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DESCRIPCION
Moleculas de unién a FGFR3
Antecedentes de la invencion

FGFR3 es uno de los cuatro miembros de la familia FGFR de receptores de tirosina cinasa transmembrana que estan
implicados en las vias de sefalizacion intracelular. Se ha demostrado que la activacion de FGFR a través de la
interaccion con factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) tiene un papel fundamental tanto en la embriogénesis
como en adultos con una gama ple6tropa de secuelas, incluyendo la proliferacién y la supervivencia celulares, la
migracion, la diferenciacién y la detencién del crecimiento [1].

Los FGFR consisten en una regién de unioén a ligando extracelular, con dos o tres dominios de tipo inmunoglobulina
(IlgD1-3), una regién transmembrana de un solo paso y un dominio tirosina cinasa dividido citoplasmatico.

En seres humanos, la sefalizacion estd mediada por 1 de 22 ligandos de FGF y la especificidad del receptor para el
ligando esta controlada por la expresion celular diferencial de los receptores, la secrecion de proteinas de superficie
celular que modulan la interaccion y el corte y empalme alternativo de los receptores [1]. FGFR1, 2 y 3 tienen cada
uno dos isoformas principales cortadas y empalmadas de forma alternativa, designadas lllb y lllc. Estas isoformas
difieren en aproximadamente 50 aminoacidos en la segunda mitad de IgD3 y tienen una distribucion tisular y una
especificidad de ligando distintas. Los ligandos de FGF provocan la dimerizacién de los FGFR, lo que conduce a la
activacion y la fosforilacién del dominio tirosina cinasa intracelular. Esto conduce a la activacién de varias vias clave
implicadas en la sefalizacion oncégena, incluyendo la via de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) y la via
de PI3K-AKT.

Se han implicado FGFR activados anémalamente en neoplasias malignas humanas especificas [2]. En particular, la
translocacién cromosoémica t(4;14) (p16.3;032) se produce en aproximadamente el 15-20 % de los pacientes con
mieloma multiple, lo que conduce a la sobreexpresién de FGFR3 y se correlaciona con una supervivencia general mas
corta [2]. EI FGFR3 también esta implicado en conferir quimiorresistencia a estirpes celulares de mieloma en cultivo
[3], lo que es coherente con la escasa respuesta clinica de los pacientes t(4;14) a la quimioterapia convencional [4].
La sobreexpresion de FGFR3 activado por mutacion es suficiente para inducir la transformacién oncégena en células
hematopoyéticas y fibroblastos [5-8], modelos en ratones transgénicos [9] y modelos de trasplante de médula 6sea
murina [9, 10].

En consecuencia, el FGFR3 se ha propuesto como una posibles diana terapéutica en el mieloma multiple. De hecho,
varios inhibidores de molécula pequefia dirigidos a los FGFR, aunque no son selectivos para FGFRS3 y tienen actividad
inhibidora cruzada hacia determinadas otras cinasas, han demostrado citotoxicidad contra células de mieloma
positivas para FGFR3 en cultivo y en modelos en ratén [11-15].

También se ha documentado la sobreexpresion de FGFR3 en una alta fraccion de canceres de vejiga[16, 17]. Ademas,
se han identificado mutaciones activadoras somaticas en FGFR3 en el 60-70 % de los carcinomas de vejiga papilares
y el 16-20 % de los carcinomas de vejiga invasores de musculo [17, 18]. En experimentos de cultivo celular, ARN de
interferencia [19] o un fragmento de anticuerpo Fv monocatenario de FGFR3 inhibieron la proliferacion celular de
células de cancer de vejiga [20]. Un estudio reciente demostré que un conjugado de anticuerpo de FGFR3-toxina
atenua el crecimiento de xenoinjerto de una estirpe celular de cancer de vejiga a través de la entrega de toxina mediada
por FGFR3 en tumores [21]. Las publicaciones relacionadas con FGFR3 y anticuerpos anti-FGFR3 incluyen el
documento US 2005/0147612; el documento WO 2010/111367; Rauchenberger et al., J Biol Chem 278 (40): 38194-
38205 (2003) [22]; el documento WO 2006/048877; Martinez-Torrecuadrada et al., (2008) Mol Cancer Ther7 (4): 862-
873; el documento WO 2007/144893; Trudel et al. (2006) 107 (10): 4039-4046; Martinez-Torrecuadrada et al. (2005)
Clin Cancer Res 11 (17): 6280-6290; Gomez-Roman et al. (2005) Clin Cancer Res 11: 459-465; y el documento WO
2010/002862.

Estos anticuerpos tienen una o mas de las siguientes desventajas: tienen la capacidad de reconocer solamente una
de las isoformas o muestran una diferencia significativa entre las afinidades por las diferentes isoformas.

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de moléculas que puedan unirse a ambas variantes de corte y empalme
FGFR3b y FGFR3c, con alta afinidad y especificidad, y que al mismo tiempo sean capaces de internalizarse bien en
una célula.

Esta necesidad se aborda mediante la presente invencion.

Descripcion de la invencion

A partir de varios cribados diferentes, se identificd un conjunto de polipéptidos Fynémero con una sorprendente

combinacion de propiedades, incluyendo una alta afinidad por FGFR3b y FGFR3c y la capacidad de una buena
internalizacion en las células, conjunto de polipéptidos que superé en rendimiento a un gran numero de otros
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candidatos para una combinacion de estas propiedades. Las secuencias de estos polipéptidos se desvelan en el
presente documento. Ademas de los propios polipéptidos, la invencion también proporciona construcciones de fusion
que comprenden dichos polipéptidos, incluyendo fusiones de los mismos a anticuerpos. La invencién proporciona
adicionalmente moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos o construcciones de fusién de la invencion.
Adicionalmente, se proporcionan composiciones farmacéuticas o de diagnéstico que comprenden polipéptidos o
construcciones de fusién de la invencién, asi como dichas composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento
del cancer o enfermedades mediadas por linfocitos T.

La presente invencion se refiere en un primer aspecto a un polipéptido que se une a las isoformas 3b y 3c del receptor
3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3b y FGFR3c), en el que el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: (a)
GVTLFVALYDYEVYGPTPMLSFHKGEKFQIL(X")(X2)(X3)(XYGPYWEARSL(X?)TGETG(X®)IPSNYVAPVDSIQ (SEQ
ID NO: 1), en la que las posiciones de aminoacidos (X') a (X®) pueden ser cualquier secuencia de aminoacidos; (b)
una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos un 95 % a la secuencia de aminodacidos de (a), en la que
la determinacion de identidad excluye las posiciones de aminoéacidos (X') a (X8) y a condicidn de que la secuencia de
aminoacidos EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) en las posiciones de aminodcidos 12 a 19 de la SEQ ID NO: 1 esté
conservada y los aminoacidos P e Y en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 1 estén conservados;
(c) GVTLFVALYDYEVMSTTALSFHKGEKFQILSQSPHGQYWEARSLTTGETG(X8)IPSNYVAPVDSIQ

(SEQ ID NO: 19), en la que la posicion del aminoacido (X8) puede ser cualquier aminoacido; y (d) una secuencia de
aminodcidos que es idéntica en al menos un 95 % a la secuencia de aminoacidos de (c), en la que la determinacién
de identidad excluye la posicién del aminoacido (X) y a condicion de que las secuencias de aminoacidos EVMSTTA
(SEQ ID NO: 20) en las posiciones de aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 19 y SQSPH (SEQ ID NO: 21) en las
posiciones de aminoécidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19 estén conservadas y los amino&cidos Q e Y en las posiciones
de aminoécidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 19 estén conservados.

El término "polipéptido”, como se usa en el presente documento, describe cadenas moleculares lineales de
aminoacidos, incluyendo proteinas monocatenarias o sus fragmentos, que contienen mas de aproximadamente 60
aminoacidos. Los polipéptidos pueden formar adicionalmente multimeros, por ejemplo, oligobmeros, que consisten en
al menos dos moléculas idénticas o diferentes. Las estructuras de orden superior correspondientes de dichos
multimeros se denominan, en consecuencia, homo- o heterodimeros, homo- o heterotrimeros, etc. Ademas, los
peptidomiméticos de dichos polipéptidos donde los uno 0 mas aminodcidos y/o los uno 0 mas enlaces peptidicos se
han reemplazado por analogos funcionales también se incluyen en la invencion. Dichos analogos funcionales incluyen
todos los aminoacidos conocidos distintos de los 20 aminoéacidos codificados por genes, tales como la selenocisteina.
El término "polipéptido" también se refiere a polipéptidos modificados naturalmente en los que la modificacion se
efectla, por ejemplo, por glucosilacién, acetilacion, fosforilacion y modificaciones similares que son bien conocidas en
la técnica.

El polipéptido de la presente invencion es un polipéptido derivado de SH de Fyn 3 o Fynémero. Los polipéptidos
derivados de SH3 de Fyn o Fynémeros son bien conocidos en la técnica y se han descrito, por ejemplo, en Grabulovski
et al. (2007) JBC, 282, pags. 3196-3204; documento WO 2008/022759; Bertschinger et al. (2007) Protein Eng Des Sel
20 (2): 57-68; y Gebauer y Skerra (2009) Curr Opinion in Chemical Biology 13: 245-255. La expresién "polipéptido
derivado de SH3 de Fyn", utilizado indistintamente en el presente documento con el término "Fynémero", se refiere a
un polipéptido de unién no derivado de inmunoglobulina (por ejemplo, un armazén como se describe en Gebauer y
Skerra (2009) Curr Opinion in Chemical Biology 13: 245-255) derivado del dominio Fyn SH3 humano. Los Fynémeros
son polipéptidos globulares pequeros de aproximadamente 7 kDa. El dominio SH3 de la cinasa Fyn humana se us6
satisfactoriamente como un armazén para disefar por ingenieria genética proteinas (proteinas de unién derivadas de
SH3 de Fyn denominadas Fynémeros) que se unen con alta afinidad y especificidad a diferentes proteinas diana
(documento WO 2008/022759, documento WO 2011/023685, documento WO 2013/135588, documento WO
2014/170063, Grabulovski D. et al., (2007) J Biol Chem 282, pags. 3196-3204, Bertschinger J. et al. (2007) Protein
Eng Des Sel, 20, pags. 57-68, y Schlatter et al. (2012) mAbs, 4 (4) pags. 497-50).

La frase "union a las isoformas 3b y 3c del receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos" (FGFR3b y FGFR3c o
FGFR3b y 3c) como se usa requiere que los polipéptidos de la invencién formen interacciones de unién (in vivo y/o in
vitro) con FGFR3b y FGFR3c. Las isoformas 3b (FGFR3b) y 3c (FGFR3c) se forman mediante corte y empalme
alternativo. Las variantes de corte y empalme se generan mediante el uso de dos exones alternativos, 3b y 3c, que
codifican la mitad C-terminal del dominio de Ig 3. Las células epiteliales muestran exclusivamente los transcritos 3b,
mientras que las células fibroblasticas muestran una mezcla de los transcritos 3b y 3c. La secuencia de aminoacidos
del FGFR3b humano se muestra en la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos del FGFR3c humano se muestra
en la SEQ ID NO: 10. Los polipéptidos de la invencion se unen preferentemente a las isoformas 3b y 3c del receptor
3 del factor de crecimiento de fibroblastos. Preferentemente, los polipéptidos de la invencién se unen a ambas
isoformas, FGFR3b y FGFR3c con una Ko de 107 a 102 M, més preferentemente de 108 a 1072 M, mucho mas
preferentemente de 10° a 102 M. A este respecto, se prefiere que los polipéptidos de la invencién se unan
especificamente a FGFRS3, preferentemente especificamente a ambas isoformas FGFR3b y FGFR3c y, por tanto, no
se unan significativamente a otras proteinas relacionadas tales como FGFR1, FGFR2 o FGFR4. A este respecto, union
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significativa designa preferentemente la unién con una Ko de > 5 x 10¢ M.

La SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 19 como se han mostrado anteriormente en el presente documento derivan de la
secuencia de aminoacidos del dominio SH3 de la cinasa Fyn humana (SEQ ID NO: 11; aa 83-145 de cinasa Fyn segun
lo publicado por Kawakami et al. y Semba et al. en 1986). La SEQ ID NO: 11 es:
GVTLFVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQILNSSEGDWWEARSLTTGETGYIPSNYVAPVDSIQ (SEQID NO: 11). Enla
SEQ ID NO: 11, como se ha mostrado anteriormente, las secuencias del bucle RT y el src estan subrayadas y
doblemente subrayadas, respectivamente. Grabulovski et al. (2007) JBC, 282, pags. 3196-3204 investigo la influencia
de mutaciones en los bucles RT y src de los dominios SH3 de Fyn y demostr6é que las mutaciones en estos bucles
adyacentes a la superficie hidr6foba podrian determinar la capacidad de este dominio para participar en asociaciones
intermoleculares. Por otra parte, el documento EP 2054432 muestra que las mutaciones en y adyacentes al bucle RT
y/o al src determinan la especificidad de unién de un dominio SH3. La secuencia de aminoacidos del dominio SH3 de
Fyn estd completamente conservada entre el ser humano, el ratén, la rata y el mono (gibén). El SH3 de Fyn de pollo
difiere en una posicién de aminoacido, el de Xenopus laevis en dos posiciones de aminoacidos del dominio humano
correspondiente. Al igual que otros dominios SH3, el dominio SH3 de Fyn esta compuesto por dos laminas
antiparalelas y contiene dos bucles flexibles (denominados blucles RT y src) con el fin de interactuar con otras
proteinas.

Con mas detalle, la SEQ ID NO: 1 es una secuencia resultado de una alineacion de las SEQ ID NO 3 a 8 (véase la
Fig. 1). Como es evidente a partir de la Fig. 1, las posiciones (X') a (X*) de la SEQ ID NO: 1 corresponden al bucle src
del dominio SH3 de la cinasa Fyn de la SEQ ID NO: 11. Entre las SEQ ID NO 3 a 8, los aminoédcidos dentro del bucle
src difieren entre si. Por otro lado, la segunda y tercera posicion C terminal con respecto al bucle src son "DW" en la
secuencia de tipo silvestre, mientras que los aminoacidos correspondientes en todas las SEQ ID NO 3 a 8 son "PY".
Como también es evidente a partir de la Fig. 1, las posiciones correspondientes al bucle RT del dominio SH3 de la
cinasa Fyn de la SEQ ID NO: 11 (es decir, la secuencia subrayada y la D adyacente), se cambian en comparacion con
la secuencia de SH3 de Fyn de tipo silvestre pero se conservan entre las SEQ ID NO: 3 a 8 y tienen la secuencia
"EVYGPTPM" (SEQ ID NO: 2). Las posiciones de aminoacidos dentro de los bucles RT y src, incluyendo los
aminoacidos que estan adyacentes a estos bucles, determinan la especificidad de unién a FGFR3b y 3c.

De acuerdo con la SEQ ID NO: 1, no solo las posiciones de aminoacidos (X') a (X*) pueden ser cualquier aminoacido
sino también las posiciones de aminoacidos (X%) y (X8). Como puede extraerse de la Fig. 1, los aminoacidos en las
posiciones (X%) y (X®) pueden diferir entre las SEQ ID NO 3 a 8 o con respecto al dominio SH3 de Fyn de tipo silvestre
de la SEQ ID NO: 11. Se cree que las diferencias de aminoacidos en estas posiciones no son esenciales para la
especificidad de union de las SEQ ID NO 3 a 8. Por tanto, las posiciones de aminodcidos (X5 y (X®) pueden
intercambiarse o suprimirse, o pueden afadirse mas aminoacidos, sin interferir sustancialmente con la especificidad
de union a FGFR3b y 3c. Si se intercambian aminodcidos en comparacion con los aminodcidos que pueden
encontrarse en las SEQ ID NO 1 a 8 en las posiciones de aminoacidos (X5) a (X%), se prefieren los intercambios
conservadores.

