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DESCRIPCION
Método de cribado para la identificacion de productos terapéuticos contra el cancer

La presente invencion se refiere a un método para identificar compuestos anticancerigenos. La invencion se basa en
el hallazgo de que una interaccion directa proteina-proteina entre la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 4
(PFKFB4) y la proteina F-box 28 (FBX028) silencia una actividad ubiquitina E3 ligasa de FBX028 hacia HIFia. Interferir
con esta interaccion proteina-proteina conduce a una fuerte induccion de la degradacion proteasomal de HIFiay a la
muerte celular en los tumores, y por lo tanto, los compuestos cribados segun la presente invencion albergan un
potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades proliferativas como el cancer. La invencion proporciona un
método de cribado para productos terapéutica contra el cancer basado en la interaccion de PFKFB4 y FBX028, asi
como aplicaciones médicas de la misma.

Descripcion

El cancer es una de las principales enfermedades mortales para los seres humanos y estd causado por una
proliferacion celular fisioldgicamente descontrolada que afecta a las condiciones fisiologicas normales del cuerpo
humano y que da lugar a graves reacciones patolégicas que a menudo conducen a la muerte. Aunque se han realizado
enormes esfuerzos en los estudios y tratamientos del cancer, en la actualidad, el cancer sigue siendo la principal causa
de muerte de los seres humanos. Existen multiples enfoques para tratar a los pacientes con cancer, como la cirugia,
la radioterapia y la quimioterapia.

Las células neoplasicas utilizan preferentemente la glucdlisis para satisfacer sus mayores necesidades de energia 'y
precursores biosintéticos. Las enzimas PFKFB (PFKFB1-4) sintetizan fructosa-2,6-bisfosfato (F2,6BP). La F2,6BP
activa la 6-fosfofructo-I-cinasa (PFK-1), un punto de control fundamental en la via glucolitica. Hasta hace poco, la
isoenzima PFKFB3 se consideraba la fuente principal del aumento de F2,6BP observado en las células cancerosas.
Sin embargo, nuevas pruebas indican la coexpresion de varias isozimas de PFKFB en tejidos transformados y no
transformados, asi como una mayor expresion de la isoforma PFKFB4 en varias lineas celulares neoplasicas y en
tumores.

El documento WO 2008/073382A2 divulga métodos in vivo e in vitro para identificar agentes y compuestos que
inhiben la unién de HSP90 e IP6K2, en los que se puede controlar cualquier fenédmeno asociado a la unién o inhibicién,
incluyendo la muerte celular, la localizacion subcelular, la actividad catalitica de IP6K2 y la formacion de IP7.

El documento US8283332B2 divulga métodos para reducir la expresion de PFKFB4 y tratar el cancer en una célula,
en los que los métodos incluyen el contacto de una célula con una cantidad eficaz de un inhibidor de PFKFB4 que
comprende ARN de horquilla corta (ARNhc) y inhibidores de ARN interferente pequefio (ARNip), y sus métodos de
uso.

Por lo tanto, sigue siendo necesario en la técnica poder identificar agentes con potencial terapéutico para el tratamiento
de trastornos proliferativos. La identificacion de compuestos es una necesidad urgente para permitir el desarrollo de
tratamientos desde el laboratorio hasta la practica clinica. Cuantos mas agentes se conozcan en la técnica que sean
potencialmente utiles en tratamientos, mayor sera la probabilidad de nuevas opciones de tratamiento exitosas en el
futuro.

A continuacién, se describiran los elementos de la invencion. Estos elementos se enumeran con realizaciones
especificas, aunque debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier nUmero para crear
realizaciones adicionales. Los diversos ejemplos descritos y las realizaciones preferidas no deben interpretarse como
una limitacion de la presente invencion a las realizaciones descritas explicitamente. Esta descripcion debe entenderse
que apoya y abarca realizaciones que combinan dos o0 mas de las realizaciones explicitamente descritas o que
combinan una o mas de las realizaciones explicitamente descritas con cualquier nimero de los elementos divulgados
y/o preferidos. Ademas, todas las permutaciones y combinaciones de todos los elementos descritos en esta solicitud
deben considerarse divulgadas por la descripcion de la presente solicitud, a menos que el contexto indique lo contrario.

Este problema se resuelve en un primer aspecto mediante un método para la identificacién de un compuesto que es
util como medicamento para el tratamiento del cancer, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar un compuesto candidato,

(b) proporcionar un complejo de proteinas que comprenda PFKFB4 y FBX028, o fragmentos o derivados de las
mismas, en el que PFKFB4 y FBX028, o los fragmentos o derivados de las mismas estén en interaccién directa de
proteina a proteina entre si (como por ejemplo, uniéndose entre si),

(c) poner en contacto dicho compuesto candidato con el complejo de proteinas que comprende PFKFB4 y FBX028, o
fragmentos o derivados de las mismas, y

(d) determinar si el contacto en (c) produce un cambio en la interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y FBX028, o
los fragmentos o derivados de las mismas, opcionalmente por comparacion con un control,
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en el que, en el caso de una reduccion de la interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y FBX028, o los fragmentos
o derivados de las mismas, como se determina en la etapa (d), el compuesto candidato es util como medicamento
para el tratamiento del cancer.

