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TIPUS DE FACTORS DE CREIXEMENT (GF)

LLIGAND

Epidermal Growth Factor
(EGF)

V ascular-Endothelia
Growth Factor (VEGF)

Nerve Growth Factor
(NGF)

RECEPTOR

ALGUNES
RESPOSTES

-Estimula proliferacio de
diferents tipus cel-lulars

-Estimula angiogenesisi
guialamigracio cel-lular

-Estimula proliferacio i
supervivencia d’ algunes
neurones




LLIGAND

Insuline-like Growth
Factor (EGF)

Platel ed-derived Growth
Factor (PDGF)

Fibroblast Growth Factor
(FGF)

RECEPTOR

| GF-receptorl

TIPUS DE FACTORS DE CREIXEMENT (I11)

ALGUNES
RESPOSTES

-Estimula creixement |
supervivenciacel-lulars

-Estimula creixement,
supervivenciali
proliferaccio de diferents
tipus cel-lulars

Estimula proliferacio de
diferents tipus cel-lulars
-Inhibeix diferenciacio
d’ alguns precursors
cel-lulars

-Senyals durant el
desenvolupament




FAMILIES DE RECEPTORS TIROSINA-QUINASA

immunoglobdulin
liker dowmsain
cysteing i
rich
dormain

fibronectin-type il

like daomain
55
- , _plasma
Y TOS0L mambrana

Einase

L‘frumrw —=insort

inasa :
reqion

darmain g

1

Elf insulin NGF | FGF Eph
receptor recephor, receptor I receptor
IGF-1 POGF
recepior receplor, receptor
M-L5F
receptor

- 7 Subfamilies de receptors tirosina-quinasa




ACTIVACIO DELS TRKR PER L'UNIO DEL

LLIGAND

SICIME TP ML

- = Tyrosine
Einase
domain

inactive rec gptar Emruse activily
tyrosing kinasss stimulatad by
crogs-phosphorydation

(Al NORMAL RECEPTOR ACTIVATION

Passos del procés d'activacio:

1.Uni¢6 del lligand al receptor
0 bé uni6 del receptor previa
al lligand

2.Dimeritazacio dels
receptors

3.Fosforilacio dels dominis
intracel-lulars en Y per ATP

4.Autofosforilacio del
receptor i de proteines
intracel-lulars




DIFERENTS TIPUS D'UNIO LLIGAND-RECEPTOR

oExisteixen diferents models d'interaccié R-L:

PDGF —— Els lligands son dimers capacos d'unir-se al
receptor per dos llocs diferents permetent la dimerizacio
Immediata del complexe .

FGF —— La uni6 entre lligand i receptor esta reforcada
per la participacio de I'heparina

transmembrans |‘|-!'.'|:-E||".-'J n FG F
PD G F sulfate proteoglycan
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EFECTES A NIVELL INTRACEL-LULAR

Un exemple de funcio:

eLa unio de mitogens (Growth
factors) activa Ras | MAPK.

cAugment de la transcripcio de myc
Myc incrementa les ciclines D

*Es produeix la fosforilacio de RB
que activa E2F que actua com factor
de transcripcio permetent I'entrada
asS.

ENTRY INTC

S PHASE




CLASSIFICACIO DELS FACTORS DE
CREIXEMENT

e SMALL PROTEINS

e ALL ALPHA PROTEINS
e ALL BETA PROTEINS




CLASSE SMALL PROTEINS

— e

Knottins

PLEGAMENT

|

SUPERFAMILIA

LA B

FAMILIA EGF-type module

3 8 1 B

PROTEINES EGF
*TGF alpha

N




ALL ALPHA PROTEINS g ALL BETA PROTEINS
/ N \

PLEGAMENT 4-helical cytokines

|

SUPERFAMILIA

4-helical cytokines

| |
| | | |
| |

FAMILIA Short-chain

cytokines

|

PROTEINES ‘:ELWZthrOpOie“”




Factors de crelxement

TGF-beta



Alineament de sequiencia d’alguns factor s de creixement

PKRLYCKNGG-FLRI HPDGRVDGVREKSDPHI KLQLQAEERGWSI KGVC
ALDTNYCFRNLEEN- - CCVRP- - LYl DFRQDLG WVKW/HEPKGYY

FTRSI NRDKHLAVAYFQRGW YYQTEKYD- - LAl KD- - LKEALI QLRGNQQLI DYKI LGL
RCGEYSVCDSESL - - - WTD- - - KSSAI DI RG HQVTVLGEI KT

CPLSHDGYCLHDG- - VOW | EALDKYACN- - - CWGYl GERCQYRDL- - - -
ET- - LCGAELVDALQFVCGEDRG - FYFNKPTGYPQT G VDECCFRSCDL RRLEMYCAPLK
ANRYLAMKEDGRL LASKCVTDECFFFERLESNNYNT YRSRKY TSWYVALKRTGQYKL GSK
AN- - FCSGPCPYLRSADT THST- - VLA YNTLNPEASAS- PCCVPQDLEPLTI LYYVGRT
QQ - FKLFACEVLYNI AFMYAK- - KEEVWKKAEEQL AL ATSMKSEPRHSKI DKAVECWKQ
Q\- - - - SPVKQYFYETRCKEAR- PVKNGCRG DDKHWNS- - QCKTSQT YVRALTSENNKL

TGPGQKAI LFLPNG
PKVEQL SNMVWKSCKCS

KLYEPWI PVGRRLFRPNERQVAQL
VOARW RI DTSCVCAL SRK




EGF vs TGF-alfa
Seqiiencia

1JL9Aa E ; ~ N EX N COYREDTL———
1JTL9E 2 YTRD T E T

lyvug  SEQR YV SHEFNDCPDSHTOQFCFH-GTCRFLWVOQEDKPACYCHIGYVEARCEHADTLL A

Estructura

lyug vvshfndCP-DSHTOFCF-HETCRFLVQ-EDEPACVCHSGYVEGARCEHADL L a
1JL94 L...... CPLS-HDGYCLHDGVCMY - IEALDEYACNCVVGYIGERCOYRDL. .