La SEQ ID NO: 19 es una secuencia resultado del polipéptido anti-FGFR3b y FGFR3c de la SEQ ID NO: 22. Las
posiciones de aminodcidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 22 (EVMSTTA (SEQ ID NO: 20)) corresponden al bucle RT del
dominio SH3 de la cinasa Fyn de la SEQ ID NO: 11, y las posiciones de aminodcidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 22
(SQSPH (SEQ ID NO: 21)) corresponden al bucle src del dominio SH3 de la cinasa Fyn de la SEQ ID NO: 11. La
segunda y tercera posicion C-terminal con respecto al bucle src son "DW" en la secuencia de tipo silvestre mientras
que los aminodacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 22 son "QY". También en la SEQ ID NO: 22, las posiciones
de aminoacidos dentro de los bucles RT y src, incluyendo los aminoacidos que estan adyacentes a estos bucles,
determinan la especificidad de unién a FGFR3b y 3c.

De acuerdo con la SEQ ID NO: 19, la posicién de aminoacido (X®) puede ser cualquier aminoécido. La posicién de
aminoécido (X8 de la SEQ ID NO: 19 corresponde a la posicién de aminoacido (X8) de la SEQ ID NO: 1. En las SEQ
ID NO 1y 19 el aminoacido (X®) difiere del dominio SH3 de Fyn de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 11. El aminoacido
correspondiente es Y en la SEQ ID NO: 11, Wen laSEQID NO: 19y L enlas SEQ ID NO 3 a 8.

De acuerdo con la presente invencion, la expresién "identidad de secuencia en porcentaje (%)" describe el nimero de
coincidencias ("hits") de nuclettidos/aminoacidos idénticos de dos 0 més secuencias de aminoacidos o &cido nucleico
alineadas en comparacién con el niumero de nucleétidos o restos de aminoacidos que constituyen la longitud total de
las secuencias molde de amino&cidos o acido nucleico. En otros términos, usando una alineacién, para dos o mas
secuencias o subsecuencias, puede determinarse el porcentaje de restos de aminoacidos o nucleétidos que son
iguales (por ejemplo, una identidad del 95 %, 97 % 0 98 %), cuando las (sub)secuencias se comparan y alinean para
determinar una correspondencia méaxima en una ventana de comparacion, o en una regién designada medida usando
un algoritmo de comparacién de secuencia conocido en la técnica, o cuando se alinean manualmente y se
inspeccionan visualmente. Por tanto, las secuencias que se comparan para determinar la identidad de secuencia
pueden diferir en la una o mas sustituciones, adiciones o supresiones de nucleé6tidos o aminoacidos. Esta definicién
también se aplica al complemento de una secuencia de ensayo.
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El experto también conoce programas adecuados para alinear secuencias polipeptidicas. El porcentaje de identidad
de secuencia de las secuencias polipeptidicas puede, por ejemplo, determinarse con programas como los programas
explicados anteriormente CLUSTLAW, FASTA y BLAST. Preferentemente se usa el programa BLAST, en concreto, el
algoritmo NCBI BLAST (Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A. Schéffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang,
Webb Miller y David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402).

Con respecto a la identidad de secuencia citada en el punto (b) anteriormente en el presente documento, se prefiere
que la identidad de secuencia sea de al menos el 98 %. A este respecto, cabe destacar adicionalmente que la identidad
de secuencia de al menos el 95 % mencionada en el punto (b) permite dos cambios de amino&cidos, mientras que la
identidad preferida de al menos el 98 % permite solo un cambio de aminoacidos. Por tanto, el punto (b) citado
anteriormente en el presente documento también se refiere a una secuencia de aminoacidos que difiere en dos
cambios de aminodcidos y preferentemente en un cambio de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del punto
(a) mencionado anteriormente en el presente documento, en el que el uno o mas cambios de aminoacidos pueden
encontrarse en las posiciones de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 distintas de (X') a (X®), la secuencia de aminoacidos
EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) en las posiciones de aminoacidos 12 a 19 de la SEQ ID NO: 1 y los aminoécidos P e Y
en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 1. Se cree que los aminoacidos en la SEQ ID NO: 1
distintos de (X') a (X®), la secuencia de amino&cidos EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) en las posiciones de aminoacidos
12 a 19 de la SEQ ID NO: 1 y los amino&cidos P e Y en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 1
no son esenciales para la especificidad de union de las SEQ ID NO 3 a 8. Por tanto, estas posiciones de aminoacidos
pueden intercambiarse o suprimirse, o puede afiadirse un aminodacido, sin interferir sustancialmente con la
especificidad de unién a FGFR3b y 3c. Estas posiciones de aminoacidos preferentemente se intercambian. Si se
intercambian aminoacidos, se prefieren los intercambios conservadores.

Con respecto a la identidad de secuencia citada en el punto (d) anteriormente en el presente documento, se prefiere
que laidentidad de secuencia sea de al menos el 97 %. A este respecto, cabe destacar adicionalmente que la identidad
de secuencia de al menos el 95 % citada en el punto (d) permite dos cambios de aminoacidos, mientras que la
identidad preferida de al menos el 97 % permite solo un cambio de aminoacidos. Por tanto, el punto (d) citado
anteriormente en el presente documento también se refiere a una secuencia de aminoacidos que difiere en dos
cambios de aminodcidos y preferentemente en un cambio de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos del punto
(c) citado anteriormente en el presente documento, en el que el uno o mas cambios de aminoacidos pueden
encontrarse en las posiciones de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19 distintos de las secuencias de aminoacidos
EVMSTTA (SEQ ID NO: 20) en las posiciones de aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 19 y SQSPH (SEQ ID NO:
21) en las posiciones de aminodcidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19 y los aminoacidos Q e Y en las posiciones de
aminodcidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 19. Se cree que los aminoacidos en la SEQ ID NO: 19 distinta de las secuencias
de aminoacidos EVMSTTA (SEQ ID NO: 20) en las posiciones de aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 19 y SQSPH
(SEQ ID NO: 21) en las posiciones de aminoacidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19 y los aminoacidos Q e Y en las
posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 19 no son esenciales para la especificidad de unién de la SEQ
ID NO: 22. Por tanto, estas posiciones de aminoacidos pueden intercambiarse o suprimirse, o puede afnadirse un
aminoacido, sin interferir sustancialmente con la especificidad de unidon a FGFR3b y 3c. Estas posiciones de
aminoacidos preferentemente se intercambian. Si se intercambian aminoacidos, se prefieren los intercambios
conservadores.

La frase "la determinacion de identidad excluye las posiciones de aminoacidos (X') a (X8)" como se usa en el presente
documento en relacion con la SEQ ID NO: 1 especifica que el célculo de la secuencia de identidad con respecto a la
SEQ ID NO: 1 no tiene en cuenta las posiciones de aminoacidos (X') a (X%). Analogamente, la frase "la determinacion
de identidad excluye la posicién de amino&cido (X8)" como se usa en el presente documento en relacion con la SEQ
ID NO: 19 especifica que el calculo de la secuencia de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 19 no tiene en cuenta
la posicion de aminoacido (X8).

La condicién "a condicién de que la secuencia de aminodcidos EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) en las posiciones de
aminodcidos 12 a 19 de la SEQ ID NO: 1 esté conservada”, como se usa en el presente documento, especifica que
no pueden introducirse cambios de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 12 a 19 de la SEQ ID NO: 1.
Analogamente, la condicion "a condicién de que los aminoacidos P e Y en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de
la SEQ ID NO: 1 estén conservados", como se usa en el presente documento, especifica que no pueden introducirse
cambios de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 1. En otros términos, las
posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones de aminodacidos 12 a 19 de la SEQ ID NO: 1 tienen la
secuencia EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) y los aminoacidos en las posiciones 37 y 38 son P e Y, respectivamente, en
todos los polipéptidos que pertenecen al &mbito de los puntos (a) y (b) de la primera realizacién de la invencién y los
ejemplos preferidos de la misma.

La condicién "a condicion de que las secuencias de aminoacidos EVMSTTA (SEQ ID NO: 20) en las posiciones de
aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 19 y SQSPH (SEQ ID NO: 21) en las posiciones de aminoacidos 31 a 35 de
la SEQ ID NO: 19 estén conservadas", como se usa en el presente documento, especifica que no pueden introducirse
cambios de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 12 a 18, asi como 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19.
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Anélogamente, la condicion "a condicién de que los aminoacidos Q e Y en las posiciones de aminodcidos 37 y 38 de
la SEQ ID NO: 19 estén conservados", como se usa en el presente documento, especifica que no pueden introducirse
cambios de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 19. En otros términos, las
posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones de aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID NO: 19 tienen la
secuencia EVMSTTA (SEQ ID NO: 20), las posiciones de aminoacidos correspondientes a las posiciones de
aminoacidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19 tienen la secuencia SQSPH (SEQ ID NO: 21) y los aminoacidos en las
posiciones 37 y 38 son Q e Y, respectivamente, en todos los polipéptidos que pertenecen al &mbito de los puntos (c)
y (d) de la primera realizacion de la invencion y los ejemplos preferidos de la misma.

Como se ha mencionado, cualquier sustitucion de aminodcidos en la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 19 es
preferentemente una sustitucion conservadora de amino&cidos. Una sustitucién conservadora especifica el reemplazo
de un aminoacido con otro aminoacido que tiene una propiedad quimica similar al aminoacido que se reemplaza.
Preferentemente, la sustitucién conservadora a la que se hace referencia en el presente documento es una sustitucion
seleccionada entre el grupo que consiste en: (i) una sustitucion de un aminodcido basico con un aminoacido basico
diferente; (ii) una sustitucion de un aminoacido acido con un aminodcido acido diferente; (iii) una sustitucion de un
aminoacido aromatico con un aminoacido aromatico diferente; (iv) una sustitucién de un aminoacido alifatico no polar
con un aminodcido alifatico no polar diferente; y (v) una sustitucién de un aminoé&cido polar sin carga con un aminoacido
polar sin carga diferente. Los aminoacidos béasicos son arginina, histidina y lisina. Los aminoacidos acidos son
aspartato y glutamato. Los aminoacidos aromaticos son fenilalanina, tirosina y triptéfano. Los aminoacidos alifaticos
no polares son glicina, alanina, valina, leucina, metionina, isoleucina y prolina. Los aminoacidos polares sin carga son
serina, treonina, cisteina, asparagina y glutamina. A diferencia de una sustitucion conservadora de aminodacidos, una
sustitucion no conservadora de aminoacidos es el intercambio de un aminodcido con cualquier aminoacido que no
pertenezca a las sustituciones conservadoras descritas anteriormente (i) a (v).

Los Fyndmeros anti-FGFR3 desvelados en el presente documento tienen ventajosamente una excelente afinidad de
unién a FGFR3c y 3b y ademas son particularmente adecuados para que se internalicen en las células, donde pueden
ejercer un efecto diagnoéstico o terapéutico. Como puede extraerse de los ejemplos a continuacion en el presente
documento, se descubrié el Fynomero anti-FGFR3 de la SEQ ID NO 3 cuando se cribé una gran biblioteca de
Fynémeros. Se ha demostrado que los Fynémeros anti-FGFR3 de las SEQ ID NO 3 y 19 tienen propiedades
sobresalientes en términos de su afinidad de unién a las isoformas de FGFR3 3b y 3¢, asi como de sus propiedades
de internalizacién celular; véanse los Ejemplos 1y 7. Por tanto, el Fyndmero con la SEQ ID NO: 19 es una alternativa
alos Fynémeros de la SEQ ID NO: 1. Inesperada y ventajosamente, ambos Fyndmeros tienen una combinacién similar
de propiedades ventajosas. El Fynémero anti-FGFR3 de la SEQ ID NO: 3 se us6é como molde para la maduracion de
afinidad e incluso fue posible mejorar adicionalmente la afinidad de unién a FGFR3b y 3c. Con mas detalle, entre un
gran conjunto de polipéptidos resultado del proceso de maduracién de afinidad, se descubri6é que el Fyndmero anti-
FGFR3 de la SEQ ID NO: 4 a 8 se unia ain mas fuertemente a FGFR3b y 3c que el Fyndmero anti-FGFR3 de la SEQ
ID NO: 3. Los ejemplos a continuacién en el presente documento muestran ademas que los Fyndmeros anti-FGFR3
de las SEQ ID NO 3 a 8 y 22 pueden producirse de forma recombinante y tienen propiedades de fabricacién favorables
y, por tanto, pueden producirse a gran escala, por ejemplo, para aplicaciones terapéuticas y de diagnostico. Ademas,
los Fyndmeros anti-FGFR3 de la SEQ ID NO: 3 a 8 y 22 no solo se unen a FGFR3c y 3b humanos sino también a
FGFR3c (y probablemente también 3b) de ratén y mono. Esta unién entre especies es ventajosa para ensayos
preclinicos. Estas moléculas podrian usarse con fines de diagndstico y también son adecuadas como punto de partida
para el desarrollo de agentes terapéuticos adicionales contra células tumorales que expresan FGFR3 en su superficie,
por ejemplo, como se describe con mas detalle en el presente documento. Ninguno de los otros Fynémeros anti-
FGFRS identificados mediante los cribados iniciales o en el proceso de maduracién de afinidad posterior tuvo una
combinacion ventajosa de propiedades como la de los Fynémeros anti-FGFR3 de las SEQ ID NO 3 a 8 y 22. La
combinacion ventajosa sorprendente e impredecible de propiedades de los Fynémeros anti-FGFR3 de las SEQ ID NO
3 a 8 y 22 seran mas evidentes a partir de los ejemplos a continuacién en el presente documento.

De acuerdo con una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, (X') es N, R o K, y es preferentemente
RoK;(X? es S, G,KoR,y es preferentemente G, Ko R; (X3 es So G, y es preferentemente G;y (X*) esE, Q, D, S
o K, y es preferentemente Q, D, S o K.

De acuerdo con otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, (X') es N, R o K, y es preferentemente
RoK;(X?) es S, G,KoR,y es preferentemente G, Ko R; (X?) es S 0 G, y es preferentemente G; (X*) esE, Q, D, S o
K, y es preferentemente Q, D, So K; (X5 es To A;y (X8) es Y, W o L, y es preferentemente L o W.

Las posiciones de aminoécidos (X') a (X*) en la SEQ ID NO: 1 son las posiciones de amino&cidos correspondientes a
los aminoacidos que forman el bucle src del dominio SH3 de Fyn de tipo silvestre humano. Los ejemplos a continuacion
muestran que los aminoacidos enumerados para las posiciones de aminoacidos (X') a (X*) confieren especificidad de
unién a FGFR3b y FGFR3c, en particular FGFR3b que tiene la SEQ ID NO: 9 y FGFR3c que tiene la SEQ ID NO: 10.
Con mas detalle, la alineacion de secuencia de las SEQ ID NO 3 a 8 de la invencion en la Fig. 1 muestra que en los
Fynémeros anti-FGFR3 de las SEQ ID NO 3 a 8 pueden encontrarse los aminoacidos que se enumeran para las
posiciones de aminoacidos (X') a (X*) en la realizacion preferida anterior. Los aminoacidos preferidos que se enumeran
para las posiciones de aminoacidos (X') a (X*) en la realizacién preferida anterior pueden encontrarse en las
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posiciones de aminoacidos correspondientes de las SEQ ID NO 4 a 8, destacandose que las SEQ ID NO 4 a 8 se
obtuvieron a partir de la SEQ ID NO: 3 por maduracion de afinidad. Puede esperarse que también otras secuencias
de aminoécidos seleccionadas entre (X') a (X*) como se han definido anteriormente que las combinaciones de
aminoAcidos especificas para (X') a (X*) presentes en las SEQ ID NO 3 a 8, preferentemente en las SEQ ID NO 4 a
8, confieran especificidad de union a FGFR3b y 3c.

