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DESCRIPCION

Un polipéptido de receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGR3) soluble para su uso en la prevencion o
tratamiento de trastornos de retraso del crecimiento esquelético

Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere a la prevencion o tratamiento de trastornos de retraso del crecimiento esquelético, en
particular, enfermedades esqueléticas y craneosinostosis, desarrolladas en pacientes que exhiben mayor activacién
anormal del receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFRS3, por sus siglas en inglés), en particular, por la
expresion de un mutante activado constitutivamente de FGFR3.

Antecedentes de la invencion:
Numerosos factores de crecimiento regulan el desarrollo esquelético en los seres humanos.

Entre ellos, el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFR3) se ha descrito como un regulador negativo
de la osificacion endocondral. Se ha demostrado que mutaciones en el gen que codifica el FGFR3 son responsables
del fenotipo de numerosas condrodisplasias esqueléticas (7), incluidas las displasias tanatoféricas (TDI y TDIl) (2) y
la acondroplasia (3), la forma més comin de enanismo con extremidades cortas. Los nifios que padecen acondroplasia
sufren deformaciones del craneo y las vértebras y desarrollo anormal de los huesos largo, que provocan baja estatura
y complicaciones neuroldgicas y ortopédicas graves (4, 5). Los tratamientos existentes estan disefiados solo para
aliviar algunas de las complicaciones y son invasivos y extremos (6, 7).

La acondroplasia es un trastorno autosémico dominante causado por una mutacién puntual en el gen para FGFR3
(Fgfr3ach) (8). En ~97 % de los pacientes afectados, la causa de la acondroplasia es una sustitucion G380R en el
dominio transmembranario del receptor (9, 10). Esta mutacion en FGFR3 provoca un aumento de funcién (717), que
prolonga la activacién de la actividad de tirosina cinasa del receptor (72, 13). EIl FGFR3 mutante por G380R permanece
dependiente del ligando para su dimerizacion y activacion (712, 14); sin embargo, la presencia de la mutacién estabiliza
el complejo ligando/receptor (15) y enlentece la internalizacion del receptor (72), que extiende asi la sefalizaciéon de
la via Ras/MAPK intracelular posterior (12). La sefalizacion de FGFR3 resultante se prolonga e inhibe de manera
continua la proliferacién y diferenciacion de condrocitos en la placa de crecimiento (16). Las células que expresan el
receptor mutante no maduran y no son reemplazadas por la matriz 6sea mineralizada, lo que afecta el alargamiento
de todos los huesos formados por la osificacion endocondral (77, 18). Estos incluyen los huesos largos del esqueleto
de las extremidades, asi como las vértebras, el esternén, la base del craneo y algunos huesos en el craneo donde el
crecimiento 6éseo se produce en sincondrosis, que son estructuras cartilaginosas que consisten en dos placas de
crecimiento opuestas con una zona comun de condrocitos en reposo. Como con las placas de crecimiento
endocondrales en los huesos largos, las sincondrosis también se reemplazan con hueso.

A pesar de una mayor cantidad de estudios para descifrar los mecanismos responsables de las alteraciones en el
crecimiento éseo, todavia no hay una cura disponible. Se consideran diversas estrategias terapéuticas dirigidas al
FGFR3 mutante y su sefalizacion posterior (76). Recientemente, Jin ef al. evaluaron un nuevo péptido que inhibe la
sefalizacion de FGFR3 en un modelo murino de TDII (79). Este estudio muestra la reversién de la letalidad neonatal
de ratones con TDII después del tratamiento in utero y demuestra la viabilidad preliminar de que dirigirse al FGFR3 en
el compartimiento extracelular puede ser una estrategia eficaz para tratar las displasias esqueléticas relacionadas con
FGFRS.

Las terapias actuales para la acondroplasia incluyen cirugias ortopédicas tales como alargamiento de piernas y terapia
con hormona de crecimiento. Sin embargo, el alargamiento de las piernas causa un gran dolor a los pacientes y la
terapia con hormona de crecimiento aumenta la altura corporal por medio de inyecciones peridédicas de hormona de
crecimiento desde la infancia. Ademas, el crecimiento se detiene cuando se suspenden las inyecciones. En
consecuencia, es deseable desarrollar una nueva terapia para la acondroplasia, asi como otros trastornos de retraso
del crecimiento esquelético, incluidas enfermedades esqueléticas relacionadas con FGFR3. Cassagnaud et al.
(European Society of Gene Therapy Collaborative Congress, 2012, 0. A76-A77) sugieren el uso de un FGFRS3 soluble
para tratar una enfermedad esquelética relacionada con FGFRS, tal como la acondroplasia, pero no describen ninguno
adecuado, mucho menos estructuras ventajosas de dichos polipéptidos. Terada et al. (Mol. Cell Biol. Res. Comm.
4:365-373, 2001) describen FGFR3 con un dominio extracelular corto (310 aminoacidos incluido el péptido sefial) que
tiene la capacidad de unirse a FGF.