Receptors Tirosina kinasa dels factor s de creixement

AN TEEE RN (TS

T
Pkinase_Tur } NGFR

EGFR




DOMINISEXTRACEL-LULARS







Funcions biologiques dels FGF

- Superfamilia de FGF consta de 23 membres.

- Factors paracrins que actuen durant el desenvolupament
de I'embrio.

. Proliferacio de fibroblasts, i altres tipus cel-lulars
(condrocits, miocits, cel-lules endotelials, astrocits...)

. Mesoderm 1 neuroesctoderm.

-Tambeé juguen un paper fonamental angiogenesis,
hematopoiesis, generacio de tumors.




Classificacio Scop dels FGFs

Classe

Plegament

Beta-trefoill

Superfamilia

Citoquines

Familia
(FGF)

Factors de Creixement Fibroblastics




Plegament FGF

- § trefoil

- 3 fulles R formades per 12 "-..2% ..
cadenes .

- S’agrupen en 6 forquilles i3.

El plegament es potdividir en
dos:

- Superior : Barril 8

- Inferior: 3 forquilles 8

Estructura del core molt
conservada.




CLUSTAL W1.60) multiple sequence alignnent

FG-19
FG-9
FGF12b
FGF10
FG-4
FG-2
FG-1

FGF19
FG-9
FG-12b
FGF10
FG-4
FGF2
FGF1

FGF19
FGF9
FG-12b
FGF10
FG-4
FGF2
FG-1

----------- Pl RLRHLYTSGPHGLSSAFLRI RG- QSAHS
- - - TDLDHLKG LRRRQLYC - - - - RTGFHLE! RKDHSRF(
----PQ - LK- - G VTRLFS{ - - - - QQGYFLQM KDENSDYT
SYNHLQ - GD- - VRWRKLFS{ F- - - - TKYFLKI | KKENCPYS
-------- G - - KRLRRLYCI N- - VG GFHLQA HA- DTRDS
-------- HF- - KDPKRLYC K- - N- GGFFLRI | REKSDPHI
--------- Y- - KKPKLLYGS S- - N GGHELRI RDRSDCHI
31 32

L QYSEEDCAFEEEN RPDGYNVYRSE- K- - - - - - - HR
L YGSEKL- TQECVFREQFEENWNTYSSN- LYKHVDTGRR
\ YSSDVF- TPECKFKESVFENYYVI YSST- LYRQQESGRA
V YGSKEF- NNDCKLKERI| EENGYNTYASFN- WOH- - NGRQ
V YGSPFF- TDECTFKEI LLPNNYNAYESYK- Y- - - - - - PG
V | ASKSV- TDECFFFERLESNNYNTYRSRKY- - - - - - T-S
= P- NEECLELERL EENHYNLY] SKKHA- - - - - EKN

38 29
}--S - - LPLSHFLPMIPW/- - - - - - PE-EP-----

GIRTKRHQKFTH

CGNRVKKTKPSSH




Alintament estructural del
diferents FGFs

RMS 108




Estructura FGFR

Domini extracel-lular

Domini 1

'/ Domini 2
Linker D2-D3

\ / Domini 3

Transmembrana

Domini intracel-lular

Domini tirosin
kinasa




Classificacio SCOP delsdominis| G dd FGFR

proteines tot beta

|mmunoglobulin-like beta-

sandwich

(sandwich; 7 strandsin 2 sheets; greek-key
some member s of the fold have additional
strands)

|mmunoglobulin

|-set domains




ESTRUCTURA EXTRACEL-LULAR FGFR

Telokin

D1, D21 D3 : Dominis Ig-like

Altres de la superfamilia de les Ig amb
dominis TK: PDGFaR, PDGFDR |
IL1R




DIVERSITAT DE FGFR

FGFR-2 ___FGFR-3 FGFR-4

L—--“\I L- | —.
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"}I : Mle
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|

Gran diversitat de factors implica una necessitat de diversitat de receptors.

Mecanismes de diversitat: - Diferents gens

- Variants d’splicing (isoformes)




CLUSTAL W({1l.a0)

FGFER1
FGFRZ
FGFR3
FGFR4

FGFR1
FGFRZ
FGFR3
FGFR4

FGFR1
FGFRZ
FGFR3
FGFR4

FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4

FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4

Alineament de sequencies dels FGFR

HIAWLTVLELLEE-RF SCHMVGEVIVTENESGTEESDF HE
LPAPGR-EEEITASPDYLE EMEMNTTEEFPDF 3!
LPAEEELVEADEAGIVYAGT LEIPPEEG—-L:
TVLPEEDFTWTALAPEARY TRGOLLHGRHP-FRI]

JEEEE Fw * * * *

multiple sequence alighment

MWETECLLFWAVLVTATLCTARES
MVESTGRF ICLVW W THATLSLARPEFSLVEDTTLEFEEF
NGAPACALAL CYAVATVAGASSESLGTEQRVYGRALE
————— MELLLALLGYLL3WPGFPPVLSLE

OMAVHEL AKS IPLRROV TV S ADE S AN S GVLLVRPAR—-LES3GTPHL AGYEEYELPE]
QP AVHEL TERIPLEROV TV S AES S5 M S N TPLVERITTRLSS TAD TP ML AGWYSEYELPE]

i 3PTVHEISR-FPLEROVILESN-—-ASNSSNTPLVRIAR——L33GEGP TLANVIELELP A]