Como se ha analizado anteriormente, la posicién de aminodcido (X®) en la SEQ ID NO: 1 y la posicién de aminoacido
(X8 en las SEQ ID NO 1 y 19 son posiciones de aminoacidos que no corresponden a los aminoécidos de los bucles
RT y src del dominio SH3 de Fyn de tipo silvestre humano ni los aminoacidos que estan adyacentes a uno de estos
bucles. Por tanto, se cree que los aminoacidos en estas posiciones pueden intercambiarse o suprimirse, o puede
afnadirse un aminodcido adicional, sin interferir sustancialmente con la especificidad de unién a FGFR3b y 3c. Los
aminoAcidos en las posiciones (X%) y (X8) preferentemente se intercambian. Se prefiere mas que (X%) sea T o A; y (X?)
sea Y, W o L, y mucho mas preferentemente sea L o W. Como puede extraerse de la Fig. 1, estos aminoacidos para
(X% de la SEQ ID NO: 1y (X®) de las SEQ ID NO 1y 19 pueden encontrarse en las SEQ ID NO 3 a 8 y 22 o el dominio
de SH3 de Fyn de tipo silvestre humano (SEQ ID NO: 11) o en otro Fynémero de unién a FGFR3b y 3c. En el caso
del amino&cido més preferido para la posicion (X8), este aminodacido puede encontrarse en las SEQ ID NO 3 a 8.

De acuerdo con una realizacion mas preferida del primer aspecto de la invencion, el polipéptido comprende una
secuencia de aminodacidos seleccionada entre el grupo que consiste en una cualquiera de las SEQ ID NO 3 a 8 y 22,
preferentemente entre una cualquiera de las SEQ ID NO 4 a 8 0 22.

Como puede extraerse de los ejemplos a continuacién en el presente documento, las SEQ ID NO 3 a 8 y 22 son las
secuencias de los Fynémeros anti-FGFR3b y 3c concretos que se generaron y se sometieron a ensayo.

De acuerdo con una realizacion aun mas preferida del primer aspecto de la invencion, el polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en: la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ
IDNO:6,1a SEQIDNO: 7,la SEQID NO: 8 yla SEQ ID NO: 22. Se prefiere en particular un polipéptido que comprenda
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. Otra realizacién particularmente preferida es un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 22.

Fue bastante sorprendente obtener un Fynémero con baja afinidad nanomolar incluso en un primer cribado. Se aislé
un Fynémero que tenia la SEQ ID NO 3 de una biblioteca de Fynémeros como el Fyndmero que tenia las propiedades
de afinidad e internalizacion de union a FGFR3b y 3c més sobresalientes. Los Fynémeros con las SEQ ID NO 4 a 8
derivaron de la SEQ ID NO: 3 y la afinidad de unién a FGFR3b y 3c de Fyndmeros que tenian las SEQ ID NO 4 a 8
mejora aun mas.

Sorprendentemente, un Fynémero con la SEQ ID NO: 22 también tenia muy buenas propiedades, comparables a las
de las SEQ ID NO 4 a 8, aunque inicialmente derivé de una familia diferente de Fynémeros.

La presente invencidén se refiere en un segundo aspecto a una construccién de fusién que comprende el polipéptido
de la invencién fusionado a un compuesto adicional.

Una "construccién de fusion" que se ha utilizado en el presente documento define la fusion del polipéptido de la
invencion a un compuesto adicional. El compuesto puede ser un compuesto proteinico o un compuesto no proteinico.
En el caso de que el compuesto sea un compuesto proteinico (por ejemplo, una citocina o quimiocina, o un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo, como se describe a continuacion en el presente documento), la construccién de fusién
también puede designarse como proteina de fusion. La expresion "proteina de fusion", como se usa en el presente
documento, se refiere en términos generales a una construccidon polipeptidica generada a través de la unién y
expresion de dos 0 méas genes que codifican polipéptidos separados o un polipéptido y un péptido. En otras palabras,
la traduccién de este gen de fusién da como resultado un Unico polipéptido con propiedades funcionales derivadas de
cada uno de los polipéptidos originales. Los polipéptidos pueden fusionarse directamente o a través de un enlazador,
es decir, una secuencia peptidica corta. En general, las proteinas de fusion se generan artificialmente por tecnologia
de ADN recombinante bien conocida por el experto (por ejemplo, Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 42 ed.
Garland Science, pags. 518-519). Sin embargo, los polipéptidos y las proteinas de fusién de la invencion pueden
prepararse mediante cualquiera de las muchas técnicas convencionales y bien conocidas, tales como estrategias de
sintesis organicas simples, técnicas de sintesis asistida en fase soélida o mediante sintetizadores automatizados
disponibles en el mercado. Las proteinas de fusién pueden usarse en investigacion bioldgica, diagnéstico o
terapéutica.

Son ejemplos de compuestos no proteinicos como compuesto adicional, por ejemplo, moléculas organicas pequenas,
tales como polietilenglicol (PEG) o Alexa Fluor, o radiondclidos. Se analizan a continuacion en el presente documento
ejemplos especificos adicionales de compuestos adicionales no proteinicos.

De acuerdo con determinadas realizaciones del segundo aspecto de la invencién, el compuesto adicional es un
compuesto farmacéuticamente activo, un profarmaco, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un compuesto
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diagndsticamente activo, un potenciador de penetracion celular y/o un compuesto modulador de la semivida sérica.

Un compuesto farmacéuticamente activo es un compuesto que tiene una actividad biolégica tras la administracion a
un sujeto, lo que produce un efecto beneficioso para el sujeto. Un profarmaco es un compuesto que se administra en
forma inactiva (0 menos que completamente activa) a un sujeto y posteriormente se convierte en un compuesto
farmacéuticamente activo o farmacéuticamente completamente activo a través de procesos metabdlicos en el sujeto.
El compuesto farmacéuticamente (completamente) activo es preferentemente un compuesto adecuado para el
tratamiento de prevencion de cualquiera de las enfermedades especificas que se definen a continuacion en el presente
documento.

Un compuesto diagndsticamente activo es un compuesto que tiene una actividad tras la administracion a un sujeto, lo
que permite (ayudar en) la determinacion o identificaciéon de una enfermedad o trastorno, si un individuo esta afectado
con ella. Los ejemplos de compuestos diagnésticamente activos incluyen marcadores detectables tales como
colorantes fluorescentes, radioniclidos o agentes de contraste para la formacién de imagenes médicas. A continuacion
en el presente documento se describen ejemplos especificos de colorantes fluorescentes, radiontclidos y agentes de
contraste para la formacién de imagenes médicas. Un compuesto diagndsticamente activo fusionado a un polipéptido
de la invencion puede usarse en particular para ayudar en la determinacion o identificacion, o para determinar o
identificar una cualquiera de las enfermedades especificas definidas a continuacion en el presente documento que
tienen en comun que su origen y/o uno o0 mas sintomas estan relacionados con FGFRS, en particular relacionados
con FGFR3b y 3c. Los sitios de dicha enfermedad dentro del cuerpo de un sujeto pueden detectarse o identificarse
mediante el polipéptido de la invencion fusionado al compuesto diagndsticamente activo de la invencion.

Un potenciador de la penetracién celular es un compuesto que facilita la entrega del polipéptido de la invencién a una
célula (in vitro, ex vivo o in vivo).

Un compuesto modulador de la semivida sérica es un compuesto que permite prolongar la semivida in vivo de los
polipéptidos de la invencion, en particular en el sistema circulatorio sanguineo. EI componente modulador de la
semivida sérica es preferentemente polietilenglicol (PEG).

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable es un compuesto que facilita o0 mejora, por ejemplo, la entrega y/o la eficacia
del polipéptido de la invencion tras la administracion a un sujeto. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, estabilizadores, antioxidantes, sustancias
reguladoras del pH, etc.

De acuerdo con una realizacion del segundo aspecto de la invencion, el compuesto adicional es un compuesto toxico.

El compuesto toxico es preferentemente un compuesto organico pequefio o un polipéptido, por ejemplo, un compuesto
toxico seleccionado entre el grupo que consiste en caliqueamicina, maitansinoide, neocarzinostatina, esperamicina,
dinemicina, kedarcidina, maduropeptina, doxorrubicina, daunorrubicina, auristatina, cadena de Ricina-A, modeccina,
exotoxina A de Pseudomonas truncada, toxina diftérica y gelonina recombinante.

De acuerdo con otra realizacién del segundo aspecto de la invencién, el compuesto adicional de la invencion se
selecciona entre el grupo que consiste en (a) un colorante fluorescente, (b) un fotosensibilizador, (c) un radionuclido,
(d) un agente de contraste para la formacion de imagenes médicas, (e) una citocina, (f) una quimiocina, (g) un factor
procoagulante, (h) una enzima para la activacion de profarmacos, (i) una proteina de unién de albimina, (j) una
albumina, (k) una proteina de unién de IgG o (I) polietilenglicol.

Son ejemplos de un colorante fluorescente los colorantes Alexa Fluor y Cy.
Son ejemplos de un fotosensibilizador la proteina fototéxica fluorescente roja KillerRed y la hematoporfirina.

Son ejemplos de un radiontclido isétopos emisores gamma, por ejemplo, %°™Tc, 23|, 'In, emisores de positrones, por
ejemplo, '8F, 84Cu, 58Ga, 88Y, 24|, emisores beta, por ejemplo, 13'l, %Y, 77Lu, 67Cu, y emisores alfa, por ejemplo, 2'3Bi,
211At.

Un agente de contraste como se usa en el presente documento es una sustancia utilizada para potenciar el contraste
de estructuras o fluidos dentro del cuerpo en la formacion de imagenes médicas. Los agentes de contraste comunes
funcionan en basandose en la atenuacién de rayos Xy la potenciacion de la sefal de resonancia magnética.

Por ejemplo, puede seleccionarse una citocina entre el grupo que consiste en IL-2, IL-12, TNF-alfa, IFN alfa, IFN beta,
IFN gamma, IL-10, IL-15, IL-24, GM-CSF, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-13, LIF, CD80, B70, TNF beta, LT-
beta, ligando de CD-40, ligando de Fas, TGF-beta, IL-1 alfa e IL-1 beta. Como es bien sabido en la técnica, las citocinas
pueden favorecer una respuesta proinflamatoria o antiinflamatoria del sistema inmunitario. Por tanto, dependiendo de
la enfermedad que se trata, pueden favorecerse las construcciones de fusién con una citocina proinflamatoria o
antiinflamatoria. Por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias en general se prefieren
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construcciones de fusion que comprendan citocinas antiinflamatorias, mientras que para el tratamiento del cancer en
general se prefieren construcciones de fusion que comprendan citocinas proinflamatorias.

Por ejemplo, puede seleccionarse una quimiocina entre el grupo que consiste en IL-8, GRO alfa, GRO beta, GRO
gamma, ENA-78, LDGF-PBP, GCP-2, PF4, Mig, IP-10, SDF-1 alfa/beta, BUNZO/STRC33, I-TAC, BLC/BCA-1, MIP-1
alfa, MIP-1 beta, MDC, TECK, TARC, RANTES, HCC-1, HCC-4, DC-CK1, MIP-3 alfa, MIP-3 beta, MCP-1-5, eotaxina,
Eotaxina-2, I-309, MPIF-1, 6Ccina, CTACK, MEC, linfotactina y fractalcina.

Son ejemplos de un factor procoagulante el factor tisular (TF) y el procoagulante canceroso (CP).

Son ejemplos de una enzima para la activacion de profarmacos enzimas tales como carboxipeptidasas, glucuronidasas
0 glucosidasas.

Se describen ejemplos de una proteina de union de albimina y una proteina de unién de IgG en Gebauer y Skerra
(2009), Curr Opin Chem Biol., 13 (3): 245-255. En consecuencia, son ejemplos de proteinas de unién de albumina y
proteinas de union de IgG los dominios de Ig individuales humanos (Dab de albumina duplicada), nanocuerpos,
dominio de unién a albumina de origen natural (ABD) derivado de la proteina estreptococica G y un dominio que se
une a IgG. Dichas construcciones de fusion, por ejemplo, aumentan la semivida del polipéptido de la invencién tras la
administracion a un paciente, en particular, en el sistema circulatorio sanguineo.

De acuerdo con otras realizaciones del segundo aspecto de la invencién, el compuesto adicional de la invencion
comprende una cadena ligera de anticuerpo, una cadena pesada de anticuerpo, un dominio Fc de un anticuerpo, un
anticuerpo o una combinacién de los mismos.

El término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos monocatenarios o fragmentos de los mismos,
incluyendo también anticuerpos biespecificos, anticuerpos sintéticos, fragmentos de anticuerpos que conservan la
capacidad de unién distinta de las cadenas pesadas y ligeras, tales como Fab, un F(abz)', fragmentos Fv o scFv, etc.,
o un derivado modificado quimicamente de cualquiera de éstos. Pueden obtenerse, por ejemplo, anticuerpos o
fragmentos de los mismos usando métodos que se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory
Manual', CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. Cuando se obtienen derivados de dichos anticuerpos mediante la
técnica de presentacion en fagos, puede usarse resonancia de plasmaén superficial empleada en el sistema BlAcore
para aumentar la eficiencia de los anticuerpos de fago que se unen a un epitopo del péptido o polipéptido de la
invencion (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-
13). La produccion de anticuerpos quiméricos se describe, por ejemplo, en el documento WO89/09622. Una fuente
adicional de anticuerpos que ha de utilizarse de acuerdo con la presente invencién son los denominados anticuerpos
xendgenos. El principio general para la produccion de anticuerpos xendgenos tales como anticuerpos humanos en
ratones se describe, por ejemplo, en el documento WO 91/10741, el documento WO 94/02602, el documento WO
96/34096 y el documento WO 96/33735. Pueden modificarse adicionalmente anticuerpos que han de emplearse de
acuerdo con la invencién o sus una o mas cadenas de inmunoglobulina correspondientes usando técnicas
convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo, mediante el uso de una o mas deleciones, inserciones,
sustituciones, adiciones y/o recombinaciones de aminoacidos, y/o cualquier otra una o mas modificaciones conocidas
en la técnica, ya sea solas o en combinacion. Los expertos en la materia conocen bien los métodos para introducir
dichas modificaciones en la secuencia de ADN subyacente a la secuencia de aminoacidos de una cadena de
inmunoglobulina; véase, por ejemplo, Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

El término anticuerpo también se refiere a derivados de dichos anticuerpos que conservan o conservan esencialmente
su especificidad de unién. Mientras que las realizaciones particularmente preferidas de dichos derivados se especifican
mas adelante en el presente documento, otros derivados preferidos de dichos anticuerpos son anticuerpos quiméricos
que comprenden, por ejemplo, una region variable de raton o rata y una region constante humana.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado. La expresion "anticuerpo humanizado” significa, de acuerdo con
la presente invencién, un anticuerpo de origen no humano, cuyas secuencias de proteinas se han modificado para
aumentar su similitud con las variantes de anticuerpos producidas de forma natural en seres humanos. La creacién de
un anticuerpo humanizado puede lograrse, por ejemplo, insertando los segmentos codificantes de CDR apropiados
(responsables de las propiedades de union deseadas), tales como CDR 3 y preferentemente las 6 CDR, en un
"armazoén" de anticuerpo humano. Se describen métodos para la produccion de anticuerpos humanizados en, por
ejemplo, el documento EP-A1 0 239 400 y el documento WO 90/07861.