En el contexto de la presente invencion, el término "PFKFB4" se refiere a la enzima 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-
2,6-bifosfatasa 4. El término abarcara la version humana de esta proteina, pero también sus homaélogos, en particular
en el raton o la rata. La informacién sobre PFKFB4 puede obtenerse de la pagina web de nombres de genes humanos
(https://lwww.genenames.org/) cuyo numero de registro es HGNC:8875. Puede accederse a la proteina PFKFB4 en la
pagina web de UniProt bajo el numero de registro Q16877, y ademas, al menos la version humana, se muestra en la
SEQ ID NO: 1 (isoforma 1). Todas las demas isoformas de la proteina también estaran comprendidas en la presente
invencion.

En el contexto de la presente invencion, el término "FBX028" se refiere a la proteina F-box 28. El término abarcara la
version humana de esta proteina, pero también sus homologos, en particular en el ratén o la rata. La informacion sobre
FBX028 puede obtenerse de la pagina web de nombres de genes humanos(https:/www.genenames.org/) cuyo
numero de registro es HGNC:29046. Puede accederse a la proteina FBXO28 en la pagina web de UniProt bajo el
numero de registro QINVF7, y ademas, al menos la version humana, se muestra en la SEQ ID NO: 2 (isoforma 1).
Todas las demas isoformas de la proteina también estaran comprendidas en la presente invencion.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el derivado o fragmento de PFKFB4 se caracteriza por su capacidad de estar
en interaccion proteina-proteina con una proteina FBX028 de longitud completa.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el derivado o fragmento de FBX028 se caracteriza por su capacidad de estar
en interaccion proteina-proteina con una proteina PFKFB4 de longitud completa.

En este contexto, la capacidad de estar en interaccion proteina-proteina es preferentemente la capacidad de dicho
derivado o fragmento de proteina para formar una interaccién que imita la interaccién proteina-proteina nativa entre
PFKFB4 y FBXO28. Dicha interaccion nativa se describe aqui en la seccidon de ejemplos. En algunas realizaciones
preferidas, la interaccién proteina-proteina de PFKFB4 y FBX028 estd mediada y/o localizada en el dominio fosfatasa
de PFKFB4 y/o en un dominio que esta en proximidad espacial al dominio fosfatasa, en el que la proximidad espacial
esta dentro de no mas de 50 (preferentemente 40, 30, 20 o 10) restos aminoacidos N o C separados terminalmente
de al menos un resto aminoacido localizado dentro del dominio fosfatasa de PFKFB4. Por lo tanto, preferentemente,
cualquier derivado o fragmento de PFKFB4, preferentemente en las realizaciones, conserva el dominio fosfatasa que
media en la interaccién y/o un dominio que esta en proximidad espacial al dominio fosfatasa, en el que la proximidad
espacial esta dentro de no mas de 50 (preferentemente 40, 30, 20 o 10) restos aminoacidos N o C separados
terminalmente de al menos un resto aminoacido localizado dentro del dominio fosfatasa de PFKFB4, y en el que dicho
dominio esta mediando en la interaccion. Mas preferentemente, en todos los aspectos y realizaciones, el derivado o
fragmento de PFKFB4, por lo tanto, es una PFKFB4 que carece de cualquier dominio o secuencia excepto el dominio
fosfatasa, o0 mas ejemplarmente, carece del dominio cinasa de PFKFB4.

En otras realizaciones preferidas, el ensayo de cribado de la invencion es un ensayo NanoBiT® como se describe en
detalle en Dixon et al. (2016), "NanoLuc Complementation Reporter Optimized for Accurate Measurement of Protein
Interactions in Cells" (ACS Chem. Biol., 11, 400-408;). Sin embargo, también pueden ser objeto de la presente
invencion otros ensayos conocidos por los expertos en la materia y adecuados para determinar las interacciones
proteina-proteina.

Todas las referencias a las bases de datos en el contexto de la invencion se refieren a sus respectivas versiones del
26 de enero de 2018.

En el contexto de la invencion también se englobara cualquier variante o fragmento de PFKFB4 y FBX028 si tiene un
aminoacido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 70, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90,91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 0 100 % en comparacion con la secuencia de aminoacidos de PFKFB4 y FBX0O28 humana, respectivamente,
por lo tanto, SEQ ID NO: 1 o, respectivamente, 2, tal y como se describe en el presente documento. Los fragmentos
o PFKFB4 y FBXO28 o sus variantes tendran preferentemente una longitud de al menos 30, 40, 50, 80, 100, 150, 200,
300 o mas aminoacidos.

Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", cuando se utilizan
en cualquier lugar del presente documento en el contexto de dos o mas secuencias de acidos nucleicos o de
proteinas/polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o que tienen (o tienen al
menos) un porcentaje especificado de restos aminoacidos o nucleétidos que son iguales (es decir, al menos un 60 %
de identidad, preferentemente al menos un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 % o0 94 % de
identidad, y mas preferentemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad en una regién
especifica, preferentemente en sus secuencias completas, cuando se comparan y alinean para obtener la maxima
correspondencia en la ventana de comparacion o region designada), segun se mide utilizando algoritmos de
comparacion de secuencias o mediante alineacion manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, el sitio web del
NCBI). En particular, para la identidad de aminoacidos, se utiliza BLASTP 2.2.28+ con los siguientes parametros:
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matriz: BLOSUMG62; penalizaciones de hueco: existencia: 11, extension: 1; umbral de palabras vecinas: 11; ventana
para multiples aciertos: 40.

Los fragmentos o derivados o variantes de PFKFB4 y/o FBX028 pueden ser facilmente probados para la capacidad
de tener una interaccién proteina-proteina. Por lo tanto, la presente invencién también divulga un método para
determinar si un derivado de proteina, variante y/o fragmento de PFKFB4 mantiene la capacidad de interactuar (unirse)
directamente a FBX028 (preferentemente en version de longitud completa). EIl método comprende una etapa de poner
en contacto el derivado, variante y/o fragmento candidato de PFKFB4 con la proteina FBX028 (por ejemplo, de
longitud completa), y la deteccién de su interacciéon, por ejemplo, mediante coinmunoprecipitacion. También
comprende un método para determinar si un derivado de proteina, variante y/o fragmento de FBX028 mantiene la
capacidad de interactuar (unirse) directamente a PFKFB4 (preferentemente en version de longitud completa). El
meétodo comprende una etapa de poner en contacto el derivado, variante y/o fragmento candidato de FBXO28 con la
proteina PFKFB4 (por ejemplo, de longitud completa), y detectar su interaccion, por ejemplo, mediante
coinmunoprecipitacion.

El método anterior para probar variantes/derivados y/o fragmentos de proteinas puede, en algunas realizaciones,
formar parte del método descrito anteriormente para la identificacién de un compuesto que sea util como medicamento
para el tratamiento del cancer, preferentemente si el método abarca el uso de cualquier derivado, variante y/o
fragmento de proteina de PFKFB4 y/o FBX028.

El método de la invencion puede, en algunas realizaciones, comprender el suministro del complejo (de proteinas)
dentro de una célula de ensayo bioldgico, o se proporciona en un sistema sin células. Si el cribado se realiza en
contacto con una célula de ensayo bioldgico, se utilizan preferentemente células humanas, tales como las células
HEK.

En general no hay limites a la naturaleza del compuesto candidato utilizable en el cribado de la invencion. En las
realizaciones preferidas, el compuesto candidato se selecciona de un compuesto molecular pequefio ("molécula
pequefa"), un polipéptido, un péptido, una glicoproteina, un peptidomimético, una construccion de union a un antigeno
(por ejemplo, un anticuerpo, una molécula similar a un anticuerpo u otro derivado de uniéon a un antigeno, o un
fragmento de unién a un antigeno del mismo), un acido nucleico, tal como un ADN o ARN, por ejemplo, un ADN o
ARN antisentido o inhibidor, una ribozima, un aptamero de ARN o ADN, ARNi, ARNip, ARNhc y similares, incluidas
sus variantes o derivados, TAL como un acido nucleico peptidico (ANP), una construccion genética para la edicion de
genes dirigida, TAL como una construccion CRISPR/Cas9 y/o un acido nucleico guia (ARNg o ARNg) y/o ARNcrtra.

La expresion "molécula pequena", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a moléculas organicas o
inorganicas sintetizadas o naturales, que generalmente tienen un peso molecular igual o inferior a 1000 D, sin embargo
la definicion de molécula pequefa no esta limitada en algunas realizaciones a este niumero.

En la técnica se conocen diversos métodos para ensayar las interacciones proteina-proteina (unién) cualitativa o
cuantitativamente. La presente invencion abarcara todos los métodos conocidos de la técnica anterior que sean
aplicables por los expertos en la materia. Sin embargo, en algunas realizaciones, se pueden preferir los siguientes
enfoques:

(i) la coinmunoprecipitacién de las proteinas que interactuan,

(i) una transferencia de energia de resonancia Forster (FRET),

(iii) un ensayo de dos hibridos de levadura,(iv) la reticulacion covalente proteina-proteina,