DSET
LTOR-VL PATVOKLER-FPLARQFILERG--558GKI333LVRGVYRE——-LES3GPALLAGLYSLDLPL]
LELEL L. EE oEE E % . % *H LEE
* L * * R FOF T
FRWELFPRDERLVL
TYFEVIVEDALPRSEDDDDDDDSSSEEKETDNTER PEWEFPRDELTL
MYFHVIIVTDAISSGDDEDD TDGAEDFVIENSNNER————— PEWELZRARL
CHF3VEVTDAPEEGDDEDGED ————— FLWEFFED
NS =L TS SNDDEDPES—————— HEDPSHNRHSYPOOLEFI ¥ kE % % KEEAREKREFAEFAL KEE KK EEEERGERE K KEE
. * OFF TETEN LLuEOR LT EEES

LEREE KEFE _ KEKEBEKEHT KA FEAKE KF K FERAEEL K AAKAELA
wE K KE, K % Ok, , REE K K, KEEAE L F NI TN TS

* .. FERER FF FHEFFT_ FF K _FAAFNFTFAFTAFFAFATRNST AFFFFTFNFTNFTFS

TEE TEE LEOFEE FEFFFFRFTASTFIESSES L *w THREEES FHFEFE | F

GLIH

M e e o R

FTHHEFEFTTHAFEFAAISTTF K

TEOEF _FEFFEAF ¥ ¥ LEF O FF _FEELE FEFFITXIAEENELT FE

L3MPLDOYSPSFPDTRISTCSSGEDSVFSHEPLPEEFCLFRHP AQL ANGGLERR
FLEQYTSP3YPDTRSS-C33GDDEVFIPDPHPYEPCLPOYP——HINGSVET-

e © LSAPFEQYSPGGODTPSS-S5SGDDSVFAHDLLE————— PAPP-—-33GGSRT-

TM LRLTFGPYRPEGGDASST--CE353DSVFSHDPLPLGE-—-25FP——-FGAGVOT-

* wEE ®, K, & wEEE_ % *




Interaccions:

Rc-FGF:

-D2-FGF

-linker D2-D3 - FGF
-D3 - FGF

Formacié dimer:
-D2- FGF

-D2-D2’




Interaccio D2 (receptor) am .
' ‘ I

&
-Superficie Hidrofc‘)ipi\c‘;a del lligand (131, loopf31-132, [33-134,138-139, 139,31213)
interacciona amb supérficie hidrofobica de D2 (RA’ i C-ter de 3G).

-3 residus conservats en FGF (Tyr 131, Leu 312, Tyr 39)
- Pont d’hidrogen entre Tyr (FGF) i Leu (D2) determina la orientacio.




CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

1nun
1ry7
lcvs
1dj s

1nun
1ry7
1lcvs
1dj s

1nun
1ry7
lcvs
1dj s

1nun
1ry7
lcvs
1djs

- - - - KRAPYWI'NT- EKEKREHAVPAANT VKFRCPAGGN P- PTRW. KNGKEFKQEHRI GG
------ APYWI RPERVDKKL | AVPAANTVRFRCPAAGNPTPSI SW.KNGREFRGEHRI GG
- - - MPVAPYW SPEKMVEKKL HAVPAAKTVKFKCPSSGT PQPTL RWLKNGKEFKPDHRI GG
TLEPEGAPYWINTE- KEK AVPAANTVKFRCPAGGN- PP- TRWLKNGKEFKQEHRI GG

YKVRNQHWS- LI ESVWPSDKGNYTCVWENEYGSI NHTYHLDVVERSPHRPI LQAGLPANA
| KL RHQQWELVMESVVPSDRGNYTCVVENKFGS| RQTYTLDVLERSPHRPI LQAGLPANQ
YKVRYATWSI | MDSVVPSDKGNYTCI VENEYGSI NHTYQLDVVERSPHRPI LQAGLPANK
YKVRNQHWSL - | ESVWPSDKGNYTCVVENEYGSI NHTYHLDVVERSPHRPI LQAGLPANA

STWGEDVEFRVCKVYSDAQPHI QW KHVEKNGS- KYGPDGLPYLKVL- - KHSA NS- - - -
TAVLGSDVEFHCKVYSDAQPHI QALKHVE- VNGSKVGPDGTPYVTVLKTA:- - - - - GANTT
TVALGSNVEFMCKVYSDPQPHI QALKHI E- VNGSKI GPDNLPYVQ LK- - TAGYNTTD- -
STWGGEDVEFVCKVYSDAQPHI QW KHV- - - - - E-K----- PYLKVLK- - AAGYNTTD- -

- - SNAEVLALFNVTEADACEY! CKVSNY! GQANQSAW.TVLP- - - -
DKEL- EVLSLHNVTFEDAGEYTCLAGNSI GFSHHSAW. VWL PAEEE
- - KEMEVLHLRNVSFEDAGEYTCLAGNSI GLSHHSAW.TVL- - - - -
--KEIEVLYIRNVTFEDAGEY TCLAGNSIGISFHSAWLTVLPA---

Conservacio de la la Leucina
que forma pont d’'H amb
FGF entre diferentes FGFr.