La expresion "cadena ligera de anticuerpo” designa la subunidad polipeptidica pequefia de un anticuerpo, mientras
que la expresion "cadena pesada de anticuerpo” designa la subunidad polipeptidica grande de un anticuerpo. Un
anticuerpo tipico esta compuesto por dos cadenas pesadas de inmunoglobulina (lg) y dos cadenas ligeras de Ig. Cada
cadena ligera estd compuesta por dos dominios de inmunoglobulina en tandem; un dominio constante (CL) y un
dominio variable (VL) que es importante para la unioén del antigeno. La cadena pesada determina la clase o el isotipo
de un anticuerpo. Cada cadena pesada tiene dos regiones, en concreto, una region constante (que es la misma para
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todas las inmunoglobulinas de la misma clase pero que difiere entre las clases) y una region variable que difiere entre
las diferentes células B, pero es la misma para todas las inmunoglobulinas producidas por la misma célula B o clon de
célula B. El dominio variable de cualquier cadena pesada esta compuesto por un Unico dominio de inmunoglobulina.

Un "dominio Fc funcional” de un anticuerpo es un término bien conocido por el experto en la materia y se define
basandose en la escision de anticuerpos por papaina. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la regién
constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se dividen en las clases: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias
de éstas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 19G2, 1gG3 e IgG4, IgA1 e IgA2.
De acuerdo con las regiones constantes de la cadena pesada, las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan
[alfa], [delta], [épsilon], [gamma] y [mu], respectivamente. El dominio funcional Fc de un anticuerpo esta directamente
implicado en la ADCC (citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos) y la CDC (citotoxicidad
dependiente del complemento) basandose en la activacion del complemento, la unién a C1q y la unién al receptor de
Fc. Los cuatro isotipos de IgG humana se unen a receptores diferentes, tales como el receptor de Fc neonatal, los
receptores gamma de Fc activadores, FcyRI, FcyRlla y FcyRllla, el receptor inhibidor FcyRIlb y C1q con diferentes
afinidades, produciendo actividades muy diferentes. Se sabe que las afinidades para activar e inhibir los receptores
de un dominio Fc de un anticuerpo humano pueden disefiarse por ingenieria genética y modificarse (véase Strohl W.
(2009) Curr Opin Biotechnol, 20, pags. 685-691).

Preferentemente, el dominio Fc es uno o mas dominios Fc funcionales humanos que permiten prolongar la semivida
in vivo de los polipéptidos de la invencién y algunos de los cuales dirigen la respuesta inmunitaria de un mamifero a
un sitio de unién a diana especifica del componente polipeptidico inventivo de la proteina de fusién, por ejemplo, en
aplicaciones terapéuticas, profilacticas y/o de diagnostico como se describe a continuacién en el presente documento.
Mas preferentemente, un dominio Fc funcional humano de este tipo es de un anticuerpo IgG1. Los polipéptidos de la
invencion pueden fusionarse al extremo N o C de uno o mas dominios Fc funcionales o con los dos extremos Ny C
de uno o mas dominios Fc. En determinadas realizaciones, las proteinas de fusién de la invencion también pueden
comprender multimeros, por ejemplo, tetrdmeros, trimeros o dimeros de los polipéptidos de la invencion fusionados a
al menos un lado, por ejemplo, al extremo N de un dominio Fc.

El dominio Fc puede ser uno o mas dominios Fc funcionales humanos disefiados por ingenieria genética de una IgG1
con funciones efectoras activadas o silenciadas, por ejemplo, uno o mas dominios Fc funcionales humanos disefiados
por ingenieria genética de una IgG1 con funciones efectoras silenciadas, por ejemplo, uno o mas dominios Fc
funcionales humanos disefiados por ingenieria genética de una IgG1 con funciones efectoras silenciadas con una
mutacion en L234 y L235, numeracién segun el indice EU de Kabat (véase Johnson G. y Wu T.T. (2000) Nucleic Acids
Res. 28, pags. 214-218), por ejemplo, con la mutacién L234A y L235A.

El polipéptido de la invencion puede ubicarse corriente abajo del extremo C de dicho compuesto adicional que
comprende una cadena ligera de anticuerpo, una cadena pesada de anticuerpo, un dominio Fc de un anticuerpo, un
anticuerpo o una combinacién de los mismos. Como alternativa, el polipéptido de la invencién puede ubicarse corriente
abajo del extremo N de dicho compuesto adicional que comprende una cadena ligera de anticuerpo, una cadena
pesada de anticuerpo, un dominio Fc de un anticuerpo, un anticuerpo o una combinacion de los mismos.

En caso de que la construccién de fusién de la invencion comprenda el polipéptido de la invencion fusionado a un
anticuerpo, la construccion de fusién de la invencion comprende preferentemente dos copias del polipéptido de la
invencion. Las dos copias pueden ser dos copias del mismo polipéptido de la invencion o de diferentes polipéptidos
de la invencion y son preferentemente dos copias del mismo polipéptido de la invencion. Mas preferentemente, las
dos copias del polipéptido de la invencion pueden fusionarse al extremo N de las dos cadenas ligeras del anticuerpo,
el extremo C de las dos cadenas ligeras del anticuerpo, el extremo N de las dos cadenas pesadas del anticuerpo o el
extremo C de las dos cadenas pesadas del anticuerpo. Se han descrito ampliamente ejemplos de Fynémeros que se
fusionan a anticuerpos monoclonales, creando los denominados Fynomabs, que tienen doble especificidad, y la
preparacion de los mismos, por ejemplo, en (por ejemplo, Silacci et al., 2016, mAbs 8: 1, 141-149; Brack et al., 2014,
Mol Cancer Ther 13 (8): pags. 2030-9; documento WO 2014/044758 A1; documento WO 2014/170063 A1; documento
WO 2015/141862 A1).

Una construccién de fusion de acuerdo con la presente invencion que comprende el polipéptido de la invencion
fusionado a un anticuerpo puede obtenerse ex vivo o in vitro juntando, en condiciones adecuadas, las cadenas ligeras
y pesadas de anticuerpos de un anticuerpo observando que el polipéptido de la invencién se fusiona al menos a una
de estas cadenas. El experto en la materia conoce las condiciones adecuadas. Dicho juntamiento en condiciones
adecuadas proporciona el ensamblaje no covalente desencadenado por las interacciones entre las cadenas ligeras
del anticuerpo y las cadenas pesadas del anticuerpo. Preferentemente, hay presentes enlaces disulfuro como se
encuentran habitualmente en los anticuerpos en una construccion de la invencion de este tipo. Los enlaces disulfuro
estan normalmente presentes en la proximidad de la regién bisagra y conectan dos cadenas pesadas y/o una cadena
ligera y una cadena pesada. Por ejemplo, dichas construcciones pueden prepararse mediante expresion recombinante
convencional en células de mamifero y, normalmente, después se secretan de las células proteinas de fusién intactas
de la invencién que comprenden anticuerpos intactos y apareados.
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De acuerdo con determinadas realizaciones no limitantes del segundo aspecto de la invencién, el anticuerpo se dirige
contra una diana seleccionada entre el grupo que consiste en GM-2, CD38, ICAM-1, SLAMF7, CD45, CD40, CD74,
IGFR-1, CD20, BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR, EPCAM, TROP-2, B7H3 y CEACAM-1.

El compuesto adicional de la invencion también puede comprender una cadena ligera de anticuerpos, una cadena
pesada de anticuerpos o un anticuerpo que se dirige contra una diana seleccionada entre el grupo que consiste en
GM-2, CD38, ICAM-1, SLAMF7, CD45, CD40, CD74, IGFR-1, CD20, BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR,
EPCAM, TROP-2, B7H3 o0 CEACAM-1.

Como se ha analizado anteriormente en el presente documento, la sobreexpresion de FGFR3 se ha documentado en
varios tipos de cancer. También se ha documentado la sobreexpresién de GM-2, CD38, ICAM-1, SLAMF7, CD45,
CD40, CD74, IGFR-1, CD20, BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR, EPCAM, TROP-2, B7H3 y CEACAM-1 en
varios tipos de cancer. Por esta razén, se espera que las construcciones de fusion biespecificas que son capaces de
unir FGFR3b/3c como primera diana, asi como una segunda diana que es un compuesto seleccionado entre GM-2,
CD38, ICAM-1, SLAMF7, CD45, CD40, CD74, IGFR-1, CD20, BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR, EPCAM,
TROP-2, B7H3 y CEACAM-1 sean particularmente adecuadas para el tratamiento del cancer y enfermedades
relacionadas.

El compuesto adicional descrito anteriormente en el presente documento puede fusionarse directamente al polipéptido
de la invencién o a través de un enlazador. En consecuencia, el polipéptido puede fusionarse (directamente), por
ejemplo, al extremo C-terminal del compuesto adicional, mas especificamente mediante la formaciéon de un enlace
peptidico entre el grupo carboxi del aminoacido C-terminal y el grupo amino del aminoacido N-terminal, o puede
conectarse al extremo C-terminal de la cadena del compuesto adicional a través de un enlazador.

Los enlazadores adecuados estan a disposicién del experto. El enlazador de acuerdo con la invenciéon puede
seleccionarse, por ejemplo, entre el grupo que consiste en alquilo con 1 a 30 &tomos de carbono, polietilenglicol con
1 a 20 restos etileno, polialanina con 1 a 20 restos, acido caproico, poli-p-fenileno sustituido o sin sustituir y triazol. Se
da preferencia a los enlazadores peptidicos, mas especificamente a los oligopéptidos que tienen una longitud de 1 a
30 aminodcidos. Los intervalos de longitud preferidos son de 5 a 15 aminoacidos.

Se prefieren en particular los enlazadores que son péptidos que consisten en al menos el 50 %, al menos el 60 %, al
menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o el 100 % de aminoacidos pequenos tales como glicina, serina
y alanina. Se prefieren en particular los enlazadores que consisten en glicinas y serinas solamente. Un ejemplo no
limitante de un enlazador adecuado es un enlazador (G4S)s (3 repeticiones de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser).

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de
la invencion, o la construccién de fusién de la invencién, o una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la
construccion de fusién de la invencién.

La una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la construccién de la invencion pueden ser, por ejemplo, dos
moléculas de acido nucleico en las que una molécula de acido nucleico codifica la cadena ligera de un anticuerpo y la
otra molécula de &cido nucleico, la cadena pesada de un anticuerpo. Como se ha analizado anteriormente, el
polipéptido de la invencion en este caso puede fusionarse a la cadena ligera o pesada, en posicién C-terminal o N-
terminal.

Las moléculas de acido nucleico, de acuerdo con la presente invencién, incluyen ADN, tal como ADNc, y ARNm, asi
como PNA. Se incluyen adicionalmente moléculas miméticas de acido nucleico conocidas en la técnica, tales como
derivados sintéticos o semisintéticos de ADN o ARN y polimeros mixtos, tanto cadenas sentido como antisentido.
Pueden contener bases nucleotidicas adicionales no naturales o derivatizadas, como apreciaran faciimente los
expertos en la materia. En una realizacion preferida, el polinucleétido o la una 0 mas moléculas de acido nucleico son
ADN. Dichas moléculas miméticas de acido nucleico o derivados de &cido nucleico de acuerdo con la invencion
incluyen &cido nucleico de fosforotioato, acido nucleico de fosforamidato, acido 2'-O-metoxietil ribonucleico, acido
morfolino nucleico, acido nucleico de hexitol (HNA) y acido nucleico bloqueado (LNA) (véase, por ejemplo, Braasch y
Corey, Chemistry & Biology 8, 1-7 (2001)). LNA es un derivado de ARN en el que el anillo de ribosa esta restringido
por un enlace de metileno entre el oxigeno 2'y el carbono 4'.

En aquellas realizaciones en las que la molécula de acido nucleico comprende (en lugar de consiste en) la secuencia
citada, los nucledtidos adicionales se prolongan sobre la secuencia especifica en el extremo 5' o el extremo 3' 0 ambos.

Las secuencias heter6logas adicionales pueden incluir promotores heter6logos que se unen operativamente a las
secuencias codificantes de las moléculas anteriores. Por tanto, la molécula de acido nucleico puede unirse
operativamente a un promotor. Los promotores son bien conocidos por el experto y se usan habitualmente en la
técnica. Un ejemplo no limitante es el promotor temprano inmediato de CMV, que normalmente impulsa una fuerte
expresion en células de mamiferos.
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La presente invencién también se refiere a uno 0 mas vectores que comprenden una o mas moléculas de acido
nucleico de la invencidn, asi como a una o0 mas células hospedadoras que comprenden la una o mas moléculas de
acido nucleico de la invencion o el uno o mas vectores de la invencion.

Ademas, la invencién se refiere a una célula, preferentemente una célula aislada, que comprende la molécula de acido
nucleico o vector de la invencion. Esta célula también se denomina célula hospedadora.

Los vectores y las células aisladas, en particular las células hospedadoras, pueden ser de cualquier tipo convencional
que se adapte al fin, por ejemplo, la produccion de polipéptidos y/o construcciones de fusion de la invencion, y/o
vectores y células hospedadoras terapéuticamente Utiles. El experto sera capaz de seleccionar esos vectores y células
hospedadoras de la técnica y confirmar su idoneidad particular para el fin deseado mediante métodos habituales y sin
una carga excesiva.

El uno o mas vectores de la invencion comprenden uno o mas &cidos nucleicos de la invencion y son preferentemente
capaces de producir un polipéptido o proteina de fusién de la invencion. En determinadas realizaciones, dichos
vectores se seleccionan entre el grupo que consiste en vectores pQE, vectores pET, vectores pFUSE, vectores pUC,
vectores YAC, vectores de fagémidos, vectores de fagos, vectores utilizados para terapia génica tales como retrovirus,
adenovirus y virus adenoasociados. Para obtener técnicas de modificacion de vectores, véase Sambrook y Russel,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. En general, los vectores
pueden contener uno o mas origenes de replicacion (ori) y sistemas de herencia para clonaciéon o expresion, uno o
mas marcadores para la seleccion en el hospedador, por ejemplo, resistencia a antibiéticos y uno o mas casetes de
expresion. Los origenes de replicacion (ori) adecuados incluyen, por ejemplo, los origenes de replicacién Col E1, SV40
virico y M13.

La una o méas moléculas de acido nucleico de la presente invencion también pueden insertarse en uno o mas vectores
de manera que se genere una fusién traduccional con otra molécula de acido nucleico. La otra molécula de &cido
nucleico puede codificar, por ejemplo, la cadena ligera y/o pesada de un anticuerpo y/o un enlazador, cuyos ejemplos
preferidos se han descrito anteriormente en el presente documento.

La una o mas células hospedadoras pueden producirse mediante la introduccién de una o mas moléculas de acido
nucleico o uno o mas vectores de la invencion en la una o mas células hospedadoras que, en su presencia, median la
expresion de los polipéptidos codificados por dichas moléculas de acido nucleico o vectores. Las células hospedadoras
son preferentemente células hospedadoras aisladas, lo que significa que las células no estan dentro del contexto de
un organismo vivo. El hospedador puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Un hospedador eucariota
adecuado puede ser una célula de mamifero, una célula de anfibio, una célula de pez, una célula de insecto, una
célula fungica o una célula vegetal. Una célula eucariota puede ser una célula de insecto tal como una célula de
Spodoptera frugiperda, una célula de levadura tal como una célula de Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris,
una célula fungica tal como una célula de Aspergillus o una célula de vertebrado. En este Gltimo aspecto, se prefiere
que la célula sea una célula de mamifero tal como, por ejemplo, una célula humana, una célula de hamster o una
célula de mono. La célula puede ser parte de una estirpe celular.

Son ejemplos adecuados de procariotas/bacterias aquellos utilizados generalmente para la clonacién como E. coli (por
ejemplo, cepas de E. coliHB101, DH5a, XL1 Blue, Y1090 y JM101).

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica o de diagnostico que
comprende el polipéptido de la invencion, la construccion de fusién de la invencién, la molécula de acido nucleico de
la invencién o cualquier combinacién de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden preferentemente un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Por "vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable" se entiende una carga, un
diluyente, un material encapsulante o una formulacién auxiliar de cualquier tipo no toxicos, sélidos, semisélidos o
liquidos. Se describen ejemplos de vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, en Ansel et
al., "Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems", 72 edicion, Lippincott Williams & Wilkins Publishers,
1999.