Compendio de la invencion:

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido de receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 3 soluble (sFGFR3) aislado para su uso en la prevencién o tratamiento de una enfermedad esquelética
relacionada con FGFR3 en un sujeto que lo necesita, en donde el polipéptido de sFGFR3 aislado comprende al menos
325 aminoéacidos consecutivos de la region extracelular del receptor FGFR3, comprende un dominio intracelular de
FGFR3 y carece de secuencias de aminoacidos correspondientes al dominio transmembranario de FGFR3, y en donde,
opcionalmente, el polipéptido de sFGFR3 se fusiona con un polipéptido heter6logo para formar asi una
inmunoadhesina de sFGFR3.
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En un segundo aspecto, la presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
polipéptido de sFGFR3 aislado segun el primer aspecto y un portador farmacéuticamente aceptable para su uso en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad esquelética relacionada con FGFRS3.

En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere, ademas, a una composicién farmacéutica que comprende un
polipéptido de sFGFR3 aislado, en donde el polipéptido de sFGFR3 aislado comprende al menos 325 aminoacidos
consecutivos de la region extracelular del receptor FGFR3, comprende un dominio intracelular de FGFR3 y carece de
secuencias de aminoacidos correspondientes al dominio transmembranario de FGFR3, y en donde, opcionalmente, el
polipéptido de sFGFR3 se fusiona con un polipéptido heterdlogo para formar asi una inmunoadhesina de sFGFR3, y
un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de la invencion:

Los inventores han disefiado una estrategia terapéutica eficaz para la acondroplasia al restaurar el crecimiento éseo.
Como se muestra en la presente memoria, la administracion posnatal de receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos soluble 3 (sSFGFR3) recombinante que actlia como un receptor sefiuelo a ratones Fgfr32"+ (un modelo
murino de acondroplasia que exhibe un fenotipo esencialmente idéntico a la patologia humana, con acortamiento de
todos los huesos formados por osificacién endocondral) resulta en el crecimiento esquelético normal que previene la
apariciéon de sintomas y complicaciones de la acondroplasia.

Como se describe en la presente memoria, inyecciones subcuténeas repetidas de sFGFR3 recombinante a lo largo
del periodo de crecimiento, se puede restaurar el crecimiento esquelético normal en ratones Fgfr32°"+ transgénicos,
lo que resulta en una longitud corporal normal y disminucion significativa de complicaciones asociadas. Se restaur6 la
maduracion eficaz de condrocitos de placa de crecimiento en huesos de ratones tratados, lo que resulté en una mejora
dependiente de la dosis del crecimiento esquelético en ratones Fgfr32°"'+. Esto resulté en una estatura normal asociada
a una disminucién significativa en la cantidad e intensidad de complicaciones, sin ningln indicio de toxicidad. Estos
resultados validan el uso de FGFR3 soluble para restaurar el crecimiento 6seo e indican su posible uso como una
terapia prometedora para la acondroplasia y trastornos esqueléticos relacionados.

Usos terapéuticos:

La presente invencion proporciona usos de un polipéptido de receptor del factor de crecimiento de fibroblastos soluble
3 (sFGFR3) aislado y composiciones farmacéuticas para prevenir o tratar un trastorno de retraso del crecimiento
esquelético.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, a un polipéptido de receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3
soluble (sFGFR3) aislado para su uso en la prevencién o tratamiento de una enfermedad esquelética en un sujeto que
lo necesita, en donde el polipéptido de sFGFR3 aislado comprende al menos 325 aminoacidos consecutivos de la
region extracelular del receptor FGFR3, comprende un dominio intracelular de FGFR3 y carece de secuencias de
aminoacidos correspondientes al dominio transmembranario de FGFR3, y en donde, opcionalmente, el polipéptido de
sFGFRS3 se fusiona con un polipéptido heterdlogo para formar asi una inmunoadhesina de sFGFR3.

La enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 es un trastorno de retraso del crecimiento esquelético.