CLUSTAL W 1.60) multiple sequence alignment

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

- - PI RLRHLYTSGPHGL SSCFLRI RADGVVDCARG- QSAHSLLEI KAVALR
- - - TDLDHLKG LRRRQUYC- - - - - RTGFHLEI FPNGTI QGTRKDHSRFGI LEFI SI AVG
----PQ - LK-- G VTRURS- - - - - QQGYFLQVHPDGTI DGTKDENSDYTLFNLI PVGLR
SYNHLQ - GD- - VRARKLFS- F- - - - TKYFLKI EKNGKVSGTKKENCPYSI LEI TSVEI G
-------- G - - KRLRRUYC N- - VG GFHLQALPDGRI GGAHA- DTRDSLLEL SPVERG
-------- HF- - KDPKRLYC- K- - N- GGFFLRI HPDGRVDGVREKSDPHI KL QLQAEERG
Y- - KKPKLLYC- S- - N- GGHFLRI L PDGTVDGTRDRSDQH QLQLSAESVG

TVAI KGVHSVRYL CMGADGKMQGL L QYSEEDCAFEEEI RPDGY RSE-K------- HR
LVSI RGVDSGL YLGWNEKGEL YGSEKL - TQECVFREQFEENWYNTYSSN- L YKHVDTGRR
VVAI QGVKASL YVAMNGEGYL YSSDVF- TPECKFKESVFENYYVI|YSST- L YRQQESGRA
VVAVKAI NSNYYLANMNKKGKL YGSKEF- NNDCKLKERI EENGYNTYASFN- WOH- - NGRQ

VVSI FGVASRFFVAMSSKGKL YGSPFF- TDECTFKEI LLPNNY ESYK- Y------ PG
VVSI KGVSANRYLAMKEDGRL LASKSV- TDECFFFERLESNNY RSRKY- - - - - - T-S
EVYI KSTETGQYLANMDTDGLL YGSQTP- NEECLFLERLEENHY | SKKHA- - - - - EKN

i
YYVALNKDGT PREGT RTKRHQKFTHRL
WFLGLNKEGQ MKGNRVKKTKPSSHHRV
MYVAL NGKGAPRRGQKTRRKNTSAHRLPMW-H- - - - - - - - - - - - - - - -
MFI AL GKNGKTKKGNRVSPTMKVTHRL
WYVALKRTGQYKL GSKTGPGQKAI LAL
WFVGALKKNGSCKRGPRTHYGQKAI LAL

S-- - LPLSHHA
PRPV- DPDKVPEL - YKDI LSQS
PKPIl - EV- - === === oo - -

Residus conservats
en FGF per
Interaccionar amb
D2.



Tyrosina conservada
entre diferents




FGF10 substituci6 de la tirosina
per fenilalanina, no es forma pont
d’hidrogen. Orientacio de la
Interaccio entre les dues molecules
diferent.




FGF2-FGFR1 FGF10-FGFR2

Pont d’ hidrogen . =
\ {
(269 A% | 7= P




Interfase LINKER D2-D3

'HEFPIL
'HEFPIL
"HEFIL
"HEFIL

WMLTWLE————

AWLVVLFLEEE
L TWVL

TVLPi—-—

Conservacio de l'arginina del linker
D2-D3 entre els diferents FGFr.




INTERACCIO FGF-FGFR
D3

e [RB'-RC LOOP

e D2-D3 LINKER
2-D3 LINKER

-G LOOP




INTERACCIO FGF-D3
RB'-RC LOOP | D2-D3 LINKER




CLUSTAL W 1.60) nmultiple sequence alignnent

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

FG-19
FGF9
FG-12b
FG-10
FG-4
FG-2
FG-1

----------- Pl RLRHLYTSGPHGL SSCFLRI RADGVVDCARG- QSAHSLLEI KAVALR
- - - TDLDHLKG LRRRQLYC- - - - - RTGFHLEI FPNGTT QGTRKDHSRFG LEFI SI AVG
----PQ -LK--3 VIRLFS- - - - - QRGYFLOQVHPDGT | DGTKDENSDYTLFENLI PVGLR
SYNHLQ@ - GD- - VRWRKLFS- F- - - - TKYFLKI EKNGKVSGTKKENCPYSI LEI TSVEI G
-------- A - - KRLRRLYC- N- - VA GFHLQALPDGRI GGAHA- DTRDSL LEL SPVERG
-------- HF- - KDPKRLYC- K- - N- GGFFLRI HPDGRVDGVREKSDPHI KLQLQAEERG
--------- Y- - KKPKLLYC- S- - N- GGHFLRI LPDGTVDGTRDRSDQHI QL QL SAESVG

TVAI KGVHSVRYL CMGADGKMQGL L QY SEEDCAF
LVSI RGVDSGLYLGWNEKGEL YGSEKL- TQECVF
VWAI QGVKASL YVAMNGEGYLYSSDVF- TPECKF
VVAVKAI NSNYYLAMNKKGKL YGSKEF- NNDCKL
WSI FGVASRFFVAMSSKGKL YGSPFF- TDECTF
VWWSI KGVSANRYLAMKEDGRLLASKSV- TDECFF
EVY| KSTETGQYLAMDTDGLLYGSQTP- NEECLFL

RSE- K- - - - - - - HR
YSSN- LYKHVDTGRR

YSST- L YRQQESGRA

YASFN- WOH- - NGRQ
YESYK- Y- - - - - - PG

LPVS- - - - - L------ S- - - LPLSHFLPMLPMWV- - - - - - PE- EP- - - - -
YYVALNKDGTPREGTRTKRHQKFTHFL PRPV- DPDKVPEL - YKDI LSQS
WEL GLNKEGQ MKGNRVKKTKPSSHFVPKPI - EV- = = = = = = = = == - - = -
MYVAL NGKGAPRRGQKTRRKNT SAHFLPMV- H- - - = = = = =« oo oo o - -
MFI AL GKNGKTKKGNRVSPTMKVTHFLPRL- - = = = = == == == ===« = - -