Como se ha analizado con mas detalle anteriormente en el presente documento, FGFR3 esta implicado en muchas
enfermedades vy, en particular, el cancer. En consecuencia, el polipéptido, la construccién de fusion, la molécula de
acido nucleico, el vector de la invencién, o cualquier combinacién de los mismos, son utiles como medicamento. Dentro
de dicha composicion farmacéutica, el polipéptido, la construccion de fusién, las moléculas de acido nucleico, el vector
de la invencidn, o cualquier combinacion de los mismos, pueden ser el Unico agente activo, pero como alternativa
también podrian combinarse con otros agentes activos, tal como en productos de combinacién. La composicién
farmacéutica puede administrarse, por ejemplo, a mamiferos tales como animales domésticos y animales de
compafiia, ratones, ratas, conejos, primates no humanos y similares. Preferentemente se administra a seres humanos.
Las composiciones farmacéuticas que se describen en el presente documento se administraran al sujeto a una dosis
adecuada.
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La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la presente invencién puede formularse de manera
convencional de acuerdo con métodos que se encuentran en la técnica, usando uno o mas vehiculos o excipientes
fisiologicos, véase, por ejemplo, Ansel et al., "Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems", 72 edicion,
Lippincott Williams & Wilkins Publishers, 1999. La composicion farmacéutica puede, en consecuencia, administrarse
por via oral, por via parenteral, tal como por via subcutanea, por via intravenosa, por via intramuscular, por via
intraperitoneal, por via intratecal, por via transdérmica, por via transmucosa, por via subdural, por via local o por via
topica a través de iontoforesis, por via sublingual, por pulverizacion de inhalacion, aerosol o por via rectal y similares
en formulaciones unitarias de dosificacion que comprenden opcionalmente excipientes farmacéuticamente aceptables
convencionales. Ademas, las composiciones de diagnédstico de la invencion pueden fabricarse de cualquier manera
convencional.

La composicion farmacéutica de la invencion puede administrarse como el Unico principio activo o junto con otro
principio activo, tal como agentes inmunosupresores o inmunomoduladores u otros agentes antiinflamatorios, por
ejemplo, para el tratamiento o la prevencion de enfermedades mencionadas anteriormente. Por ejemplo, los
polipéptidos, las construcciones de fusion y las construcciones de la invencion pueden usarse en combinacion con
anticuerpos monoclonales, por ejemplo, anticuerpos monoclonales con afinidad a GM-2, CD38, ICAM-1, SLAMF7,
CD45, CD40, CD74, IGFR-1, CD20, BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR, EPCAM, TROP-2, B7H3 o
CEACAM-1.

La composicion de diagnoéstico de la invencion es Util en la deteccidn de un nivel fisiolégico no deseado de FGFRS3, en
particular debido a una sobreexpresién no deseada de FGFR3. Dicha deteccién normalmente comprende poner en
contacto una muestra con el polipéptido, la construccion de fusion, la construccién, la molécula de acido nucleico, el
vector, la célula hospedadora de la invencién, o cualquier combinacién de los mismos, y detectar la presencia de un
FGFR3b y 3c, en particular FGFR3b y 3c de las SEQ ID NO 9 y 10 en la muestra. En consecuencia, la composicion
de diagnéstico de la invencion puede usarse para evaluar el inicio o el estado de la enfermedad y, en particular, el
cancer o una enfermedad relacionada que se asocia a la sobreexpresion de FGRF3.

En una realizacién de la presente invencién descrita anteriormente en el presente documento, el polipéptido de la
invencion se une a un colorante fluorescente, un fotosensibilizador, un radiondclido o un agente de contraste para la
formacion de imagenes médicas. Dichas construcciones de fusion son particularmente adecuadas para aplicaciones
de diagnéstico. Esto se debe a que FGFRS3, por ejemplo, se sobreexpresa en el cancer, de manera que puede usarse
un polipéptido marcado de manera detectable de la invencion para obtener imagenes de un sitio del cuerpo enfermo,
diagnosticando de este modo que un sujeto tiene cancer.

La dosificacion de las composiciones de diagnéstico y farmacéuticas de la invencidén variara dependiendo del
polipéptido particular, la construccion de fusion, la construccion, una o mas moléculas de &cido nucleico, uno o mas
vectores de la invencion, o cualquier combinacién de los mismos, el grupo de pacientes o el paciente individual, la
presencia opcional de compuestos adicionales activos diagnésticamente o médicamente y la naturaleza y gravedad
de la enfermedad que se ha de diagnosticar o tratar. Normalmente, la composicion de diagndstico o farmacéutica se
usa en dosificaciones de aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 20 mg por kilogramo de peso corporal, por
ejemplo, de aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal. Las composiciones
de diagnéstico o farmacéuticas pueden administrarse mas de una vez, por ejemplo, para controlar el curso de una
enfermedad en el caso de una composicién de diagnéstico o para prolongar el tratamiento en el caso de una
composicién farmacéutica. Por ejemplo, la frecuencia de administracion de la composicion de diagnostico o
farmacéutica puede estar en el intervalo de desde a diario hasta aproximadamente una vez cada 3 meses, por ejemplo,
desde aproximadamente una vez cada 2 semanas hasta aproximadamente una vez cada 10 semanas, por ejemplo,
una vez cada 4 a 8 semanas. En determinadas realizaciones, una pauta de dosificacién implica la administracién de
las composiciones diagndsticas o farmacéuticas de la invencion una vez al mes a una vez cada 2 a 3 meses, 0 con
menos frecuencia.

De acuerdo con determinadas realizaciones, la composicién farmacéutica o de diagndstico del cuarto aspecto de la
invencion es para su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad mediada por linfocitos T.

Como se ha analizado anteriormente en el presente documento, se ha publicado la sobreexpresién de FGFR3 en
varios tipos de cancer, de manera que las composiciones farmacéuticas o de diagndstico son particularmente
adecuadas para tratar y diagnosticar el cancer. Por tanto, el cancer es preferentemente un cancer, en el que la célula
cancerosa expresa FGFR3 en su superficie 0 un cancer que se asocia a la sobreexpresién de FGRF3.

Debido al papel conocido de la expresion de FGFR3 en el cancer, la composicién farmacéutica o de diagndstico de la
invencion también puede usarse en el tratamiento de neoplasias en general, incluyendo tumores benignos y malignos.

Se ha publicado en el documento US 2008/044419 que la inhibicién de la actividad de FGFR3 es un medio de

tratamiento de enfermedades mediadas por linfocitos T, en particular, enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias
mediadas por linfocitos T.
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De acuerdo con determinadas realizaciones del cuarto aspecto de la invencion, el cancer se selecciona entre cancer
de mama, cancer de cuello uterino, cancer colorrectal, cancer endometrial, glioma, cancer de cabeza y cuello, cancer
de higado, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de testiculo y cancer
urotelial.

De acuerdo con "The human protein Atlas" (véase http://www.proteinatlas.org/ENSG00000068078-FGFR3/cancer) se
descubri6 la expresion de FGFR3 en los siguientes tipos de cancer: cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer
colorrectal, cancer endometrial, glioma, cancer de cabeza y cuello, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de
ovario, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de testiculo y cancer urotelial. Por tanto, puede esperarse que la
expresion de FGFR3 tenga una implicacién en el desarrollo de estos tipos de cancer.

De acuerdo con determinadas realizaciones del cuarto aspecto de la invencion, el cancer se selecciona entre mieloma
multiple, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, cancer de pancreas, cancer de pulmén de células escamosas y
cancer colorrectal.

Se ha analizado anteriormente en el presente documento que la sobreexpresion de FGFR3 se ha publicado en el
mieloma multiple asi como en el cancer de vejiga. La expresion de FGFR3 también estad implicada en el cancer de
cuello uterino (Capellen et al., Nat Genet. Septiembre de 1999; 23 (1): 18-20.), cancer pancreatico (Lafitte et al., Mol
Cancer, 2013, 12: 83) y cancer colorrectal (Sonvilla et al., Br J Cancer, 2010; 102 (7): 1145—1156). Ademas, se observo
la expresion de FGFRS en el cancer de pulmoén de células escamosas (Liao et al. (2013), Cancer Research, 73 (16):
5195-5205).

De acuerdo con determinadas realizaciones del cuarto aspecto de la invencion, la enfermedad mediada por linfocitos
T se selecciona entre artritis reumatoide (AR), artritis por colageno Il, esclerosis mdltiple (EM), lupus eritematoso
sistémico (LES), psoriasis, diabetes de inicio juvenil, enfermedad de Sjogren, enfermedad tiroidea, sarcoidosis, uveitis
autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), enfermedad celiaca y
miastenia grave.

Las enfermedades enumeradas anteriormente son ejemplos no limitantes de enfermedades mediadas por linfocitos T
particulares que pueden tratarse mediante la inhibicion de FGFR3.

En la presente memoria descriptiva, se citan varios documentos que incluyen solicitudes de patente y manuales del
fabricante. La divulgacién de estos documentos, aunque no se considera pertinente para la patentabilidad de la
presente invencion, se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. Mas especificamente, todos
los documentos referenciados se incorporan por referencia en la misma medida que si cada documento individual se
indicase especifica e individualmente para incorporarse por referencia.

Alo largo de la presente invencion, la expresion "que comprende” significa que todos los elementos enumerados estan
incluidos. Cuando se usa esta expresion, también pueden haber presentes opcionalmente elementos adicionales, no
nombrados. Por tanto, "que comprende" puede significar "que consiste en" (es decir, solo estan presentes los
elementos enumerados) o puede significar "que contiene" (es decir, también estan presentes otros elementos ademas
de todos los elementos enumerados). Por tanto, un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: x puede consistir en la
SEQ ID NO: x solamente, o puede en otras realizaciones comprender aminodcidos adicionales, tal como, por ejemplo,
en una proteina de fusién, por ejemplo, en realizaciones en las que la SEQ ID NO: x se fusiona a un anticuerpo de
cadena pesada o ligera.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que habitualmente entiende un experto en la materia a la que pertenece la presente invencién.
En caso de conflicto, prevalecera la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones.

Con respecto a las realizaciones caracterizadas en la presente memoria descriptiva, en particular en las
reivindicaciones, se pretende que cada realizacion mencionada en una reivindicacién dependiente se combine con
cada realizacion de cada reivindicacion (independiente o dependiente) de la que depende dicha reivindicacion
dependiente. Por ejemplo, en el caso de una reivindicaciéon independiente 1 que cite 3 alternativas A, By C, una
reivindicacién dependiente 2 que cite 3 alternativas D, E y F y una reivindicacién 3 dependiente de las reivindicaciones
1y 2 y que cite 3 alternativas G, H e |, ha de entenderse que la memoria descriptiva desvela inequivocamente
realizaciones correspondientes a las combinaciones A, D, G; A, D, H; A,D, ; A,E, G; A E,H; A E,|; A, F, G; A, F, H;
A F I;B,D,G;B,D,H;B,D,I;B,E,G;B,E,H;B,E, I;B,F,G;B,F,H;B,F, I;C,D,G;C,D,H; C,D, I, C, E, G; C,
E,H;C,E, I;C,F, G;C, F, H; C, F, |, amenos que se mencione especificamente lo contrario.

De forma similar, y también en aquellos casos en los que las reivindicaciones independientes y/o dependientes no
citen alternativas, se entiende que si las reivindicaciones dependientes se refieren a la mayoria de las reivindicaciones
anteriores, cualquier combinacién de la materia objeto cubierta por las mismas se considerara desvelada
explicitamente. Por ejemplo, en el caso de una reivindicacion independiente 1, una reivindicacion dependiente 2 que
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se refiere a la reivindicacion 1 y una reivindicacion dependiente 3 que se refiere a las reivindicaciones 2 y 1, se deduce
que la combinacion de la materia objeto de las reivindicaciones 3 y 1 se desvela clara e inequivocamente al igual que
la combinacién de la materia objeto de las reivindicaciones 3, 2 y 1. En caso de que haya presente una reivindicacion
dependiente 4 adicional que se refiera a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, se deduce que la combinacion
de la materia objeto de las reivindicaciones 4 y 1, de las reivindicaciones 4, 2 y 1, de las reivindicaciones 4, 3y 1, asi
como de las reivindicaciones 4, 3, 2 y 1, se desvela de forma clara e inequivoca.

Las consideraciones anteriores se aplican haciendo los cambios necesarios a todas las reivindicaciones adjuntas.
Las figuras muestran:

Fig. 1: Alineacién de los Fynémeros anti-FGFR3 de las SEQ ID NO 3 a 8.

Fig. 2: Propiedades de internalizacion de los Fynémeros anti-FGFR3.

Fig. 3: Perfiles de exclusién por tamafno de polipéptidos de uniéon a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn: A) FF2L4C3 —
SEQ ID NO. 3; B) FF44L65G12 - SEQ ID NO. 4; C) FF44L65G7 - SEQ ID NO. 5; D) FF48L66G7 - SEQ ID NO. 6; E)
FF43L65D5 - SEQ ID NO. 7; F) FF44L65B7 - SEQ ID NO. 8.

Fig. 4: Unién por FACS de polipéptidos derivados de Fyn-SH3 que se unen a FGFR3 a: A) células KMS-11 positivas
para FGFR3 y B) células N87 negativas para FGFR3.

Fig. 5: ELISA de especificidad de polipéptidos de unién a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn: A) FF2L4C3 — SEQ ID
NO. 3; B) FF44L65G12 - SEQ ID NO. 4; C) FF44L65G7 - SEQ ID NO. 5; D) FF48L66G7 - SEQ ID NO. 6; E) FF43L65D5
- SEQ ID NO. 7; F) FF44L65B7 - SEQ ID NO. 8. Antigenos sometidos a ensayo: huFGFR3b = variante b de corte y
empalme de FGFR3 humano; huFGFR3c = variante ¢ de corte y empalme de FGFR3 humano; cyFGFR3c = variante
¢ de corte y empalme de FGFR3 de macaco; muFGFR3c = variante ¢ de corte y empalme de FGFR3 murino;
huFGFR3-D1 = dominio 1 de FGFR3 humano; huFGFR3-D2 = dominio 2 de FGFR3 humano; huFGFR3-D1D2 =
dominio 1 y dominio 2 de FGFR3 humano; IgG = mezcla de IgG policlonal humana; PBS = solucion salina tamponada
con fosfato.

Fig. 6: Ensayo de internalizacion que muestra el efecto citotéxico de polipéptidos de unién a FGFR3 derivados de SH3
de Fyn.

Los ejemplos ilustran la invencién.
Ejemplo 1: Polipéptidos derivados de SH3 de Fyn que se unen a FGFR3b y FGFR3c.

Con el objetivo de poder dirigirse a FGFR3, los presentes inventores se propusieron obtener moléculas de unién
derivadas de SH3 de Fyn especificas para ello. Puesto que la distribucion y la expresion de las dos variantes de corte
y empalme diferentes (FGFR3b y FGFR3c) en diferentes células tumorales no se comprende completamente, es
importante que los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn puedan unirse a las dos.

Usando FGFR3b-Fc (SEQ ID NO: 12) y FGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 13) humanos recombinantes como dianas, los
inventores seleccionaron y aislaron satisfactoriamente varias familias de proteinas de unién derivadas de SH3 de Fyn
que son capaces de unirse a ambas variantes de corte y empalme de FGFR3 humano (SEQ ID NO 9 y 10). Los
inventores continuaron con la familia candidata mas prometedora para estudios adicionales.