Los términos "receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 3" ("FGFR3") o "receptor FGFR3", como se usan en la
presente memoria, se refieren a cualquier polipéptido de FGFR3 natural o variante. El gen FGFR3, que esta ubicado
en el brazo corto distal del cromosoma 4, codifica un precursor de proteina de 806 aminoacidos (precursor de la
isoforma 1 del receptor de factor de crecimiento de fibroblastos 3). El receptor FGFR3 comprende un dominio
extracelular, un dominio transmembranario y un dominio intracelular. El gen FGFR3 humano de origen natural tiene
una secuencia de nucleétidos como se muestra en el nimero de acceso a Genbank NM_000142.4 y la proteina FGFR3
humana de origen natural tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en el nimero de acceso a Genbank
NP_000133 y que se representa mediante la SEQ ID NO: 3 a continuacion):
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MGAPACALALCVAVAIVAGASSESLGTEQRVVGRAAEVPGPEPGOQEQLVFGSGDA
VELSCPPPGGGPMGPTVWVKDGTGLVPSERVLVGPORLOVLNASHEDSGAYSCROR
LTORVLCHFSVRVTDAPSSGDDEDGEDEAEDTGVDTGAPYWTRPERMDKKILILAVPA
ANTVRFRCPAAGNPTPSISWLKNGREFRGEHRIGGIKLRHOQWSLVMESVVPSDRGN
YTCVVENKFGSIROTYTLDVLERSPHRPILOAGLPANQTAVLGSDVEFHCKVYSDAQ
PHIOWLKHVEVNGSKVGPDGTPYVTVLKTAGANTTDKELEVLSLHNVTFEDAGEYT
CLAGNSIGFSHHSAWILVVLPAEEELVEADEAGSVYAGILSYGVGFFLFILVVAAVTLC
RLRSPPKKGLGSPTVHKISRFPLKRQVSLESNASMSSNTPLVRIARLSSGEGPTLANVS
ELELPADPKWELSRARLTLGKPLGEGCFGQVVMAEAIGIDKDRAAKPVTVAVKMLK
DDATDKDLSDLVSEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQGGPLYVLVEYAAKGNLREFL
RARRPPGLDYSFDTCKPPEEQLTFKDLVSCAYQVARGMEYLASQKCIHRDLAARNVL
VTEDNVMKIADFGLARDVHNLDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRVYTHQSDVW
SFGVLLWEIFTLGGSPYPGIPVEELFKLLKEGHRMDKPANCTHDLYMIMRECWHAAP
SQRPTFKQLVEDLDRVLTVTSTDEYLDLSAPFEQYSPGGQDTPSSSSSGDDSVFAHDL
LPPAPPSSGGSRT

Como se usan en la presente memoria, los términos "dominio extracelular de FGFR3" o "dominio extracelular de
FGFR3" se refieren a un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 1 a
375 de la SEQ ID NO: 3 (secuencia que esta aparece subrayada mas atras).

El término "polipéptido” significa en la presente memoria un polimero de aminoacidos que no tiene una longitud
especifica. Por lo tanto, los péptidos, oligopéptidos y proteinas estan incluidos en la definicion de "polipéptido” y estos
términos se usan de manera intercambiable a lo largo de la memoria descriptiva, asi como en las reivindicaciones. El
término "polipéptido" no excluye modificaciones posteriores a la traduccién que incluyen, pero no se limitan a,
fosforilacion, acetilacion, glicosilacién y similares.

Se entiende por polipéptido "aislado" que el polipéptido no esta presente dentro de un organismo vivo, p. €j., dentro
del cuerpo humano. Sin embargo, el polipéptido aislado puede ser parte de una composicién o un kit. El polipéptido
aislado esta preferiblemente purificado.

Como se usa en la presente memoria, el término "soluble" se refiere a un polipéptido que no esta unido a la membrana
celular. Habitualmente, un receptor esta en forma soluble cuando su secuencia de aminoacidos carece de dominio
transmembranario. En este contexto, una forma sera soluble si, al usar ensayos convencionales conocidos para un
experto en la técnica, se puede detectar la mayor parte de esta forma en fracciones que no estan asociadas a la
membrana, p. €j., en sobrenadantes celulares o suero.

Un polipéptido de "secuencia natural” se refiere a un polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos que
un polipéptido derivado de la naturaleza. Por lo tanto, un polipéptido de secuencia natural puede tener la secuencia
de aminoacidos del polipéptido de origen natural de cualquier mamifero (incluidos seres humanos). Dichos polipéptidos
de secuencia natural se pueden aislar a partir de la naturaleza o se pueden producir por medios recombinantes o
sintéticos. El término polipéptido de "secuencia natural" abarca especificamente formas truncadas o secretadas de
origen natural del polipéptido (p. €j., una secuencia de dominio extracelular), formas variantes de origen natural (e. g.,
formas empalmadas alternativamente) y variantes alélicas de origen natural del polipéptido.

Un polipéptido "variante" se refiere a un polipéptido biolégicamente activo que tiene al menos aproximadamente 80 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto al polipéptido de secuencia natural. Dichas variantes incluyen,
por ejemplo, polipéptidos en donde uno 0 mas residuos aminoacidicos se agregan o eliminar, en el extremo N o C del
polipéptido. Normalmente, una variante tendrd al menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia de
aminoacidos, mas preferiblemente, al menos aproximadamente 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos e,
incluso mas preferiblemente, al menos aproximadamente 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
respecto al polipéptido de secuencia natural.