(v) la espectroscopia de masas,

(vi) la cromatografia de afinidad,

(vii) la inmunotransferencia de afinidad,

(viii) los reconstruccion de dos hibridos

(ix) los ensayos de genes indicadores (NanoBiT™),

(x) la deteccién de la ubiquitilacién de HIF1a,

(xi) la deteccion de la degradacion de HiFia,

(xii) los ensayos basados en la inmunofluorescencia,

(xiii) la deteccion de la viabilidad celular del ensayo.
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Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresion "interaccion proteina-proteina" o cualquier variante
gramatical de esta expresion, se refiere a la asociacion estrecha y estable entre proteinas. Suele implicar la formacion
de enlaces quimicos no covalentes, como los enlaces de hidrogeno. La interaccion directa significa que dos proteinas
implicadas tienen un contacto estrecho y forman enlaces quimicos entre ellas. La interaccién indirecta entre dos
proteinas se produce cuando éstas no interactuan directamente entre si, sino que se unen al interactuar con otras
proteinas que, a su vez, interactuan directa o indirectamente entre si. Una interaccién proteina-proteina preferida de
la invencién esta mediada y/o localizada en el dominio fosfatasa de PFKFB4, o en un dominio que esta en proximidad
espacial al dominio fosfatasa, en el que la proximidad espacial esta dentro de no mas de 50 (preferentemente 40, 30,
20 o 10) restos aminoacidos N o C terminalmente separados de al menos un resto aminoéacido localizado dentro del
dominio fosfatasa de PFKFB4.

El método de cribado de la invencién se realiza preferentemente en un sistema animal no humano, ex vivo o in
vitro. Con respecto a los usos ex vivo, el método se realiza preferentemente en sistemas sin células o, como
alternativa, en cultivo celular. En el contexto de este ultimo, son preferibles las células de mamifero y, en particular,
pueden utilizarse lineas celulares humanas, tales como las células renales embrionarias humanas (HEK).

La idea de la invencién en general es el uso del método en la produccion e identificacion de terapias anticancerigenas.
Por lo tanto, el cancer en el contexto de la invencion es preferentemente un cancer que expresa PFKFB4,
preferentemente un cancer asociado con una expresion elevada de PFKFB4.

Preferentemente, el cancer es cualquier tumor o enfermedad cancerosa, preferentemente seleccionado entre un tumor
liquido o sdlido, y preferentemente es cancer de pulmén, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer de utero, cancer
de endometrio, cancer de mama, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de estdmago, cancer de cuello uterino,
linfoma, leucemia, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica aguda, cancer de glandulas salivales, cancer de
huesos, cancer cerebral, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer de piel, melanoma,
carcinoma de células escamosas, adenoma pleomorfico, carcinoma hepatocelular y/o adenocarcinoma. Los canceres
preferidos son el glioblastoma, cancer de mama, de préstata o de pulmon.

Otro aspecto de la invencion se refiere, por tanto, a un compuesto para su uso en un método de tratamiento de un
cancer en un sujeto, comprendiendo el método la etapa de interrumpir, en la célula asociada con el cancer en el sujeto,
la interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y FBX028.

El cancer es preferentemente un cancer como el definido anteriormente.

Un sujeto segun la invencion es preferentemente un mamifero, preferentemente un paciente humano que sufre de
cancer y necesita un tratamiento.

El método de tratamiento de la invencién comprende preferentemente la administracion al sujeto de una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto que reduce especificamente la interaccién proteina-proteina entre PFKFB4 y
FBX028 en una célula asociada con el cancer. El compuesto es preferentemente un compuesto como el identificado
segun la invencion aqui divulgada.

La presente invencion se describira ahora con mas detalle en los siguientes ejemplos con referencia a las figuras y
secuencias adjuntas, aunque sin limitarse a ellas. En las figuras:

Figura 1:
TMA y transferencias Western
Figura 2:

(A) Imagen luminiscente de animales que expresan de forma estable el gen de la luciferasa y son tratados
con doxiciclina durante 6 semanas. (B) Curvas de Kaplan Meier de los animales tratados con doxiciclina que
expresan shNT (negro) o shPFKFB4 (gris) y los animales no tratados (linea discontinua). (C) Tamafio del
tumor determinado por adquisicion de imagenes luminiscentes, expresado en flujo total (fotones/segundo).
(D) Secciones tenidas con H y E barridas de cerebros de ratén del grupo no tratado y que expresan shNT
utilizando el Leica ImageScope. Se presenta el cerebro entero, con 10 y 40 aumentos.

Figura 3:

La PFKFB4 participa en la funcién transcripcional de HIF
Figura 4:

La atenuacion de PFKFB4 afecta a la estabilidad de HIF
Figura 5:

La FBX028 interactua con PFKFB4
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Figura 6:

La FBX028 es necesaria para la estabilidad de HIFia
Figura 7:

Muestra un ensayo NanoBiT® para el cribado de compuestos candidatos.
Y en las secuencias:

SEQID NO: 1

MASPRELTQNPLKKIWMPYSNGRPALHACQRGVCMTNCPTLIVMVGLPARGKTYISKKLT
RYLNWIGVPTREFNVGQYRRDVVKTYKSFEFFLPDNEEGLKIRKQCALAALRDVRRFLSE
EGGHVAVFDATNTTRERRATIFNFGEQNGYKTFFVESICVDPEVIAANIVQVKLGSPDYV
NRDSDEATEDFMRRIECYENSYESLDEDLDRDLSYIKIMDVGQSYVVNRVADHIQSRIVY
YLMNIHVTPRSIYLCRHGESELNLKGRIGGDPGLSPRGREFAKSLAQFISDQNIKDLKVW
TSQMKRTIQTAEALGVPYEQWKVLNEIDAGVCEEMTYEEIQDNYPLEFALRDQDKYRYRY
PKGESYEDLVQRLEPVIMELERQENVLVICHQAVMRCLLAYFLDKAAEQLPYLKCPLHTV
LKLTPVAYGCKVESIFLNVAAVNTHRDRPQNVDISRPPEEALVTVPAHQ

SEQIDNO: 2

MAAAAEERMAEEGGGGQGDGGSSLASGSTQRQPPPPAPQHPQPGSQALPAPALAPDQLPQ
NNTLVALPIVAIENILSFMSYDEISQLRLVCKRMDLVCQRMLNQGFLKVERYHNLCQKQV
KAQLPRRESERRNHSLARHADILAAVETRLSLLNMTFMKYVDSNLCCFIPGKVIDEIYRV
LRYVNSTRAPQRAHEVLQELRDISSMAMEYFDEKIVPILKRKLPGSDVSGRLMGSPPVPG
PSAALTTMQLFSKQNPSRQEVTKLQQQVKTNGAGVTVLRREISELRTKVQEQQKQLQDQD
QKLLEQTQIIGEQNARLAELERKLREVMESAVGNSSGSGQNEESPRKRKKATEAIDSLRK
SKRLRNRK

Ejemplos
Ejemplo 1: Expresion de PFKFB4 especifica de tumor

Estudios recientes han demostrado la importancia del gen clave de la glucélisis PFKFB4 para la supervivencia de
diferentes células tumorales in vitro e in vivo, destacando su potencial como diana terapéutica. Para investigar el nivel
de expresion de la proteina endégena dentro de diferentes entidades cancerosas, los inventores han desarrollado un
nuevo anticuerpo PFKFB4 que es adecuado para la transferencia Western y la inmunohistoquimica, lo que permite la
tincion de alto rendimiento de micromatrices de tejidos ("Tissue Microarrays”, (TMA). Como se muestra en la figura
1A, las muestras de proteina de tumor de prdstata mostraron un nivel de expresion de PFKFB4 significativamente
mayor que las muestras normales. Del mismo modo, las muestras emparejadas tumorales y normales de pacientes
con cancer de pulmén mostraron una marcada diferencia en el nivel de expresion de PFKFB4 (figura 1A). Como se
muestra en la figura 1B, el nivel de expresion de la proteina PFKFB4 oscila entre la no expresion y la alta expresion,
siendo los tejidos normales mayoritariamente negativos para PFKFB4. Curiosamente, el nivel de expresion se
correlaciono con el grado de los diferentes tumores, independientemente de su origen tisular, lo que sugiere que
PFKFB4 podria estar implicada en el mantenimiento y el crecimiento de los tumores.

Ejemplo 2: La atenuacion de PFKFB4 afecta a la viabilidad de las GSC in vivo

Para verificar el efecto del silenciamiento de PFKFB4 en el crecimiento del tumor in vivo, los inventores usaron un
modelo de ratdon de xenoinjerto. Para ello, se generaron construcciones de expresion inducible que codifican un ARNhc
dirigido a PFKFB4 y un ARNhc no dirigido como control negativo. Las GSC transducidas de forma estable
(NCH421k_TetONshPFKFB4 y NCH421k_TetONshNT) fueron tratadas durante tres dias con doxiciclina y se
caracterizo la atenuacion de PFKFB4 a nivel de proteina. Para permitir el seguimiento del crecimiento del tumor in
vivo, las lineas de GSC inducibles fueron transducidas de forma estable con una construccion que expresa luciferasa.

Dos grupos de 8 y 14 animales fueron trasplantados ortotépicamente con 100 000 células NCH421k_Luc_TetONshNT
y NCH421k_Luc_TetONshPFKFB4, respectivamente. El crecimiento del tumor expresado como sefal luminiscente se
controlé6 dos veces por semana. La aparicion de la sefial de tamafio suficiente (aproximadamente 200 000
flux/fotones/segundo) determind el inicio del tratamiento con doxiciclina. Los animales fueron separados

6
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aleatoriamente en tres grupos, a saber, tratados con shNT_dox (n = 8), tratados con shPFKFB4_dox (n = 7) y no
tratados con shPFKFB4 (n = 7). Se tomaron fotografias de los animales dos veces por semana (figura 2A). Los
animales que expresan shPFKFB4 tras el tratamiento con doxiciclina mostraron una supervivencia significativamente
mejor que los animales de control (animales no tratados y animales que expresan shNT) (figura 2B).