Curiosamente, un polipéptido derivado de SH3 de Fyn denominado FF2L4C3 (SEQ ID NO: 3), que porta la secuencia
del bucle RT "EVYGPTP" (SEQ ID NO: 2), se enriquecioé durante el proceso de seleccion y mostré las propiedades de
internalizacion mas prometedoras entre 29 Fynédmeros anti-FGFR3 sometidos a ensayo (véase la Fig. 2). En mas
detalle, se excluyeron otras 5 familias de secuencias de un analisis posterior. Los Fynémeros que pertenecian a la
familia de secuencias mas prometedora mostraron las mejores afinidades y propiedades de internalizacion.

Con el fin de obtener proteinas de union de FGFR3 derivados de SH3 de Fyn con afinidades mayores y propiedades
de internalizacién mejoradas, se us6 FF2L4C3 (SEQ ID NO: 3) como molde para la maduracién de afinidad. La
secuencia de bucle RT "EVYGPTP" (SEQ ID NO: 2) se mantuvo constante y se combiné con un repertorio aleatorizado
de bucle n-src (donde se introdujo un tramo de 4 a 6 restos de aminodcidos aleatorizados en las posiciones (X') a (X*)
en la SEQ ID NO: 1). El proceso de generacién de la biblioteca de maduracion de afinidad fue esencialmente el mismo
que el descrito para la clonacion de la biblioteca virgen con un bucle n-src aleatorizado ("biblioteca 0" como se describe
en [25]).

Después de las selecciones de péptidos virgenes y de maduracion de afinidad, los polipéptidos enriquecidos derivados

de SH3 de Fyn se cribaron para la uniéon a FGFR3 mediante ELISA de lisado. Se clonaron ADN que codificaban las
proteinas de unién derivadas de SH3 de Fyn en el vector de expresion bacteriano pQE12 (Qiagen) de manera que las

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 288337713

construcciones resultantes portaban un marcador de mic-hexahistidina C-terminal como se describe en Grabulovski
et al. [26]. Los polipéptidos se expresaron en el citosol de la bacteria E. colien un formato de 96 pocillos y se prepararon
200 pl de lisado aclarado por pocillo como se describe en Bertschinger et al. [27]. En resumen, se escogieron colonias
bacterianas transformadas de la placa de agar y se cultivaron en una placa de 96 pocillos de fondo redondo (Nunc,
N.2 de cat. 163320) en 200 pl de medio 2xYT que contenia ampicilina 100 ug/ml y glucosa al 0.1 % (p/v). Se indujo
expresion de proteinas después del crecimiento durante 3 h a 37 °C y agitacion rotativa a 200 rpm mediante la adicién
de IPTG 1 mM (Applichem, Alemania). Se expresaron proteinas durante la noche en un agitador rotativo (200 rpm,
30 °C). Posteriormente, la placa de 96 pocillos se centrifugd a 1800 g durante 10 min y se descartd el sobrenadante.
Los sedimentos bacterianos se lisaron usando BugBuster® mas Benzonase® (Millipore 70750-3) y los lisados se
aclararon posteriormente por centrifugacién durante 10 min a 1800 x g. Se mezclaron 60 pl de lisado con 170 pl de
PBS y se filtraron a través de una placa de filtro Multiscreen de 0.45 um (Millipore MSHVN4510), con el fin de eliminar
cualquier resto bacteriano residual.

Se usaron lisados bacterianos monoclonales para ELISA. Para el ELISA, se recubrieron placas Maxisorp durante la
noche con huFGFR3b-Fc 5 pug/ml (SEQ ID NO: 12), huFGFR3c-Fc 5 pug/ml (SEQ ID NO: 13) o poli IgG 5 ug/ml y se
bloquearon durante al menos 1 h con MPBS al 2 %. Se anadieron lisados aclarados que contenian Fyndmero soluble
con un marcador peptidico de myc y hexahistidina C-terminal en MPBS al 2 % que contenia anticuerpo anti-marcador
tag monoclonal murino, clon 9E10 (Roche Applied Science 11 667 203 001) a las placas maxisorp. Se detectd el
Fynémero unido a través de 9E10 mediante un conjugado de anti-lgG de ratén-peroxidasa de rabano picante (Sigma-
Aldrich A2554). La deteccién de actividad de peroxidasa se realiz6 mediante la adicion de sustrato BM blue POD
(Roche) y la reaccion se detuvo mediante la adicién de H2SO4 1 M.

La secuencia de ADN de las proteinas de unién especificas se verifico por secuenciacién de ADN.

Resultados

Las secuencias de aminoacidos de polipéptidos preferidos derivados de SH3 de Fyn positivas para ELISA que se unen
a FGFR3b y FGFR3c se presentan en las SEQ ID NO: 3 a 8 como se adjunta en el listado de secuencias. Las
secuencias de polipéptidos derivados de Fyn-SH3 SEQ ID NO: 4 a 8 son una seleccién de proteinas de unién de un
gran conjunto de moléculas que se obtuvieron después de la maduracion de afinidad de FF2L4C3 (SEQ ID NO: 3) y
se presentan en el presente documento debido a sus afinidades y propiedades de internalizacién mejoradas (como se
muestra en los ejemplos 2 y 5).

Con més detalle, se caracterizaron mas de 80 Fyndmeros derivados de la SEQ ID NO: 3 con respecto a sus
propiedades biofisicas, afinidades y propiedades de internalizacién. Las SEQ ID NO: 4 a 8 son las proteinas de unién
con el mejor conjunto de propiedades en términos de biofisica, afinidades e internalizacién.

Ejemplo 2: Expresion de polipéptidos de union a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn de la invencion

Este ejemplo muestra los rendimientos de expresion de los polipéptidos de uniéon a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn
preferidos y la caracterizacion de estos polipéptidos mediante cromatografia de exclusion por tamano.

Métodos
a) Rendimientos de expresion de polipéptidos de union a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn

Se expresaron polipéptidos de union a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn en el citosol de la bacteria TG1 E. coliy se
purificaron como se describe en Grabulovski et al. [2].

b) Cromatografia de exclusion por tamario (CET)

Se analizaron muestras mediante cromatografia de exclusion por tamafo (TOSOH TSKgel PW G3000PWxL; Agilent
1260 Infinity HPLC; fase mévil PBS pH 7.4). Se inyectaron 10 pl de muestra sin diluir en la columna y se analizaron
los perfiles resultantes.

Resultados

a) Rendimientos de expresion

Los rendimientos de expresion para polipéptidos de unién a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn monoméricos de la

invencion variaron de 15 a 51 mg/litro de cultivo bacteriano en condiciones no optimizadas en matraces de agitacion
(Tabla 1) y estan en intervalo tipico para un polipéptido derivado de SH3 de Fyn.
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Tabla 1.Rendimientos de expresion de polipéptidos de union a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn producidos en
bacterias TG1 E. coli

Fynémero SEQ ID NO Rendimiento
(mg/l)
FF2L4C3 3 18
FF44L65G12 4 37
FF44L65G7 5 15
FF48L66G7 6 58
FF43L65D5 7 32
FF44L65B7 8 51

b) Cromatografia de exclusion por tamarno (CET)

Los perfiles de cromatografia de exclusion por tamafo (CET) demostraron que todas las construcciones se eluyeron
principalmente como picos monoméricos individuales (Fig. 3). Esto generalmente indica buenas propiedades
biofisicas, lo que es ventajoso desde la perspectiva de fabricacion de Fynémeros (moléculas de unién derivadas de
SH3 de Fyn, incluyendo Fynomabs, que son proteinas de fusién con anticuerpos) y esta en linea con observaciones
anteriores de moléculas derivadas de SH3 de Fyn.

Ejemplo 3: Los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn de la invencion se unen a FGFR3b y FGFR3c humanos
con altas afinidades.

Este ejemplo muestra la caracterizacion de los polipéptidos de uniéon a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn preferidos
mediante resonancia de plasmoén superficial y experimentos de citometria de flujo.

Métodos
a) Mediciones de afinidad por BlAcore

Se midieron afinidades usando un instrumento BlAcore T200. Se recubrié una célula de flujo en un CM5 de la serie
chip S (GE Healthcare BR-1005-30) con el anticuerpo anti — myc 9E10 (Roche 11 667 203 001; densidad de
recubrimiento que variaba entre 6000 y 8000 UR) usando el kit de acoplamiento de amina (GE Healthcare BR100633).

El Fynémero FF2L4C3 parental (SEQ ID NO: 3), a una concentracién de 500 nM y los Fyndmeros con las SEQ ID NO:
4-8, a una concentraciéon de 100 nM, se capturaron en la superficie 9E10 seguido de inyecciones de concentraciones
diferentes de huFGFR3b-Fc (SEQ ID NO: 12), huFGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 13) o cynoFGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 14)
(0 nM, 3.9 nM, 7.8 nM, 15.6 nM, 31.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250 nM y 500 nM para las mediciones del Fynémero
FF2L4C3 parental, 0 nM, 0.046 nM, 0.14 nM, 0.41 nM, 1.2nM, 3.7 nM, 11.1 nM, 33.3nM y 100 nM para los
Fynémeros con las SEQ ID NO: 4 - 8). Se registraron sensogramas y se determinaron las constantes cinéticas
aparentes mediante el ajuste de la curva usando el modelo de interaccién Langmuir 1.1 en el software BlAevaluation
2.1.

b) Mediciones de afinidad por citometria de flujo

Se analiz6 la union de los Fynémeros a huFGFR3 en las células por citometria de flujo usando células KMS-11
(JCRB1179) como células positivas para FGFR3 y N87 (ATCC, CRL-5822) como una estirpe celular de control
negativa para FGFR3. Ambas células KMS-11 y N87 se mantuvieron en medio RPMI1640 (Invitrogen 52400-25).
Todos los medios fueron suplementaron con penicilina 25 U/ml, estreptomicina 25 pug/mly FCS al 10 %. Para recoger
las células KMS-11 semi-adherentes de un matraz T150, el sobrenadante se retiré en un tubo falcon de 50 ml y las
células se lavaron con 10 ml de PBS, que también se anadi6 al tubo falcon. Se afiadieron 2 ml de Accutase (Sigma
A6964) al matraz y se incubaron durante 10 min a 37 °C. La Accutase se inactivo con la adicion de 10 ml de medio y
se afadid al tubo falcon, que después se centrifugdé (250 x g, 5 min) para sedimentar las células. Las células se
resuspendieron en tampoén FACS (PBS + FCS al 1 % + azida sodica al 0.2 %) a una concentracion celular de 1 x 10°
células/ml y se usaron 100 pl por pocillo (1 x 105 células/pocillo) para la tincion de citometria de flujo en una placa de
fondo redondo de 96 pocillos (Nunc 163320). Para las células N87 adherentes, el sobrenadante y el lavado se
descartaron y solo se recogieron y prepararon las células desprendidas por Accutase.

Los Fyndmeros se co-incubaron con el anticuerpo anti-myc de ratén (clon 9E10; Roche 11667149001) para permitir
el entrecruzamiento de Fynémeros marcados con myc antes de la unién a las células. Los Fyndmeros se diluyeron a
1 uM y se co-incubaron con anticuerpo anti-myc 9E10 667 nM (relacién molar 3:2) en tampén FACS, durante
aproximadamente 10 minutos en hielo.

Esta mezcla se diluyé en serie 1 en 4 hasta una concentracion de Fynémero de 0.06 nM (8 concentraciones en total).
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Los controles incluyeron solo el anticuerpo secundario 9E10 (sin Fyndmero; 9E10 667 nM), solo células (solo tampon
FACS) y un anticuerpo anti-FGFR3 (R&D systems; N.% de cat. MAB766) a una concentracién de 10 nM. Las células
se centrifugaron en la placa de 96 pocillos (250 x g, 5 min) y se resuspendieron con las muestras indicadas
anteriormente, antes de la incubacion en hielo durante 1 h. La placa se centrifugd y se lavd (PBS + azida sodica al
0.2 %), antes de volver a centrifugar. Después, se afiadieron 50 ul del anticuerpo secundario anti-mlgG Alexa488 (Life
Technologies A21202) a las células a una concentracion de 4 ug/ml, antes de incubar en la oscuridad, en hielo, durante
45 min. La placa se centrifugd y se lavo dos veces con PBS + azida sd6dica al 0.2 %, antes de resuspender en tampén
FACS y analisis FACS (Millipore Guava easyCyte 8HT).

El andlisis de datos de FACS se realiz6 usando Prism 6. Los datos se transformaron (X = logX) y se analizaron usando
un ajuste no lineal, log(agonista) frente a respuesta - Pendiente variable (4 parametros).

Resultados
a) Mediciones de afinidad por BlAcore

Las propiedades de unién se analizaron mediante analisis de interaccién en tiempo real en un chip BlAcore que reveld
las siguientes constantes de disociacién (KD) para polipéptidos de uniéon a FGFR3 seleccionados:

Tabla 2. Constantes cinéticas aparentes de la unién de polipéptidos de uniéon a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn a
FGFR3b humano recombinante, FGFR3c humano y FGFR3c de macaco.

Fynémero SEQ ID NO. KDap de huFGFR3b | KDsp de huFGFR3c | KDap de cyFGFR3c (pM)
(eM) (pM)

FF2L4C3 3 4700 4600 5900

FF44L65G12 4 690 685 110

FF44L65G7 5 470 335 280

FF48L66G7 6 260 190 210

FF43L65D5 7 335 230 160

FF44L65B7 8 100 250 260

Las afinidades aparentes medidas (Tabla 2) de los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn (SEQ ID NO: 3 a 8) que se
unen a FGFR3b y FGFR3c (SEQ ID NO 9 y 10) son sorprendentemente altas teniendo en cuenta el hecho de que se
obtuvieron valores sub-nanomolares después de solo una ronda de maduracion de afinidad. Ademas, estas
mediciones confirmaron las propiedades de unién comparables de los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn (SEQ ID
NO: 3 a 8) a ambas isoformas humanas de FGFR3 (FGFR3b y FGFR3c; SEQ ID NO 9y 10) y a FGFR3c de macaco
(la union a FGFR3b de macaco no se sometié a ensayo).

b) Mediciones de afinidad por citometria de flujo

Las propiedades de unién se analizaron por citometria de flujo usando células KMS-11 positivas para FGFR3 y células
N87 negativas para FGFR3 como control negativo. Los siguientes valores de CE50 para polipéptidos de unién a
FGFRS3 seleccionados se midieron como se muestra en la Tabla 3 y la Fig. 4.

Tabla 3. Valores de CE50 determinados en células KMS-11 positivas para FGFR3 para polipéptidos de unién a
FGFR3 derivados de SH3 de Fyn.

Fynémero SEQID NO CE50 (nM)
FF2L4C3 3 5.9
FF44L65G12 4 2.2
FF44L65G7 5 4.2
FF48L66G7 6 2.3
FF43L65D5 7 1.2
FF44L65B7 8 0.6

Los valores de CE50, en el intervalo nanomolar bajo (Tabla 3), medidos en una estirpe celular que expresaba FGFR3
(Fig. 4A, KMS-11) confirmaron las afinidades aparentes altas medidas por resonancia de plasmén superficial (Tabla
2) y demostraron la unién a FGFRS3 en el contexto natural de una superficie celular. Todos los polipéptidos derivados
de SH3 de Fyn (SEQ ID NO: 3 a 8) que se unieron a FGFR3 no mostraron una unién inespecifica en una estirpe
celular que no expresaba FGFRS3 (Fig. 4B).

Ejemplo 4: Los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn de la invencion especificos para FGFR3 no
interfieren con la union al ligando

Se prefiere que los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn para la unién a ambas isoformas FGFR3b y FGFR3c no
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interfieran con la unién al ligando (por ejemplo, FGF1), ya que el sitio de union al ligando se ubica en la proximidad
del sitio de corte y empalme y da lugar a FGFR3b o FGFR3c.

Con el fin de verificar la capacidad de los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn para unirse a FGFR3 en presencia
de uno de sus ligandos, se establecié un experimento BlAcore para medir la afinidad de los Fynémeros a FGFR3 en
presencia o ausencia de FGF1 (el factor de crecimiento de fibroblastos 1 es uno de los principales ligandos de FGFRS3).