INTERACCIO FGF-D3

RC'-RE LOOP




INTERACCIO FGF-D3
RC'-RE LOOP

D-20 od
~ G316 M S315
%:\m

3C’-RE LOOP




CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

1nun
1ry7
lcvs
1dj s

1nun
1ry7
1lcvs
1dj s

1nun
1ry7
lcvs
1dj s

1nun
1ry7
lcvs
1djs

- - - - KRAPYWI'NT- EKEKRLHAVPAANTVKFRCPAGGN P- PTRW.KNGKEFKQEHRI GG
------ APYWI RPERVDKKL L AVPAANTVRFRCPAAGNPTPSI SW.KNGREFRGEHRI GG
- - - MPVAPYW SPEKMEKKL HAVPAAKTVKFKCPSSGT PQPTL RWLKNGKEFKPDHRI GG
TLEPEGAPYWINTE- KEKRLHAVPAANT VKFRCPAGGN PP- TRW.KNGKEFKCQEHRI GG

YKVRNQHWS- LI ESVWPSDKGNYTCVWENEYGSI NHTYHLDVWERSPHRPI LQAGLPANA
| KLRHQQWELVMESVVPSDRGNYTCVVENKFGS| ROTYTLDVLERSPHRPI LQAGLPANQ
YKVRYATWSI | MDSVVPSDKGNYTCI VENEYGSI NHTYQLDVVERSPHRPI LQAGLPANK
YKVRNQHWSL - | ESVWPSDKGNYTCVVENEYGSI NHTYHLDVVERSPHRPI LQAGLPANA

STWGEDVEFVCKVYS
TAVLGSDVEFHCKVYS
TVALGSNVEFMCKVYS
STWGGEDVEFVCKVYS

DAQ
DAQ
DPQ

PHI QW KHVEKNGS- KYGPDGLPYLKVL- - KH
PHI QALKHVE- VNGSKVGPDGT PYVTVLKTA-
PHI QALKHI E- VNGSKI GPDNLPYVQ LK- - T

DAQ

1ISG

AG
AG

OH| QW KHV- - - - - E-K----- PYLKVLK- - A

NS - - -

- GANTT
UNTTD- -
UNTTD- -

- - SNAEVLALFNVTEADACEY! CKVSNY! GQANQSAW.TVLP- - - -
DKEL- EVLSLHNVTFEDAGEYTCLAGNSI GFSHHSAW. VWL PAEEE
- - KEMEVLHLRNVSFEDAGEYTCLAGNSI GLSHHSAW.TVL- - - - -
--KEIEVLYIRNVTFEDAGEY TCLAGNSIGISFHSAWLTVLPA---

Conserevacio de l'aspartic i la glutamina
gue uneixen FGF entre els diferents FGFR.



CLUSTAL W 1.60) nmultiple sequence alignnent

FGF19
FGF9
FGF12b
FGF10
FGF4
FGF2
FGF1

FG-19
FG-9
FGF12b
FG-10
FG-4
FG-2
FG-1

FG-19
FG-9
FGF12b
FG-10
FG-4
FG-2
FG-1

--------- - PI RLRHLYTSGPHGALSSCFLRI RADGVVDCARG- QSAHSLLEI ALR
- - - TDLDHURG LRRRQLYC- - - - - RTGFHLEI FPNGTT QGTRKDHSRFG LEFESI AVG
----PQ -U8- -3 VIRLFS- - - - - QRGYFLQVHPDGT | DGTKDENSDYTLFNL GLR
SYNHLQ@- - - VRARKLFS- F- - - - TKYFLKI EKNGKVSGTKKENCPYSI LEI El G
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bC’ - bE loop

FGFR3c
FGFR2c
FGFR1

bC’ - bE loop

S'observa que la conformacio del bC’' - bE
loop de D3 difereix bastant entre els tres
receptors.

Esta dictada pels contactes especifics entre
cada FGF i D3 del FGFR.

Aquest loop és molt flexible i juga un paper
decisiu en l'unié de lligand donant
especificitat.

A més a més, aquesta flexibilitat dificulta el
modelatge.

RMS: 0.72




Dimeritzacio

D2 - FGF
D2 - D2




Interaccio entre receptors (D2-D2):

-Loop RA'- 3 B. Regi6 hidrofobica
amb una Lysina

- Loop IRE - BF. Regi6 hidrofobica
amb un Aspartat.

-Interaccio Lys- Asp. (2’76 A°)




Interacci6 D2 - FGF';
-D2: Loops RC'-RD i RE-R3F.

-FGF' : Loops 31-132, 38-139, [311-312.

Loop 11-12

___f._‘ L 4
)\ .
} ﬁo?,gg
o~

Vs (loop 1-2) ASD (108

-Superficies
hidrofobiques.

- Asp de D2 interacciona

amb Lys de FGF'. (2'59
A°)




~Heparin Binding Site

Cano amb potencial
de superficie positiu




Heparina

Mucopolisacarid sulfatat format per
la repeticio del disacarid compost
per acid |-iduronic (Idu) i d-
NSO Glucosamida-sulfat (GIcN) units
per enllacos glicosidics a 1-4.
Conté 3 grups sulfats:
- 1 aldu en 2-hidroxil

- 2 a GIcN en 2-amido i 6-hidroxil

Sola no té cap activitat biologica
Protegeix de la degradacio els FGFs lliures.

Ajuda a la creaci6 d’'un reservori de GF
important per la regulacio de la senyalitzacio




MODELS PROPOSATS DE DIMERITZACIO

Models obtinguts d’estudis
sobre I'efecte de mutacions
en HBS de FGF2.




