algoritmo de prediccion de estabilidad de la hélice; Mufioz, V. &
Serrano, L. 1994), se identificd una secuencia de residuos, que variaba de Tyr*'® a Arg**, (incluyendo asi el residuo
critico Tyr**®) como la tnica region que es propensa a sufrir una variacion desde una ldmina R hasta una hélice a.
De acuerdo con este modelo tedrico, la sustitucion de Tyr328 por aspartato (FGFR2"23'Y328D), que se predijo por
AGADIR que reducia la helicidad alfa y asi reducia la frustracién del dominio, evitaba en efecto el cambio de
conformacién observado, segun se detecta por analisis de FTIR. Un analisis de secuencia similar de receptores de
factores de crecimiento adicionales incluyendo VEGFR1, -2 y -3 y PDGFRR, entre otros TKR, contenia regiones de
puntuacion AGADIR relativamente altas, lo que se podria invertir al mutar un residuo critico de esta region en
aspartato. Se tienen algunos datos preliminares de VEGFR2 en los que mutar K609D y K648D daba como resultado
una reduccion de la sefializacion de ERK1/2 al estimular con VEGF.

Ejemplo 9: Cribado de afinidad de moduladores alostéricos de FGF-R mediante SEC-LC/MS y evaluacion de la
actividad de compuestos identificados

La metodologia SEC-LC/MS es una técnica analitica usada para el cribado de afinidad dependiente de un sistema
bidimensional acoplado en linea: una cromatografia de exclusion por tamafio asociada con una cromatografia de
liquidos de alta resolucion seguida por ionizacion por electropulverizacion — espectrometria de masas de tiempo de
vuelo para la deteccion.

Se basa en la capacidad de algunos compuestos para interactuar con polipéptidos solubles (péptido, dominio
proteinico o proteina de longitud completa). Después de mezclar un conjunto de compuestos pequefios con el
péptido de interés, el complejo péptido-ligando induce una variacion de masa que permite la separacion entre
compuestos pequefios no unidos y unidos mediante cromatografia de exclusion por tamafo. A continuacion, los
complejos se disocian y los aglutinantes se detectan usando una LC/ESI-TOF de alta resoluciéon para la medida
exacta de la masa (por ejemplo con un Waters LCT Premier Mass Spectrometer). Un algoritmo de deconvolucion
permite la identificacion de moléculas unidas a partir del analisis de deteccién de masas.

Para la identificacion de moduladores alostéricos de FGF-R, esta tecnologia se puede aplicar al dominio extracelular
de diferentes FGF-R, bien naturales o bien mutados. La forma natural permite la deteccion de todos los aglutinantes
del dominio extracelular. Otro modo de conseguir el cribado de moduladores alostéricos se podria hacer al usar una
forma "abierta" de la hélice de FGF-R2 cercana al sitio de unién a SSR128129 obtenida con mutaciones Tyr328Arg-
[le329Lys que estabilizan hélice alfa permitiendo la sensibilizacion a la union a SSR128129. En este caso, este FGF-
R2 mutado puede reemplazar a WT FGF-R2. Se puede usar una estrategia similar para llevar a cabo un cribado
sobre el FGF-R1, -R3 o -R4 con mutaciones en los aminoacidos correspondientes a Tyr328 e l1e329 en FGF-R2. La
forma mutada en Tyr328 (FGF-R2) o aminoacidos mutados correspondientes en otros FGF-R se pueden usar para
realizar un contracribado. Debido a que SSR128129 no se une en el FGF-R2, mutado en Tyr328Asp cerca de un
bolsillo hidréfobo, esta forma mutada se puede usar para descartar parte de los compuestos que no interactian con
el bolsillo elegido como diana en FGF-R2.

En todos los casos, esta estrategia conduce a la identificacion de moléculas capaces de unirse en el bolsillo diana
del péptido de interés. En una etapa siguiente, se tiene que evaluar el efecto celular. En primer lugar, los
seleccionado tienen que inhibir una ruta inducida por FGF, tal como la fosforilaciéon de AKT en células HUVEC,
segun se observa con SSR en experimentos de transferencia Western (Figura 17A y 17B). El estado de fosforilacion
de AKT en células HUVEC se puede medir mediante metodologia de ELISA sobre células. Este formato de ensayo
se ha desarrollado internamente para la deteccion directa de la fosforilaciéon de AKT en diversas células tales como
HUVEC y permite la deteccion del efecto de SSR sobre HUVEC estimuladas con FGF4 (Figura 17C). Unas
caracteristica tipica de los moduladores alostéricos de FGFR es su incapacidad para competir con la unién a FGF. A
fin de evaluar esto, se ha elaborado un ensayo de unién sobre células pre-B 300-19 murinas transfectadas con
FGFR. FGF2 marcado con AlexaFluor488 en 10 ng/ml se une a FGFR1 o FGFR4 expresado en células 300-19 que
no expresan naturalmente ningin FGFR, y SSR a 300 nM no es capaz de competir con esta unién sobre FGFR1 o
FGFR4 mediante analisis de citometria de flujo (Figura 17D).