La atenuacion de PFKFB4 redujo significativamente el tamafo del tumor con el tiempo, tal y como se observoé por la
intensidad de los centros de bioluminiscencia, lo que finalmente condujo a la pérdida de células tumorales unas tres
semanas después del tratamiento (figura 2C). De hecho, se pudo observar un tumor en el cerebro de los animales
enfermos sacrificados (shNT no tratados y tratados con doxiciclina) mediante tincion con H y E (figura 2D), mientras
que la mayoria de los ratones tratados con doxiciclina shPFKFB4 estaban libres de tumores. Los tumores residuales
de los animales tratados con shPFKFB4_dox seguian expresando PFKFB4, lo que sugiere que la inducciéon con
doxiciclina de shPFKFB4 no era completamente eficaz en estos tumores, como se confirmé por inmunofluorescencia.

Ejemplo 3: Impacto del silenciamiento de PFKFB4 en la expresion de PDK1

Como se ha demostrado in vitro e in vivo, el impacto del silenciamiento de PFKFB4 es particularmente alto para la
viabilidad de las GSC. Para determinar su efecto en la regulacion de la expresion de otros genes, se realizo el perfil
de la expresion génica de tres lineas diferentes de GSC (NCH421k, NCH441 y NCH644) transducidas con
pLKO_shPFKFB4 y pLKO_shNT. Curiosamente, la atenuacion de PFKFB4 condujo a una disminucion de la firma
génica de HIFia, segun lo determinado por el analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes ("Gene Set
Enrichment Analysis", GSEA) (figura 3A). Entre las numerosas dianas conocidas de HIFia que los inventores
identificaron, tales como LDHA, CA9 e IGF2, la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1) mostré la mayor reduccion
tras la atenuacion de PFKFB4, lo que se verificé mediante gRT-PCR (figura 3B). La PDKi es una enzima clave que
regula el destino del piruvato dentro de la via glucolitica al fosforilar y, por tanto, inhibir la piruvato deshidrogenasa
(PDH). Para verificar que la atenuacién de PFKFB4 también afectaba a la fosforilacion de la diana de PDKi, los
inventores realizaron un analisis de la transferencia Western tras la atenuacion de PFKFB4 utilizando CRISPR. Como
se muestra en la figura 3C, el nivel de PDH fosforilada disminuyé tras la eliminacion de PFKFB4.

Dado que el efecto del silenciamiento de PFKFB4 sobre la expresion de PDKi fue significativo, se investigo la expresion
endogena de ambos genes en una cohorte de pacientes con glioblastoma (n = 154), disponible en The Cancer Genome
Atlas (TCGA). De modo notable, la PDKi mostré la mayor correlacion de expresion con la PFKFB4 (R = 0,67) (figura
3D), un fendmeno que parecia ser especifico de esa isoforma PFK2/FBP2. De hecho, ninguna de las otras isoformas
que se expresan en las muestras de glioblastoma mostré ninguna correlacion con la expresion de PDKi (figura 3D).

Ejemplo 4: PFKFB4 participa en la regulacion de los niveles de la proteina HIFia

Como se ha puesto de manifiesto en los perfiles de expresion génica de las lineas de GSC con atenuacion de PFKFB4,
esta parece estar implicada en la regulacién de la expresion de genes que son dianas del factor de transcripcion HIFia.
Para investigar el papel potencial de PFKFB4 en la regulacion de la expresion de HIFia, se realizé una qRT-PCR en
GSC con atenuacion de PFKFB4. Como se muestra en la figura 4A, no se observé ninguna disminucion del ARNm de
HIFia tras la atenuacién de PFKFB4. De hecho, parece que, tras el silenciamiento, HIFia se regula positivamente a
nivel de ARNm. Sin embargo, la atenuacion de PFKFB4 condujo a una fuerte disminucion de HIFia a nivel de proteina
(figura 4B), sugiriendo que PFKFB4 esta involucrada postranscripcionalmente en la regulacion de HIFia. Este
fendmeno se confirmé mediante la atenuacion de PFKFB4 utilizando dos ARN guia CRISPR diferentes (figura 4C).

Como las GSC se cultivan como neuroesferas, lo que podria llevar a un nivel diferente de disponibilidad de oxigeno y
nutrientes, influyendo asi en la dependencia del factor de transcripciéon HIFia, los inventores realizaron una atenuacion
de PFKFB4 en GSC adherentes. Curiosamente, incluso en estas condiciones de normoxia, HIFia se expresa
fuertemente, lo que sugiere que los niveles de proteina HIFia dependen de la expresion de PFKFB4,
independientemente de las condiciones de cultivo (figura 4C). Ademas, la sobreexpresion de PFKFB4 en las células
HEK293 condujo a la regulacion positiva de HIFia, mientras que su atenuacion en condiciones de hipoxia disminuyd
los niveles de proteina HIFia (figura 4D).

Ejemplo 5: Identificacién de una nueva ubiquitina E3 ligasa de HIFia

Como ambas proteinas no interactian directamente entre si, los inventores realizaron una espectrometria de masas
de muestras de PFKFB4 inmunoprecipitadas para encontrar compaferos de unién de PFKFB4 que pudieran estar
implicados en los mecanismos de estabilizacion de HIFia.