FGF2-FGFR1c-Heparina

Model symmetric
“two end”




Extrems no
reduits

Disposici6 en el
canoé basic

Cada heparina:
30 H-bonds:
- 25 amb complex binari

(16 amb B1-B2 loop, B10-12
strand de HBS — FGF) Extrems

.5 amb D2 de FGFR adjacent reduits




Diferents tipus de cristalitzacions han
demostrat que aquesta és realment la
disposicio de I'heparina interaccionant amb
el complex FGF-FGFR

El patro de sulfats i la composici6 de
carbohidrats és critic per la dimeritzacio, els
meés critics per I'aproximacio dels
complexos i transmissié de senyals son els
6-O-SULFATS.
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Extrems no
reduits

Disposici6 en el
canoé basic

Cada heparina:
30 H-bonds:
- 25 amb complex binari

(16 amb B1-B2 loop, B10-12
strand de HBS — FGF) Extrems

.5 amb D2 de FGFR adjacent reduits




¢QUINA ES LA FORMA ACTIVA -CIS O -TRANS?




DIFERENCIESEN LA DIMERITZACIO

-No hi ha interaccions receptor/recptor
-Launi6 de la heparinaés asimetrica

-Només un complexe FGFR/FGF/heparina




¢ QUINA ES LA FORMA BIOLOGICAMENT ACTIVA ?

Sindrome

d'Apert < |
PPellegrini et.al:

-S252W. Causa y -~ o
transicio trans-cis SRS pz”z“w y »

"‘A

y

-No és cert:
Energeticament molt
dificil i a més:

- S252W reforca
unio lligand-receptor
en la forma -trans |




Meés evidencies de -trans com la forma activa

Mutaci6 P253R / y . )
La forma —trans és \

estabilitzada per \L -

ponts d'H :

R253

(E108,N111,L107)




ALTRES PROVES A FAVOR DE LA CONFORMACIO -TRANS

Sindrome AS : Mutacions D321A, -D321A perdua d'afinitat entre
FGF2-FGFRc | ‘d’afinitat entre
FGF10-FGF2Rc




probability

L (TMHMM Server v. 2.0)
Prediccio halix transmembrana

TMHMM posterior probabilities for FGFR1_mus_musculus

—L
%

—L

=
o

=
0

=
T

=
Mo

il '
| l I
N B |

=00

0 100 200 300 400 &00 700 200
transmembrane Inside outside
TMHMM2.0 outside 1- 374

FGFR1 mus_musculus
FGFR1 mus_musculus
FGFR1 mus_musculus

TMHMM2.0 Tmhelix 375- 397

TMHMMZ2.0

inside

398 - 822

(377-397 Scop)




DOMINI TIROSINA QUINASA

Proteines Alfa + Beta
(antiparallel beta sheets)

Protein kinase-like
(two aphatbeta domaing)

Protein kinase-like

Protan kinases




Domini Tirosina quinasa

L oop catalitic




|neament
er
segiencia

FEFR1_E
FEFRZ_&
EGTE
VEGFRZ
HGFER
IGFRL

FGFRL_E
FGFRZ_A
EGFR
VEGFRE
HGFE
IGFRL

FEFR1_E
FEFRZ_&
EGFE
VEGFRZ
HGFE.
IGFEL

FEFR1_E
FEFRZ_&
EGFE
VEGFRZ
HGFE.
IGFEL

FEFR1_E
FEFRZ_&
EGFE
VEGFRZ
HGFE.
IGFRL

FGFRL_E
FGFRZ_A
EGFR
VEGFRE
HEFE
IFFRL
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Allneament
er
estructura

RMS: 1,21

HEFR
IGFERL
EGTR
F=IREZ
F=FR1
VEGFRE

HEFR
IGTERL
EGTR
1J025
F=FRL1
VEGFREZ

HETR
IFFR1
EGTR
FEFERZ
F=FRL1
TEFRE

HETR
IGFRL
EGTR
FEFRE
FFR1
VEGFREZ

HEFE
IGFRL
EGTR
FEFRE
F=FR1
VEGFREZ

HETR
IGFRL
EGTR
FEIRE
F=FE1
VEGFREZ

HETR
IGFRL
EGTR
F=IREZ
F=FE1
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Alineament del

Domini catalitic




Zona"“ mobil” (calenta)

Zona“ estatica” (freda)




/ LLoc d’'unié Mg-ATP

Tyr 653 i 654

Tyr 766 Tyr 5831 585



Val 664

Val 706



Glu 562

Asp 641-Phe 642-Gly 643

Ala564 Leu630

Mg-ATP

Asp 623
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Protein data bank: http://www.rcsb.org/pdb
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Servidors

TMHMM: http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/

http://www.rndsystems.com/asp/g_sitebuilder.asp?bodyld=30

SHFGE-1
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Programari utilitzat

Psi-blast
Rasmol
Stamp
Clustalw
Hmmer
Modeller
DSSP
Psi-pred




ANNNEX




Arbre filogenetic FGFR

FGFRT XEND

FGFRT CHIC

FGFRT HLIMA,

FGFRT MOUS

FGFRZ XEND

FGFRZ HLIMA

FGEFR2 MOLUS

FEFRI HUMA,

0.1

FGFRI MOUS

FEFRA HURMA,

FGFRA MOLUS



Alineament D2 amb
HMM

A partir del HMM dels

domininis |g-like de
Pfam

Indicales
cadenes beta

FGFE1 CHICK
FrIFE1l H1MAH
FrFE1 _MOISE
FrFE1_XEHOP13
FrFR:_HMAR
FrFR:_MOIGE
FGFE:_XEHOPUI
FrIFE2_HIMAN
Fi:FE2_MOISE
FrFEd HIMAN
FrIEd MOUISE