Ejemplo 10: Identificacion de zonas frustradas putativas en el receptor VEGF-R2 y analisis de mutaciones de las
zonas frustradas putativas

La estrategia desarrollada para FGF-R se aplica a otra TK receptora: VEGF-R2 o KDR. Como un enfoque inicial
para identificar regiones que podrian alojar sitios diana alostéricos putativos, se utilizd el programa de software
AGADIR' para identificar regiones que sean propensas a sufrir cambios estructurales (p. €j. transiciones de lamina 3
a hélice a), empleando secuencias de aminoacidos primarias disponibles procedentes del receptor VEGF-R2 murino
(numero de registro NP_034742.2). Esto daba como resultado varias regiones con una propension helicoidal
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superior, aunque en la estructura del dominio de Ig principalmente se deben esperar estructuras de lamina B. Los
resultados de los analisis de Agadir se muestran en la figura 18A

Posteriormente, después de mutar informaticamente cada aminoacido procedente de VEGF-R2 secuencialmente por
un residuo de aspartato (D), se analizé la puntuacion AGADIR de nuevo y se seleccionaron las mutaciones (i) a
partir de las cuales era mayor (mas negativo) el cambio en la propension helicoidal y (ii) que estaban situadas en los
dominios de Ig situados mas cerca del dominio transmembranario. A partir de estas, K609D y K648D, residiendo
ambos residuos en el dominio IgD6 de mVEGF-R2 (Figura 18B), daban la mayor reducciéon en la propension
helicoidal y se usaron adicionalmente para el analisis en células (véase ademas el ejemplo 12).

Ejemplo 11: Identificacion de zonas frustradas putativas en el receptor PDGF-R( y analisis de mutaciones de las
zonas frustradas putativas

Como un enfoque inicial para |dent|f|car regiones que podrian alojar sitios diana alostéricos putativos, se utilizo el
programa de software AGADIR' para identificar regiones que sean propensas a sufrir cambios estructurales (p. €j.
transiciones de lamina R a hélice a), empleando secuencias de aminoacidos primarias disponibles procedentes del
receptor PDGFRR humano (nimero de registro NP_002600.1). Esto daba como resultado varias regiones con una
propension helicoidal superior, aunque en la estructura del dominio de Ig principalmente se deben esperar
estructuras de lamina 3 (Figura 19). Posteriormente, después de mutar informaticamente cada aminoacido
procedente de PDGFRR secuencialmente por un residuo de aspartato (D), se analizé la puntuacién AGADIR de
nuevo y se seleccionaron las mutaciones (i) a partir de las cuales era mayor (mas negativo) el cambio en la
propension helicoidal y (i) que estaban situadas en los dominios de Ig situados mas cerca del dominio
transmembranario. A partir de estas, L383D y K387D, residiendo ambos residuos en el dominio IgD3 de
hPDGFRRB), daban la mayor reduccion en la propension helicoidal (Figura 19).

Ejemplo 12: Método de cribado para identificar compuestos que inducen una sefializacion "sesgada"

La union de VEGF o PDGF-BB induce la dimerizacion de los respectivos receptores cognados, lo que, a su vez,
induce la fosforilacién de los dominios de cinasa intracelulares. Posteriormente, se activan dos rutas principales (de
interés segun el antagonista sesgado para FGF-R SSR) incluyendo la ruta ERK1/2 (Figuras 21A y 21C) y la ruta
PLCy (representada esquematicamente en la Figura 20). Medir la activacion de cada una de las rutas, en presencia
0 ausencia de un posible inhibidor, conduce a la identificaciéon de compuestos que inducen una sefializacion
"sesgada", mediante la inhibicion de solo una de las rutas de sefializacion.

Para VEGF-R2, los dos receptores VEGFR2 mutantes (VEGFR2X®*° y VEGFR2"*8P) identificados en el eJempIo 10
y la forma silvestre de VEGF-R2 se expresaron establemente en células HEK293. El receptor VEGFR2'T responde

claramente al activar la fosforilacion de ERK1/2. Aunque el mutante VEGFR2"® tiene una capacidad de
senahzamon reducida a través de ERK1/2 (pero sufiscient para el ensayo de contracribado), el mutante
VEGFR2"%*®® |3 pierde. Los resultados se resumen en la figura 21A.

Para PDGF-RB, las células HEK293 que sobreexpresan células hPDGFRR se estimulan bien con medio que no
contiene aditivos ("0"), que contiene 10% de suero bovino fetal (10% de FBS), 50 ng/ml de PDGF-BB (50 ng/ml) o 1
ng/ml de PDGF-BB (1 ng/ml) segun el procedimiento Alphascreen surfire (Figura 21 B). En la Figura 21C, el panel de
la izquierda indica de nuevo la representacion esquematica de las mezclas para detectar las proteinas de ERK1/2
activadas o totales después de la estimulaciéon. Los paneles de la derecha indican las medidas detectadas después
de la estimulacion con PDGF-BB de las células segun se mide a través del método de deteccion Alphascreen
surefire. Esto muestra que se puede detectar una sefial clara cuando las células se estimulan bien con 10% de FBS
o bien 50 ng/ml de PDGF-BB, mientras que esta presente una sefial mucho menor sin o con 1 ng/ml de estimulacion
con PDGF-BB. La respuesta de PLCy se mide de un modo similar.