En analogia con el método utilizado para medir las afinidades (como se describe en el Ejemplo 3) se capturaron
Fynémeros a una concentracion de 100 nM (con la excepcién de FF2L4C3 — SEQ ID NO. 3 utilizado a una
concentracién de 500 nM) en la superficie de 9E10 seguido de inyecciones de diferentes concentraciones de
huFGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 13) (0 nM, 11 nM, 33 nM, 100 nM) en presencia o ausencia de FGF1 200 nM (R&D
systems 232-FA-025/CF). Se registraron sensogramas y se calcularon las constantes cinéticas aparentes usando el
software BlAevaluation 2.1.

Resultados

Independientemente de la presencia o ausencia de FGF1 200 nM en solucién, la unién de los polipéptidos derivados
de SH3 de Fyn a huFGFR3c no cambid, lo que demuestra que la unién de los Fynémeros a FGFR3 no interfirié con
la unién del ligando.

Tabla 4: Muestra las constantes cinéticas obtenidas en presencia o ausencia de FGF1 200 nM.

Fynémero SEQ ID NO. KDap (pM) para huFGFR3c-Fc | KDap (pM) para huFGFR3c-Fc (SEQ

(SEQ ID NO: 13) ID NO: 13) en presencia de FGF1
200 nM

FF2L4C3 3 4000 3800

FF44L65G12 | 4 140 120

FF44L65G7 5 320 230

FF48L66G7 6 170 130

FF43L65D5 7 60 70

FF44L65B7 8 170 130

Aunque, debido a la variabilidad del ensayo, los valores de KDgp en ausencia de FGF1 son ligeramente diferentes a
los valores obtenidos en el experimento que se muestra en el Ejemplo 2 (Tabla 2), este experimento muestra que los
polipéptidos derivados de SH3 de Fyn son capaces de unirse al FGFRS3 incluso si el ligando (en este caso FGF1) esta
unido al sitio de unién al ligando.

A partir de esto, los inventores concluyeron que el epitopo unido por los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn que se
describen en el presente documento se ubica en una region constante de FGFR3.

Ejemplo 5: Los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn de la invencidn se unen a los dominios D1-D2 de FGFR3.

La especificidad de los polipéptidos derivados de Fyn-SH3 que se unen a FGFR3 se sometié a ensayo mediante
ELISA.

Se recubrieron diferentes antigenos en la placa (placa Maxisorp; Nunc 439454): huFGFR3b-Fc (SEQ ID NO: 12),
huFGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 13), cyFGFR3c-Fc (SEQ ID NO: 14), muFGFR3c-His (SEQ ID NO: 15), huD1-Fc (SEQ ID
NO: 16), huD2-Fc (SEQ ID NO: 17), huD1-D2-Fc (SEQ ID NO: 18).

La placa se recubrié con 100 ul de antigeno a 5 pg/ml (0.5 pg/pocillo) y se incub6 a 4 °C durante la noche. Los pocillos
se lavaron 3 veces con PBS antes de bloquearlos con 200 ul de MPBS al 4 % durante 1 h a TA. Los pocillos se lavaron
nuevamente y se anadieron 20 yl de MPBS al 10 % que contenian 9E10 15 pg/ml, antes de la adicion de 80 pl de
Fynémero a 250 nM (concentracion final de Fyndmero de 200 nM). Los pocillos se incubaron durante 45 min a TA,
antes del lavado y la adicion de 100 pl de anti-lgG-HRP de ratén (Sigma A2554) diluido 1:1000 en MPBS al 2 %. Los
pocillos se incubaron durante 30 min a TA, antes de lavar 3 veces con Tween-20 al 0.1 % en PBS y después 3 veces
con PBS. Se anadieron 100 pl de sustrato BM POD Blue (Roche 11 484 281 001) a cada pocillo seguido de 50 ul de
H2S04 1 M para detener la reaccion. La absorbancia a 450 nm — 650 nm se registré usando un instrumento Tecan
M1000.

Resultados
Como se muestra en la Fig. 5 A-F, todos los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn tienen reaccién cruzada con

FGFR3c de macaco y murino. Curiosamente, todas las proteina de unién son especificas para un epitopo presente
solo cuando los dominios D1 y D2 estan unidos fisicamente (véase la Fig. 5 A-F barra huFGFR3-D1D2), de hecho, no
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se observa unién si los dominios individuales D1 o D2 (hFGFR3-D1 o huFGFR3 -D2) se inmovilizan en la placa de
ELISA.

Ejemplo 6: Los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn de la invencién provocan la internalizacion eficiente de
FGFR3

La internalizacidon es una caracteristica central de los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn que se describen en el
presente documento y proporciona la oportunidad de usar estas proteinas de union para entregar cargas toxicas y/o
proteinas fusionadas tales como anticuerpos intracelularmente.

Con el fin de evaluar la capacidad de los polipéptidos derivados de SH3 de Fyn que se unen a FGFR3 para
internalizarse tras la unién a la diana, se establecié un ensayo de internalizacién basado en la entrega intracelular de
un agente citotoxico.

El ensayo mide el efecto citotoxico de los Fynomeros anti-FGFR3 entrecruzados con 9MA10 conjugado con MMAF
(Monometil auristatina F), en células KMS-11. MMAF es un agente antimitotico (bloquea la polimerizacién de la
tubulina) y se activa solo tras la internalizacién en las células. Por tanto, este ensayo indica cuanto facilita el Fynémero
la internalizacién de MMAF. Se sembraron 50 ul de células KMS-11 a 2 x 10° células/ml en una placa de fondo plano
de 96 pocillos (Corning Costar 3610), para proporcionar 10,000 células por pocillo. Las células se incubaron durante
4 horas para permitir que las células se adhieran (37 °C, CO2 al 5 %). Los Fynémeros y 9E10-MMAF se mezclaron en
una relacion 3:1. Se prepar6 una solucion madre 4x de Fynémero (4 uM) y una solucién madre 4x de 9E10-MMAF
(1.33 uM) en medios RPMI (véase la seccion 5.4.1) y se mezclaron 1:1 (40 pl + 40 pl). Después, esta mezcla se diluyd
en serie 1 en 3, para proporcionar un intervalo de concentraciones de 1000 nM — 50 pM. Se afadieron 50 pl de la
muestra a los 50 pl de células (como se sembro anteriormente) y se incubaron durante 5 dias (37 °C, CO2 al 5 %). Se
incluyeron controles apropiados, el Fyndmero FynSH3 de tipo silvestre, MMAF-9E10 sin Fynémero y también células
sin adicion de ningun reactivo. Todas las muestras se prepararon por duplicado. Después de 5 dias, se afiadieron
100 pl de Cell titer glo (Promega G7573) a cada pocillo y se incubaron con agitacién suave durante 10 min en la
oscuridad. Como lectura de la viabilidad celular, se midié la luminiscencia usando un instrumento Tecan M1000. El
andlisis se realizé usando Prism 6. Los datos se transformaron (X = logX) y se analizaron usando un ajuste no lineal,
log(inhibidor) frente a respuesta — Pendiente variable (4 parametros).

Resultados

Todos los polipéptidos de union a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn que se describen en el presente documento
muestran una citotoxicidad aumentada (por ejemplo, internalizaciéon) en comparacion con las células tratadas solo con
el anticuerpo secundario marcado con MMAF (9E10 en la Fig. 6A) o el Fynémero FynSH3 de tipo silvestre en
combinacion con 9E10 marcado con MMAF que se muestra en los 3 experimentos (Fig. 6 A-C indicado como FynSH3),
que muestran citotoxicidad solo a la concentraciéon mas alta sometida a ensayo, probablemente debido a la toxicidad
del propio MMAF. La Fig. 6 muestra los perfiles de citotoxicidad obtenidos en diferentes experimentos y la Tabla 5
muestra la CE50 obtenida para los diferentes polipéptidos de unién a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn.

Tabla 5: Valores de CE50 determinados en ensayos de internalizacién usando células KMS-11 FGFR3+ para
polipéptidos de unién a FGFR3 derivados de SH3 de Fyn.

Fynémero SEQ ID NO. CE50 (nM)
FF2L4C3 3 28.5/21/26.4
FF44L65G12 4 25
FF44L65G7 5 2.6
FF48L66G7 6 24
FF43L65D5 7 0.8
FF44L65B7 8 1.8

Nota: se indican para FF2L4C3 los 3 valores obtenidos en los 3 experimentos que se muestran en la Fig. 6.

Los datos que se muestran en la Fig. 6 y la Tabla 5 muestran que una mayor afinidad también conduce a una
internalizacion mas eficiente.

Ejemplo 7: Polipéptido derivado de Fyn-SH3 alternativo que muestra excelentes propiedades de unién e
internalizacion y que deriva de una familia diferente

Ademés de la familia preferida de secuencias (SEQ ID NO: 1), los inventores identificaron un Fynémero alternativo,
FF40L54A5 (SEQ ID NO: 22), que sorprendentemente también muestra excelentes propiedades de unién e
internalizacion y comparte propiedades de fabricacion y reactividad cruzada con los Fyndémeros derivados de la SEQ
ID NO: 1 (véase la Tabla 6). No se esperaba que el Fynomero FF40L54A5 tuviese propiedades de internalizacion
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excelentes ya que su secuencia derivaba de un Fynémero que solo mostraba propiedades de internalizacion muy

malas.
La Tabla 6 resume las propiedades del Fynémero FF40L54A5.
Tabla 6 - parte 1
Fynémero SEQ ID NO. | Rendimiento Afinidades medidas por BlAcore
(mg/l) KDap de | KDap de | KDap de
huFGFR3b huFGFR3c cyFGFR3c
(pM) (pM) (pM)
FF40L54A5 | 22 5.4 170 170* 160
Tabla 6 - parte 2
Fynémero SEQ ID NO. | CE50 (nM) Afinidades medidas por BlAcore | CE50 (nM) en
(competencia con FGF1) ensayo de
para la uniéon a | KDap (pM) para | KDap  (pM)  para | internalizacion
células KMS-11 | huFGFR3c-Fc | huFGFR3c-Fc  en
FGFR3* presencia de FGF1
200 nM
FF40L54A5 | 22 6.6 210 230 4.7
*: diferencias debido a la variabilidad experimental

Tabla 6 - parte 3

Fynémero SEQ ID NO. | Especificidad de ELISA |
Reactividad Reactividad Unién al | Unién al | Unién a los
cruzada con | cruzada con | dominio D1 | dominio D2 | dominios D1-
cyFGFR3c muFGFR3c de huFGFR3 | de huFGFR3 | D2 de

huFGFR3

FF40L54A5 | 22 +++ +++ - - +++
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Covagen AG
<120> Moléculas de uniéon a FGFR3
<130> COV5008EP
<160> 22
<170> BiSSAP 1.3

<210>1

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fyn6meros anti-FGFR3 de secuencia de consenso

<220>

<221> VARIANTE
<222> 32

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> 33

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> 34

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> 35

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> 45

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> 51

<223> cualquier aminoacido

<400> 1
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe GiIn lle Leu Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Xaa Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Xaa lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle GIn
50 55 60
<210> 2
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia del bucle RT

<400> 2
Glu Val Tyr Gly Pro Thr Pro Met
1 5

<210> 3

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF2L4C3

<400> 3
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Asn
20 25 30
Ser Ser Glu Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle Gin
50 55 60

<210>4

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF441.65G12

<400> 4
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Arg
20 25 30
Gly Gly GIn Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle GiIn
50 55 60

<210>5

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF44L65G7

<400> 5
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe GiIn lle Leu Arg
20 25 30
Gly Gly Asp Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle Gin
50 55 60
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<210>6

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF48L66G7

<400> 6
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Lys
20 25 30
Gly Gly Ser Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle GIn
50 55 60

<210>7

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF43L65D5

<400>7
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe GiIn lle Leu Arg
20 25 30
Lys Gly Lys Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Ala Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle Gin
50 55 60

<210>8

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF44L65B7

<400> 8
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Tyr Gly Pro
1 5 10 15
Thr Pro Met Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Arg
20 25 30
Arg Gly Ser Gly Pro Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Leu lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle GiIn
50 55 60

<210>9

<211> 357

<212> PRT

<213> Homo sapiens

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 288337713

<220>
<223> FGFRS3, isoforma b

<400>9

lle Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GiIn Arg Val Val Gly Arg Ala Ala

1 5 10 15

Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gin Gin Glu GIn Leu Val Phe Gly
20 25 30

Ser Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro

35 40 45
Met Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser
50 55 60

Glu Arg Val Leu Val Gly Pro Gin Arg Leu GiIn Val Leu Asn Ala Ser

65 70 75 80

His Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr GIn Arg

85 90 95

Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly
100 105 110

Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr

115 120 125
Gly Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu
130 135 140
Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly

145 150 155 160
Asn Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg
165 170 175
Gly Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn GiIn Trp Ser
180 185 190
Leu Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys
195 200 205
Val Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg Gin Thr Tyr Thr Leu Asp
210 215 220
Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu Gin Ala Gly Leu Pro
225 230 235 240
Ala Asn Gin Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys
245 250 255
Val Tyr Ser Asp Ala Gin Pro His lle GIn Trp Leu Lys His Val Glu
260 265 270
Val Asn Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val
275 280 285
Leu Lys Ser Trp lle Ser Glu Ser Val Glu Ala Asp Val Arg Leu Arg
290 295 300
Leu Ala Asn Val Ser Glu Arg Asp Gly Gly Glu Tyr Leu Cys Arg Ala
305 310 315 320
Thr Asn Phe lle Gly Val Ala Glu Lys Ala Phe Trp Leu Ser Val His
325 330 335
Gly Pro Arg Ala Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly
340 345 350
Ser Val Tyr Ala Gly
355
<210> 10
<211> 355
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> FGFR3, isoforma c
<400> 10
lle Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GiIn Arg Val Val Gly Arg Ala Ala
1 5 10 15
Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gin Gin Glu GIn Leu Val Phe Gly
20 25 30
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Ser Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro
35 40 45
Met Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser
50 55 60
Glu Arg Val Leu Val Gly Pro Gin Arg Leu GiIn Val Leu Asn Ala Ser
65 70 75 80
His Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr GIn Arg
85 90 95
Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly
100 105 110
Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr
115 120 125
Gly Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu
130 135 140
Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly
145 150 155 160
Asn Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg
165 170 175
Gly Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn GIn Trp Ser
180 185 190
Leu Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys
195 200 205
Val Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg GIn Thr Tyr Thr Leu Asp
210 215 220
Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu Gin Ala Gly Leu Pro
225 230 235 240
Ala Asn GIn Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys
245 250 255
Val Tyr Ser Asp Ala Gin Pro His lle GIn Trp Leu Lys His Val Glu
260 265 270
Val Asn Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val
275 280 285
Leu Lys Thr Ala Gly Ala Asn Thr Thr Asp Lys Glu Leu Glu Val Leu
290 295 300
Ser Leu His Asn Val Thr Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu

305 310 315 320
Ala Gly Asn Ser lle Gly Phe Ser His His Ser Ala Trp Leu Val Val
325 330 335

Leu Pro Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly Ser Val
340 345 350

Tyr Ala Gly

355

<210> 11

<211> 63

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Dominio SH3 de la cinasa Fyn

<400> 11

Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Ala Arg Thr Glu

1 5 10 15

Asp Asp Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Asn Ser
20 25 30

Ser Glu Gly Asp Trp Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu Thr
35 40 45
Gly Tyr lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle Gin
50 55 60