VELFE: _COTTA
#=LC BT

FGFE1 CHICK
FrIFE1l H1MAH
FrFE1 _MOISE
FrFE1 XEHOP13
FrFR:_HMAR
FrFR:_MOIGE
FGFE:_XEHOPUI
FrIFE2_HIMAN
Fi:FE2_MOISE
FrFEd HIMAN
FrFEds MOIGE

VELFE: _COTTA
#=LC BT

FGFE1 CHICK
FrIFE1l H1MAH
FrFE1 _MOISE
FrFE1 XEHOP13
FrFR:_HMAR
FrFR:_MOIGE
FGFR:_XEMOP1
FrIFE2_HIMAN
FGIFE2_MOUISE
FrFEd HIMAN
FrFEds MOIGE
MGFE_ELEFAR S
VELFE: _COTTA
#=LC BT
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KeFhplHEL Y FYKVEZATH --. .. ... .. ......... -IIMD3WVES
FaF0aDiELl, FYKVRIATHR--. .. ... .. ......... -LIMDIWVF3
KebhabHELY XK VEROHUS --. .. ... ........... -LIMESWVF3
KeFEaBHELE, FEKVERGHNE--. .. ... ........... -LIMESWVF3
Ke Lk aGHEL .k ek VB GHE -~ . .. ... .. ......... -LIMESWVF3
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FrFR1 CHICE
F-FR1_HIMIAN
FP=FR1 MOTEE

Ali neament D3 FGFRL XENOPUS

FEFRZ_HUMAN
FEFRZ_MOTEE
amb H M M FEFRZ_XENOFUE
FEFR2_HUMAN
FEFR2_MOTEE
FEFR4 HUMAN
FFR4_MOTEE
MGFR_ELEGANE

VEGFRZ_COTJa
#=cc BT

PrFR1 CHICE
F-FR1 HIMIAW
F-FR1 MOTEE
PFR1 XEWOFPITS
PFRE HIIAN
A partir del HMM dels [t
PFRE _XEWOPITS
PFR2 HIMIAN

domininislg-likede  EEse

FGFR_HUMAN
Pf am FGIRA MOUSE

MGFE_ELEGANS
VEGFRZ COTJA
#=cC BT

PrFR1 CHICE

Indicales FGTR.L_HUMAN

FEFR1_MOTSE

Cad enes bet a FEFR1_XENORUS
FEFRZ_HUMAN

FGFRZ MOUSE

] FEFRZ_XENORUS

Indicales hdaix FGTR:_HIRMAN

PFR2 MOTSE
f PFE3 HMIAW

al a PR3 MOTSE

M>FFE. ELE=ANS

VEGFRZ COTJa
#=cC BT
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Preguntes d’eleccio
multiple




Dins de quina classe de proteines pertanyen els factorsde creixement?

a) Small proteins

b) All alpha proteins
c) Lesdues anteriors
d) All beta proteins

e) Toteslesanteriors

Laresposta correcta éslae.




Els factorsde creixement fibroblastic (FGF' ) es caracteritzen per ser
delaclasse:

a) Tot afa

b) Tot beta

c) Alfalbeta

d) Alfa+ beta

e) Cap delesanteriors

Laresposta correctaéslab




Assenyalala resposta correcta respecte ala unié entre els FGFsi els
FGFRs

a) Launio del FGF amb e domini D2 del receptor es fa basicament
gracies a interaccions hidrofobiques.
b) Launid del FGF amb el domini D3 del receptor es fa basicament

gracies a ponts d’ hidrogen.

c) Un dels residus implicats en aguests ponts d’ hidrogen és la
asparagina 104 conservada a tots €'s membres de la familiadels FGFs.
d) Una de les principals causes de que els homolegs de FGF no puguin
unir-se als FGFRs és |" absencia d’ aguesta asparagina 104

e) Toteslesanteriors son correctes.

Laresposta correctaserialae.




Assenyala laresposta correcta:

a) Lainteraccio entre 2 complexos binaris ( FGF + recpt) per tal de
gue és dongui la senyalitzacio intracel -lular és mitjancant els dominis
D3 del receptor.

b) Lainteraccio entre el domini D3 del receptor i FGF és mitjancant

forces hidrofobiques.

c) Els ponts d'hidrogen no juguen cap paper en la interaccio del
domini D2 (recept) | FGF.

d) Els dosreceptorsinteraccionen per la presencia de forces
electrostatiques.(Acid - base)

e) Els dos receptors interaccionen per laformacio d'enllacos covalents
entres ells.

L aresposta correcta serialad.




Assenyala la resposta correcta respecte alaregio del linker entre D2 |
D3 dels FGFR:

a) En tots hi ha una arginina conservada.
b) Aquesta arginina és fonamental per mantenir |’ estructura ja que fa
ponts d’ hidrogen amb I’ FGF | el domini D3 del receptor.

C) Lesdues anteriors son correctes
d) El linker entre D21 D3 No és important per |’ estructura del receptor

| per aixo no conté cap residu conservat entre els diferents FGFRs
e) Totes les anteriors son correctes.

Laresposta correcta serialac.




Assenyala laresposta correcta respecte dels ponts d’ hidrogen:

a) Son unade les interaccions que pot establir-se entre aminoacids

d’ una matei xa cadena.

b) SOn una de les interaccions que pot establir-se entre aminoacids de
diferents cadenes

c) Les dues anteriors sdn certes

d) Poden establir-se entre residus situats a meés de 4 Amstrongs quan
estan mediats per aigua

e) Toteslesanteriors son correctes

Laresposta correctaserialae.