Un método de cribado para identificar compuestos que inducen una sefalizacion "sesgada" sobre VEGF-R2 o
PDGF-R[, como SSR sobre FGF-R, se puede basar en la respuesta de Erk1/2 y PLCy. Comparar la respuesta de
ERK1/2 y la de PLCy en presencia y ausencia de posibles inhibidores alostéricos permite la identificacion de
compuestos que actdan como un inhibidor sesgado: inhibiton solamente una de las dos rutas de sefializacion. Las
construcciones mutadas de VEGF-R2 o PDGF-Rf pueden servir para un ensayo de contracribado para verificar el
mecanismo de accidon de moduladores alostéricos identificados. Sobre los receptores mutados, los compuestos
tienen que perder su capacidad de modulacién del receptor.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> SANOFI-AVENTIS

<120> DOMINO DE UNION A INHIBIDOR ALOSTERICO EXTRACELULAR PROCEDENTE DE UN

RECEPTOR DE TIROSINA CINASA
<130> FR2009-067T
<160> 2
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211>39
<212>PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 1

His Val Glu Lys Asn Gly Ser Lys Tyr Gly Pro Asp Gly Leu Pro Tyr
1 5 10 15

Leu Lys Val Leu Lys Ala Ala Gly Val Asn Thr Thr Asp Lys Glu Ile
20 25 30

Glu Val Leu Tyr Ile Arg Asn
35

<210> 2

<211>20
<212>PRT

< 213> Homo sapiens
<400> 2

Leu Lys Ala Ala Gly Val Asn Thr Thr Asp Lys Glu Ile Glu Val Leu
1 5 10 15

Tyr Ile Arg Asn
20
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un sitio de unién a inhibidor alostérico que consiste bien en SEQ ID N° 1 o bien una secuencia que
presenta al menos 70%, 80%, 90% o 95% de homologia con SEQ ID N° 1, para cribar inhibidores de compuesto
pequefio no poliméricos de FGFR, teniendo dichos inhibidores un peso molecular de menos de 1.000 D.

2. Un método para la identificacion de un sitio de unién a inhibidor alostérico putativo en el dominio extracelular de
un FGFR, que comprende el cribado con respecto a la presencia de dominios frustrados en dicho dominio
extracelular usando un programa de prediccion de la estructura secundaria de proteinas, para identificar esos
dominios, o fragmentos de los mismos, en dicho dominio extracelular que son propensos a sufrir transiciones de
lamina B a hélice a, o que tienen una estructura predicha por dicho programa de prediccion de la estructura
secundaria de proteinas que esta en contradiccion con la estructura real, que se determina mediante cristalizacion y
difraccion de rayos X, y la seleccion de los dominios o fragmentos asi identificados para el cribado adicional para
conformar la funcién del sitio del inhibidor putativo al disefiar compuestos tales como moléculas pequefias, péptidos
pequefios, peptidomiméticos, anticuerpos o nanocuerpos que se unen al sitio y de los que se puede probar la
funcion del inhibidor alostérico.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la funcién inhibidora del sitio de unién alostérico es una inhibicion
selectiva de rutas de sefializacion aguas abajo.

4. Un método para la identificacion de un inhibidor alostérico de compuesto pequefio no polimérico de una RTK que
se une a un sitio de inhibidor alostérico en el dominio extracelular de un receptor de tirosina cinasa, que comprende

* poner en contacto un sitio de unién alostérico de una RTK con el posible compuesto inhibidor alostérico de
compuesto pequefio, y

» comparar los cambios en el estado de al menos dos indicadores diferentes inducidos por dos rutas aguas
abajo diferentes dependientes de la activacion/inhibicion de dicho receptor de tirosina cinasa,

en donde dicho inhibidor de compuesto pequefio no polimérico tiene un peso molecular de menos de 1.000 D.

5. Un método segun la reivindicacion 4, en el que un inhibidor alostérico se identifica cuando, en presencia de un
ligando que se une al dominio de unién a ligando del receptor, al menos una ruta aguas abajo es inhibida mientras
que al menos otra ruta aguas abajo queda inalterada.

6. Un método segun la reivindicacion 4 o 5, en el que la tirosina cinasa es un FGFR.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en el que el FGFR se elige de uno de FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 o FGFR-4.
8. Un método para la identificacion de un inhibidor alostérico de una RTK, segun cualquiera de las reivindicaciones 4

a 7, en el que dichas dos rutas aguas abajo diferentes corresponden a la ruta de sefalizacion de ERK1/2 y la ruta de
sefalizacion de PLCy.
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hPDGFRbeta_K387D -515.11
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