<210> 12

<211> 586

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 288337713

<220>
<223> huFGFR3b-Fc

<400> 12
lle Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GiIn Arg Val Val Gly Arg Ala Ala
1 5 10 15
Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gin Gin Glu GIn Leu Val Phe Gly
20 25 30
Ser Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro
35 40 45
Met Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser
50 55 60
Glu Arg Val Leu Val Gly Pro Gin Arg Leu GiIn Val Leu Asn Ala Ser
65 70 75 80
His Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr GIn Arg
85 90 95
Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly
100 105 110
Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr
115 120 125
Gly Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu
130 135 140
Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly
145 150 155 160
Asn Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg
165 170 175
Gly Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn GiIn Trp Ser
180 185 190
Leu Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys
195 200 205
Val Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg Gin Thr Tyr Thr Leu Asp
210 215 220
Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu Gin Ala Gly Leu Pro
225 230 235 240
Ala Asn Gin Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys
245 250 255
Val Tyr Ser Asp Ala Gin Pro His lle GIn Trp Leu Lys His Val Glu
260 265 270
Val Asn Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val
275 280 285
Leu Lys Ser Trp lle Ser Glu Ser Val Glu Ala Asp Val Arg Leu Arg
290 295 300
Leu Ala Asn Val Ser Glu Arg Asp Gly Gly Glu Tyr Leu Cys Arg Ala
305 310 315 320
Thr Asn Phe lle Gly Val Ala Glu Lys Ala Phe Trp Leu Ser Val His
325 330 335
Gly Pro Arg Ala Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly
340 345 350
Ser Val Tyr Ala Gly Arg Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
355 360 365
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
370 375 380
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
385 390 395 400
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
405 410 415
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
420 425 430
Glu GiIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
435 440 445
His GiIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
450 455 460
Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly
465 470 475 480
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GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
485 490 495
Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
500 505 510
Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn
515 520 525
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
530 535 540
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin GIn Gly Asn

545 550 555 560
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
565 570 575

GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
580 585

<210> 13

<211> 584

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> huFGFR3c-Fc

<400> 13

lle Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu Gin Arg Val Val Gly Arg Ala Ala

1 5 10 15

Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gin Gin Glu GIn Leu Val Phe Gly
20 25 30

Ser Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro
35 40 45
Met Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser
50 55 60
Glu Arg Val Leu Val Gly Pro GIn Arg Leu GIn Val Leu Asn Ala Ser
65 70 75 80
His Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr Gin Arg
85 90 95
Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly
100 105 110
Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr
115 120 125
Gly Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu
130 135 140
Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly
145 150 155 160
Asn Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg
165 170 175
Gly Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn GiIn Trp Ser
180 185 190
Leu Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys
195 200 205
Val Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg Gin Thr Tyr Thr Leu Asp
210 215 220
Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu Gin Ala Gly Leu Pro
225 230 235 240
Ala Asn GIn Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys
245 250 255
Val Tyr Ser Asp Ala GIn Pro His lle GIn Trp Leu Lys His Val Glu
260 265 270
Val Asn Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val
275 280 285
Leu Lys Thr Ala Gly Ala Asn Thr Thr Asp Lys Glu Leu Glu Val Leu
290 295 300
Ser Leu His Asn Val Thr Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu
305 310 315 320
Ala Gly Asn Ser lle Gly Phe Ser His His Ser Ala Trp Leu Val Val
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325 330 335
Leu Pro Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly Ser Val
340 345 350

Tyr Ala Gly Arg Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
355 360 365
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
370 375 380
Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
385 390 395 400
Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
405 410 415
Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin
420 425 430
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn
435 440 445
Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
450 455 460
Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro
465 470 475 480
Arg Glu Pro GiIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
485 490 495
Lys Asn GiIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
500 505 510
Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
515 520 525
Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
530 535 540
Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin GIn Gly Asn Val Phe
545 550 555 560
Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
565 570 575
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
580

<210> 14

<211> 583

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cyFGFR3c-Fc

<400> 14

Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GIn Arg Val Val Gly Arg Val Ala Glu

1 5 10 15

Val Ser Gly Pro Glu Pro Ser Gin GIn Glu Gin Leu Val Phe Gly Ser
20 25 30

Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro Met

35 40 45
Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Ala Gly Leu Val Pro Ser Glu
50 55 60

Arg Val Leu Val Gly Pro GIn Arg Leu Gin Val Leu Asn Ala Ser His

65 70 75 80

Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr GIn Leu Val

85 90 95

Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly Asp
100 105 110

Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr Gly

115 120 125
Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu Ala
130 135 140

Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn

145 150 155 160

Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Lys Glu Phe Arg Gly

165 170 175
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Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn GiIn Trp Ser Leu
180 185 190
Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys Val
195 200 205
Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg GIn Thr Tyr Thr Leu Asp Val
210 215 220
Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu Gin Ala Gly Leu Pro Ala
225 230 235 240
Asn GIn Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys Val
245 250 255
Tyr Ser Asp Ala GIn Pro His lle GIn Trp Leu Lys His Val Glu Val
260 265 270
Asn Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val Leu
275 280 285
Lys Thr Ala Gly Ala Asn Thr Thr Asp Lys Glu Leu Glu Val Leu Ser
290 295 300
Leu His Asn Val Thr Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala
305 310 315 320
Gly Asn Ser lle Gly Phe Ser His His Ser Ala Trp Leu Val Val Leu
325 330 335
Pro Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly Ser Val Tyr
340 345 350
Ala Gly Arg Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
355 360 365
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
370 375 380
Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val
385 390 395 400
Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp
405 410 415
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr
420 425 430
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp
435 440 445
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
450 455 460
Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg
465 470 475 480
Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
485 490 495
Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
500 505 510
lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
515 520 525
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
530 535 540
Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser
545 550 555 560
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser
565 570 575
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
580

<210> 15

<211> 347

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> muFGFR3c-His

<400> 15

Ala Ala Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Ser Gin GIn Glu Gin Val Ala

1 5 10 15

Phe Gly Ser Gly Asp Thr Val Glu Leu Ser Cys His Pro Pro Gly Gly
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20 25 30
Ala Pro Thr Gly Pro Thr Val Trp Ala Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val
35 40 45
Ala Ser His Arg lle Leu Val Gly Pro GiIn Arg Leu Gin Val Leu Asn
50 55 60
Ala Ser His Glu Asp Ala Gly Val Tyr Ser Cys Gin His Arg Leu Thr
65 70 75 80
Arg Arg Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser
85 90 95
Ser Gly Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Val Ala Glu Asp Thr Gly Ala
100 105 110
Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu Ala Val
115 120 125
Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn Pro
130 135 140
Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Lys Glu Phe Arg Gly Glu
145 150 155 160
His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GiIn GIn Trp Ser Leu Val
165 170 175
Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys Val Val
180 185 190
Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg GIn Thr Tyr Thr Leu Asp Val Leu
195 200 205
Glu Arg Ser Pro His Arg Pro lle Leu GIn Ala Gly Leu Pro Ala Asn
210 215 220
GIn Thr Ala lle Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys Val Tyr
225 230 235 240
Ser Asp Ala Gin Pro His lle Gin Trp Leu Lys His Val Glu Val Asn
245 250 255
Gly Ser Lys Val Gly Pro Asp Gly Thr Pro Tyr Val Thr Val Leu Lys
260 265 270
Thr Ala Gly Ala Asn Thr Thr Asp Lys Glu Leu Glu Val Leu Ser Leu
275 280 285
His Asn Val Thr Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala Gly
290 295 300
Asn Ser lle Gly Phe Ser His His Ser Ala Trp Leu Val Val Leu Pro

305 310 315 320
Ala Glu Glu Glu Leu Met Glu Thr Asp Glu Ala Gly Ser Val Tyr Ala
325 330 335

Gly His His His His His His His His His His
340 345

<210> 16

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> huD1-Fc

<400> 16

Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GiIn Arg Val Val Gly Arg Ala Ala Glu

1 5 10 15

Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gin GIn Glu GIn Leu Val Phe Gly Ser
20 25 30

Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro Met
35 40 45
Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser Glu
50 55 60

Arg Val Leu Val Gly Pro GIn Arg Leu Gin Val Leu Asn Ala Ser His

65 70 75 80

Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg GiIn Arg Leu Thr Gin Arg Val

85 90 95

Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly Asp

100 105 110
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Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr Gly
115 120 125
Ala Gly Gly Gly Gly Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
130 135 140
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
145 150 155 160
Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
165 170 175
Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
180 185 190
Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
195 200 205
Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
210 215 220
GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
225 230 235 240
Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn
245 250 255
Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
260 265 270
Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
275 280 285
Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
290 295 300
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

305 310 315 320
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val
325 330 335

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin
340 345 350

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

355 360

<210> 17

<211> 340

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> huD2-Fc

<400> 17

Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu Ala

1 5 10 15

Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn
20 25 30

Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg Gly
35 40 45
Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn Gin Trp Ser Leu
50 55 60
Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys Val
65 70 75 80
Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg GIn Thr Tyr Thr Leu Asp Val
85 90 95
Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
100 105 110
Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
115 120 125
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
130 135 140
Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
145 150 155 160
His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
165 170 175
Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
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180 185 190
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn
195 200 205

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
210 215 220

lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin

225 230 235 240

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val

245 250 255
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val
260 265 270
Glu Trp Glu Ser Asn Gly GiIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
275 280 285

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
290 295 300

Val Asp Lys Ser Arg Trp GiIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val

305 310 315 320
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
325 330 335

Ser Pro Gly Lys
340

<210> 18

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> huD1-D2-Fc

<400> 18

Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu GiIn Arg Val Val Gly Arg Ala Ala Glu

1 5 10 15

Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly GIn Gin Glu GIn Leu Val Phe Gly Ser
20 25 30

Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly Gly Pro Met
35 40 45
Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val Pro Ser Glu
50 55 60
Arg Val Leu Val Gly Pro GIn Arg Leu Gin Val Leu Asn Ala Ser His
65 70 75 80
Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gin Arg Leu Thr GIn Arg Val
85 90 95
Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly Asp
100 105 110
Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr Gly
115 120 125
Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu Ala
130 135 140
Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly Asn
145 150 155 160
Pro Thr Pro Ser lle Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg Gly
165 170 175
Glu His Arg lle Gly Gly lle Lys Leu Arg His GIn Gin Trp Ser Leu
180 185 190
Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys Val
195 200 205
Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser lle Arg GIn Thr Tyr Thr Leu Asp Val
210 215 220
Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
225 230 235 240
Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
245 250 255
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
260 265 270
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Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
275 280 285
His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
290 295 300
Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
305 310 315 320
Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gin Asp Trp Leu Asn
325 330 335
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
340 345 350
lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin
355 360 365
Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val
370 375 380
Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val
385 390 395 400
Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
420 425 430
Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
435 440 445
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
450 455 460
Ser Pro Gly Lys
465

<210> 19

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fynémeros anti-FGFR3 de secuencia de consenso

<220>

<221> VARIANTE

<222> 51

<223> cualquier aminoacido

<400> 19
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Met Ser Thr
1 5 10 15
Thr Ala Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Ser Gin
20 25 30
Ser Pro His Gly GiIn Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Xaa lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle GIn
50 55 60

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle RT

<400> 20
Glu Val Met Ser Thr Thr Ala
1 5

<210> 21
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<211>5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del bucle src

<400> 21
Ser GIn Ser Pro His
1 5

<210> 22

<211> 64

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FF40L54A5

<400> 22
Gly Val Thr Leu Phe Val Ala Leu Tyr Asp Tyr Glu Val Met Ser Thr
1 5 10 15
Thr Ala Leu Ser Phe His Lys Gly Glu Lys Phe Gin lle Leu Ser Gin
20 25 30
Ser Pro His Gly GIn Tyr Trp Glu Ala Arg Ser Leu Thr Thr Gly Glu
35 40 45
Thr Gly Trp lle Pro Ser Asn Tyr Val Ala Pro Val Asp Ser lle Gin
50 55 60
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que se une a las isoformas 3b y 3c del receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3b
y FGFR3c), en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que
consiste en:

(a) GVTLFVALYDYEVYGPTPMLSFHKGEKFQIL(X")(X2)(X3)(XYGPYWEA
RSL(X®)TGETG(X®)IPSNYVAPVDSIQ (SEQ ID NO: 1);

en la que las posiciones de aminoacidos (X') a (X8) pueden ser cualquier secuencia de amino&cidos;

y

(b) una secuencia de aminodacidos que es idéntica en al menos un 95 % a la secuencia de aminoacidos de (a), en
la que la determinacion de identidad excluye las posiciones de aminoacidos (X') a (X%) y a condicién de que la
secuencia de aminoacidos EVYGPTPM (SEQ ID NO: 2) en las posiciones de aminoacidos 12 a 19 de la SEQ ID
NO: 1 esté conservada y los aminoacidos P e Y en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 1
estén conservados;

(c) GVTLFVALYDYEVMSTTALSFHKGEKFQILSQSPHGQYWEARSLTTGETG(X8)IPSNY

VAPVDSIQ (SEQ ID NO: 19),

en la que la posicién del aminodacido (X®) puede ser cualquier amino&cido; y

(d) una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos un 95 % a la secuencia de aminoacidos de (c),
en la que la determinacién de identidad excluye la posicion de aminoacido (X8) y a condicién de que las
secuencias de aminoacidos EVMSTTA (SEQ ID NO: 20) en las posiciones de aminoacidos 12 a 18 de la SEQ ID
NO: 19 y SQSPH (SEQ ID NO: 21) en las posiciones de aminodcidos 31 a 35 de la SEQ ID NO: 19 estén
conservadas y los aminodcidos Q e Y en las posiciones de aminoacidos 37 y 38 de la SEQ ID NO: 19 estén
conservados.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que

Yes N, Ro K, y es preferentemente R o K;

°)es S, G, Ko R, y es preferentemente G, K o R;

%) es S0 G, y es preferentemente G;

“)esE, Q,D, SoK,y es preferentemente Q, D, So K;
5YesToA;y

)

X
X
X
X
X
X8) esY,W oL,y es preferentemente L o W.

(
(
(
(
(
(

3. El polipéptido de la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre el grupo que consiste en una cualquiera de las SEQ ID NO 3 a8y 22.

4. El polipéptido de la reivindicacién 3, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre el grupo que consiste en:

SEQID NO: 4,
SEQID NO: 5,
SEQ ID NO: 6,
SEQID NO: 7,
SEQIDNO: 8y
SEQ ID NO: 22.

5. Una construccion de fusion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 fusionada
a un compuesto adicional.

6. La construccion de fusién de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el compuesto adicional es un compuesto
toxico.

7. La construccion de fusion de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el compuesto adicional comprende una
cadena ligera de anticuerpo, una cadena pesada de anticuerpo, un dominio Fc de un anticuerpo, un anticuerpo o una
combinacion de los mismos.

8. La construccién de fusidén de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el anticuerpo se dirige contra una diana
seleccionada entre el grupo que consiste en GM-2, CD38, ICAM-1, SLAMF7, CD45, CD40, CD74, IGFR-1, CD20,
BAFF, BCMA, CD66, GRP78, CXCR4, EGFR, EPCAM, TROP-2, B7H3 y CEACAM-1.

9.Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la

construccion de fusion de las reivindicaciones 5 o 7, o una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la
construccién de fusiéon de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8.
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10. Una composicion farmacéutica o de diagnéstico que comprende el polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, la construccion de fusiéon de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, la molécula de acido
nucleico de la reivindicacion 9 o cualquier combinacién de los mismos.

11. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 10 para su uso en el tratamiento del cancer o una enfermedad
mediada por linfocitos T.

12. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en la que el cancer se selecciona
entre cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer colorrectal, cancer endometrial, glioma, cancer de cabeza y
cuello, cancer de higado, cancer de pulmoén, mieloma multiple, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer de pancreas,
cancer de piel, cancer de testiculo y cancer urotelial.

13. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en la que el cancer se selecciona
entre mieloma mudltiple, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, cancer de pancreas, cancer de pulmén de células
escamosas y cancer colorrectal.

14. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que la enfermedad mediada
por linfocitos T se selecciona entre artritis reumatoide (AR), artritis por colageno I, esclerosis multiple (EM), lupus
eritematoso sistémico (LES), psoriasis, diabetes de inicio juvenil, enfermedad de Sjogren, enfermedad tiroidea,
sarcoidosis, uveitis autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa),
enfermedad celiaca y miastenia grave.
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