Respecte les conformacions —cisi —trans del FGFR assenyala quina és
|a resposta correcta

a) Enlaforma—cislainteraccio entree loop bC' - bE’ i I’ FGF és
essencia per |’ activacio del receptor

b) Enlaforma—trans diverses mutacions que afecten a loop bC’ -
bE’ estan correlacionades amb un increment de |’ activitat del receptor
unit a lligand FGF10

c) Laforma—trans és la forma fisiologicament activa

d) Lesdues anteriors son certes

e) Cap de les anteriors és certa

Laresposta correcta éslad.




Assenyala laresposta correcta:

a) Laprolina 253 defineix dues conformacions distintes del FGFR
Segons estigui en —Ciso —trans

b) La mutacio S252W alaregio del linker incrementa |’ activitat del
receptor a induir unatransicio de laforma—transa—cis

c) Les dues anterior sOn certes

d) Lamutacid S252W alaregio del linker incremental’ activitat del
receptor a reforcar launio lligand — receptor en la forma—trans

e) Lesrespostesai d son certes

L aresposta correctaéslae.




Indicala opcio correcta, sobre el domini transmembrana dels receptors
tirosina quinasa.

a) Espot predir lasevalocalitzacio utilitzant un model de markov
ocult.

b) ES poden predir per les seves caracteristiques hidrofobiques

c) Estan formats per una unica helix.
d) ai b sOn certes.
e) Totes son certes.

Laopcio e éslacorrecta.




Assenyalal’ afirmacio falsa:

a) El plegament dels dominisextracel -lularsdel receptor FGF 0n del
tipus inmunoglobulina.

b) Laregid extrace lular dels FGFR conté 4 dominis;, D1, D2, D3,
D4.

c) En el model simetric de dimeritzacio dels FGFR, 2 oligosacarids

d’ heparina es disposen al’ anomenat cand basic de forma polaritzada.
d) En € model simetric | heparina gjuda a promoure la dimeritzacio
estable.

e) El patro de sulfatacio de I’ heparina és critic per promoure la
dimeritzaci0, n especialment importants els 6-O-sulfats.

Laopcio correctaeslab.




Preguntes d’assaig




Citai comenta algunes caracteristiques dels diversos dominis dels
Receptors de FGF (fibroblast growth factors).

En la part extracel Jular e receptor consta de 3 dominis Immunoglobulin-like,
anomenats D1, D2 i D3. Aquests dominis s encarreguen de launi6 del FGF d
receptor, concretament a partir delsdominisD21 D3 del loop que uneix el D21 €
D3, anomenat D2-D3 linker. Aquests doministambeé s encarreguen de lainteraccio
de dos Receptors de FGF en e procés de dimeritzacio, concretament a partir dels
dominis D2.

El domini transmembrana, esta format per unaunica helix transmembrana. Aquesta
hdlix es caracteritza per tenir les cadenes laterals dels residus hidrofobics orientades
cap aforadel’hdix, jaque estrobaen un medi hidrofobic com ésla membrana.

En lapart intracel-lular el receptor conté un domini tirosina quinasa. Aquest domini
es troba molt conservat entre tots el's receptors de factors de creixement. S encarrega
de transmetre el senyal al’interior delacd-lula Aquest domini s activaamb la
fosforil -lacid de certes tirosines especifiques, aixo télloc després de la dimeritzacio,
jaquel’ atre receptor ésl’ encarregat d aguestes fosforil lacions, creant-se aixi llocs
d’unid per proteines amb funcions de transmissio del senyal. També apartir dela
seva activitat quinasafosforilatirosines de I’ atre receptor.




Descripcio de les interaccions més importants del model de
dimeritzacio ssimetric delsreceptorsde FGF.

En primer lloc, les interaccions que es donen entre FGF i el corresponent receptor és
poden analitzar a grans trets en tresinterfases basi ques.

- Interfase FGF i domini 2 (D2) del FGFR:

Basicament es donen interaccions hidrofobiques. Els residus de D2 que permeten
aguest tipus d'interacci6 amb la superficie hidrofobica dels FGF estan molt
conservats.

També conté un reduit nombre de ponts d hidrogen que son critics per fixar
|’ orientacio de D2 en relacio aFGF.

- |nterfase FGF i linker:

Mediada per tres ponts d’ hidrogen invariables.
- Interfase FGF i domini 3 (D3) del FGFR:

Basicament hi tenen lloc ponts d' hidrogen mediats per aigua.

Aquesta interfase juga e paper més important en conferir afinitat i especificitat en
|”uni6 dels FGF.




(Continuacio de la segona pregunta d’ assaig)

Com a detalls a destacar; € loop bC'- bE ddd FGFR és molt flexible i la seva
conformacio vindra determinada pels contactes especifics que és donin amb e FGF
gue shi uneixi; mentre que € loop bB’- bC Sinserta de manera “lock and key” en
una cavitat de labase del’ estructura barril b del FGF unit.

En segon lloc, els contactes que es donen en I estructura dimeritzada son, per una
banda, entre el's receptors a traves dels dominis D2, | per I'altra, contactes secudaris
dels FGFs amb €l receptor adjacent.

L’ dltim aspecte a tenir en compte en les interaccions que es donen en € model
simetric és el paper de |I"heparina. En aguest model, dos oligosacarids d heparina es
disposen de forma polaritzada en I’ anomenat cané basic. El cand basic € formen els
Heparin Binding Sites (HBS) dels D2 dels receptors i els HBS dels FGF, ésric en
lysinesi argininesi aixo li confereix un potencial eectrostatic molt positiu ideal per
la unid de I'heparina mitjancant un elevat nombre de ponts dhidrogen i
caracteritzada per un patro de sulfats critic per la dimeritzacio. D’ aguest manera
|"heparina juga un paper determinant en la formacio i estabilitzacio d’aquest gran
complex.