Las proteinas que muestran mas de dos secuencias de firma se enumeran en la figura 5A. La unién de FBX028 a
PFKFB4 se verifico por colP y por dos hibridos de levadura (figura 5B). Ademas, la localizacion citoplasmatica de
ambas proteinas se verificdé mediante inmunofluorescencia (figura 5C). La FBX028 es un miembro de la familia de
proteinas F-Box y se cree que forma parte del complejo SCF formado por SKPi, culina y proteinas F-box, como se
muestra por colP (figura 5D), actuando como ubiquitina ligasas. Curiosamente, a diferencia de PFKFB4, la expresion
del ARNm de FBXO28 esta disminuida en el glioblastoma en comparacion con el cerebro normal, y los pacientes con
una expresion mas baja tienen una mejor supervivencia (figura 5E).

Ejemplo 6: PFKFB4 se une a FBXO28 para inhibir la ubiquitilacion y la degradacion de HIFia
7
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Para verificar el papel de PFKFB4 en la ubiquitilacién de HIFia, los inventores realizaron una inmunotransferencia
utilizando el anticuerpo de ubiquitina en HIFia inmunoprecipitado tras el tratamiento con MG132. Como se destaca en
la figura 6A, la ubiquitilacion de HIFia esta disminuida en las células que sobreexpresan PFKFB4. A continuacion, se
identificd la importancia del vinculo entre FBX028 y para la expresion de la proteina HIFia y la supervivencia de las
GSC PFKFB4. En este sentido, se atenué PFKFB4 solo o en combinacion con el silenciamiento de FBX028 en GSC
y se realizé un anadlisis FACS. El efecto sobre el nivel de proteinas HIF1a se verificé mediante transferencia Western.
Como se muestra en la figura 6B, la atenuacion de PFKFB4 disminuyd el nivel de proteinas HIFia mientras que el
silenciamiento de FBX028 por si solo no lo redujo. Sin embargo, el silenciamiento tanto de FBX028 como de PFKFB4
en las GSC rescaté el nivel de HIFia. El rescate también se observo a nivel fenotipico (figura 6C).

En conjunto, estos resultados enfatizan el papel potencial de PFKFB4 para proteger a HIFia del complejo SCF,
permitiendo la expresion de genes diana de HIF en las células madre del glioblastoma.

Ejemplo 7: Desarrollo de un método de cribado para identificar inhibidores de compuestos pequefos para inhibir la
funcion de PFKFB4

El ensayo NanoBiT® de Promega se utiliza ampliamente para investigar las interacciones proteina-proteina.

El ensayo NanoBiT se describe en detalle en Dixon et al. (2016), "NanoLuc Complementation Reporter Optimized for
Accurate Measurement of Protein Interactions in Cells" (ACS Chem. Biol., 11, 400-408).

Los inventores adaptaron este método para desarrollar un ensayo de cribado celular con el fin de investigar la
interaccion de PFKFB4 con FBXO28. A este respecto, ambos genes se clonaron en vectores pLVX que contenian las
cuatro versiones de NanoBiT® (pLVX1.1-N[TK/LgBiT], pLVX2.1-N[TK/SmBIT], pLVX1.1-C[TK/LgBiT] y pLVX2.1-
C[TK/SmBIT]), lo que permitié que los marcadores BiT pequefo y grande estuvieran en el extremo N- o C-terminal de
ambas proteinas de interés. Como control negativo, se utilizé un vector que contenia una proteina HaloTag clonada
en el BiT pequefio en combinacion con el BiT grande clonado en FBX028 o PFKFB4.

Todos los vectores se transfectaron en células HEK293 y las combinaciones se probaron como se muestra en la figura
7A. La sefal luminiscente se detectd con el sistema de ensayo de luciferasa Nano-Glo® de Promega. La interaccion
se considero positiva si la sefial era al menos 10 veces mayor que la del control negativo respectivo. La combinacion
del vector que contiene PFKFB4 marcado en el C-terminal con el BiT grande con el vector que expresa FBX028
marcado en el N-terminal con el BiT pequefo (véase la figura 7A, 22 columna) produjo la sefial mas alta y, por lo tanto,
se selecciond para una mayor validacion.

Para verificar la especificidad del ensayo, los inventores transfectaron células HEK293 con la combinacién que
mostraba los mejores resultados (C-ter[LgBiT]IPFKFB4+N-ter[SmBIiT]FBXO28) junto con una concentracion creciente
de un vector que sobreexpresaba PFKFB4 no marcada. Como se muestra en la figura 7B, la sefial generada por la
interaccion de PFKFB4 marcado y FBX028 disminuyd al afiadir PFKFB4 no marcado que compite con PFKFB4
marcado para formar el complejo de interaccidon. Esto es una clara indicacion de que un compuesto candidato a
interactuar (en este caso representado por la PFKFB4 no marcada) en un ensayo de cribado produciria sefiales
indicativas de la alteracion de la interaccion entre ambas proteinas.

Finalmente, mediante la transfeccion de diferentes versiones truncadas de PFKFB4 marcada junto con FBXO028
marcada, los inventores pudieron determinar que la interaccion se reduce si se elimina el dominio fosfatasa y, por lo
tanto, que el sitio de interaccion entre ambas proteinas se encuentra muy probablemente dentro del dominio fosfatasa
de PFKFB4 (figura 7C).
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para la identificacion de un compuesto que es util como medicamento para el tratamiento del cancer,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar un compuesto candidato,

(b) proporcionar un complejo de proteinas que comprenda PFKFB4 y FBX028, o fragmentos o derivados de
las mismas, en el que PFKFB4 y FBX028, o los fragmentos o derivados de las mismas estén en interaccion
directa proteina a proteina entre si (como, por ejemplo, uniéndose entre si),

(c) poner en contacto dicho compuesto candidato con el complejo de proteinas que comprende PFKFB4 y
FBX028, o fragmentos o derivados de las mismas, y

(d) determinar si el contacto en (c) produce un cambio en la interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y
FBX028, o los fragmentos o derivados de las mismas, opcionalmente por comparaciéon con un control,

en el que, en el caso de una reduccion de la interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y FBX028, o los fragmentos
o derivados de las mismas, como se determina en la etapa (d), el compuesto candidato es util como medicamento
para el tratamiento del cancer.

2.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el complejo se proporciona dentro de una célula de ensayo bioldgico,
0 se proporciona en un sistema sin células.

3.- El método segun la reivindicacion 1 0 2, en el que el compuesto candidato se selecciona de un compuesto molecular
pequefio ("molécula pequefia"), un polipéptido, péptido, una glicoproteina, un peptidomimético, una construcciéon de
unién a un antigeno (por ejemplo, un anticuerpo, una molécula similar a un anticuerpo u otro derivado de unioén a un
antigeno, o un fragmento de unién a un antigeno del mismo), un acido nucleico, tal como un ADN o ARN, por ejemplo,
un ADN o ARN antisentido o inhibidor, una ribozima, un aptamero de ARN o ADN, ARNi, ARNip, ARNhc y similares,
incluidas sus variantes o derivados, tal como un acido nucleico peptidico (ARP), una construccién genética para la
edicion de genes dirigida, tal como una construccion CRISPR/Cas9 y/o un acido nucleico guia (ARNg o ADNg) y/o
ARNCcrtra.

4.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la determinacion en la etapa (d) comprende
al menos una de:

(i) la coinmunoprecipitacion de las proteinas que interactuan,
(i) una transferencia de energia de resonancia Férster (FRET),
(iii) un ensayo de dos hibridos de levadura,

(iv) la reticulacion covalente proteina-proteina,

(v) la espectroscopia de masas,

(vi) la cromatografia de afinidad,

(vii) la inmunotransferencia de afinidad,

(viii) los reconstruccion de dos hibridos

(ix) los ensayos de genes indicadores (NanoBiT™),

(x) la deteccion de la ubiquitilacion de HIFia,

(xi) la deteccion de la degradacion de HiFia,

(xii) los ensayos basados en la inmunofluorescencia,

(xiii) la deteccion de la viabilidad celular del ensayo.

5.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que se realiza en un sistema animal no humano, ex
vivo o in vitro, preferentemente en una linea celular humana, tal como células renales embrionarias humanas (HEK).

6.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el derivado o fragmento de PFKFB4
se caracteriza por su capacidad de estar en interaccidon proteina-proteina con una proteina FBXO28 de longitud
completa.
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7.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el derivado o fragmento de FBX0O28
se caracteriza por su capacidad de estar en interaccion proteina-proteina con una proteina PFKFB4 de longitud
completa.

8.- El método segun la reivindicacién 6 o 7, en el que la capacidad de estar en interaccion proteina-proteina es la
capacidad de una interaccion que imita la interaccion proteina-proteina nativa entre PFKFB4 y FBX028.

9.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el cancer es un cancer que expresa
PFKFB4, preferentemente un cancer asociado con una expresion elevada de PFKFB4, tal como el glioblastoma, el
cancer de mama, de prostata o de pulmén.

10.- Un compuesto para su uso en un método de tratamiento de un cancer en un sujeto, comprendiendo el método la
etapa de interrumpir, en la célula asociada con el cancer en el sujeto, la interaccidn proteina-proteina entre PFKFB4
y FBX028.

11.- El compuesto para su uso segun la reivindicacion 10, en el que el cancer es un cancer caracterizado por la
expresion de PFKFB4 y FBX028.

12.- El compuesto para su uso segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el sujeto es un mamifero, preferentemente
un paciente humano que padece cancer y necesita un tratamiento.

13.- El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el método comprende
la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto que reduce especificamente la
interaccion proteina-proteina entre PFKFB4 y FBX028 en una célula asociada con el cancer.

14.- El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que el compuesto es un
compuesto como se identifica segin un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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