Se entiende por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, 95 % "idéntica" a una
secuencia de aminodcidos de consulta de la presente invencion, que la secuencia de aminoacidos del polipéptido
objeto es idéntica a la secuencia de consulta, excepto que la secuencia del polipéptido objeto puede incluir hasta cinco
alteraciones de aminoacidos cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de consulta. En otras palabras,
para obtener un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a una secuencia de
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aminoacidos de consulta, hasta 5 % (5 de 100) de los residuos aminoacidicos en la secuencia objeto pueden tener
inserciones, eliminaciones o sustituciones por otro aminoéacido.

En el marco de la presente memoria descriptiva, el porcentaje de identidad se calcula al usar una alineacion global (es
decir, las dos secuencias se comparan en toda su longitud). Los métodos para comparar la identidad y homologia de
dos 0 mas secuencias se conocen en la técnica. Se puede usar, por ejemplo, el programa "needle", que usa el
algoritmo de alineaciéon global Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970 J. Mol. Biol. 48:443-453) para
encontrar la alineacion dptima (incluidos espacios) de dos secuencias cuando se toma en consideracion su longitud
total. El programa needle esté disponible, por ejemplo, en el sitio web ebi.ac.uk en todo el mundo. El porcentaje de
identidad segun la invencion se calcula preferiblemente mediante el uso del programa EMBOSS::needle (global) con
un parametro de "Abertura de espacio” igual a 10,0, un parametro de "Extensién de espacio” igual a 0,5 y una matriz
Blosum62.

Los polipéptidos que consisten en una secuencia de aminoacidos "al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica" a la secuencia de referencia pueden comprender mutaciones tales como eliminaciones,
inserciones y/o sustituciones en comparacién con la secuencia de referencia. El polipéptido que consiste en una
secuencia de aminodacidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de
referencia puede corresponder a una variante alélica de la secuencia de referencia. Puede comprender, por ejemplo,
solo sustituciones en comparacion con la secuencia de referencia. Las sustituciones preferiblemente corresponden a
sustituciones conservadoras como se indica en la tabla a continuacion.

Sustituciones conservadoras Tipo de aminoacido

Ala, Val, Leu, lle, Met, Pro, Phe, | Aminoacidos con cadenas laterales hidréfobas alifaticas

Trp

Ser, Tyr, Asn, Gin, Cys Aminoacidos con cadenas laterales no cargadas, pero
polares

Asp, Glu Amino&cidos con cadenas laterales &cidas

Lys, Arg, His Amino&cidos con cadenas laterales basicas

Gly Cadena lateral neutra

Un polipéptido de FGFR3 soluble ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad biologica de las proteinas FGF al unirse
a estas proteinas e impedir de esta forma que se unan a FGFR3 presente en la superficie de células diana. No es
deseable que un polipéptido de FGFR3 soluble se asocie a la membrana celular.

Los términos "polipéptido de FGFR3 soluble" o "sFGFR3", como se usan en la presente memoria, se refieren a un
polipéptido que comprende o consiste en la regidn extracelular del receptor FGFR3 o una variante o un fragmento de
esta.

En la presente memoria se describe un sFGFR3 que puede incluir todo el dominio extracelular de FGFR3 humano,
excepto la segunda mitad del tercer dominio similar a Ig (Ig Illb) y el dominio transmembranario de FGFRS3 (es decir,
un polipéptido que comprende o consiste en una secuencia de 694 aminoacidos derivada del receptor FGFR3 humano,
como se muestra mediante la SEQ ID NO: 1 a continuacion):
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MGAPACALALCVAVAIVAGASSESLGTEQRVVGRAAEVPGPEPGQQEQLVFG
SGDAVELSCPPPGGGPMGPTVWVKDGTGLVPSERVLVGPQRLQVLNASHEDSGAYS
CRQRLTQRVLCHFSVRVTDAPSSGDDEDGEDEAEDTGVDTGAPYWTRPERMDKKLL
AVPAANTVRFRCPAAGNPTPSISWLKNGREFRGEHRIGGIKLRHQQWSLVMESVVPS
DRGNYTCVVENKFGSIRQTYTLDVLERSPHRPILQAGLPANQTAVLGSDVEFHCKVY
SDAQPHIQWLKHVEVNGSKVGPDGTPYVTVLKVSLESNASMSSNTPLVRIARLSSGE
GPTLANVSELELPADPKWELSRARLTLGKPLGEGCFGQVVMAEAIGIDKDRAAKPVT
VAVKMLKDDATDKDLSDLVSEMEMMKMIGKHKNIINLLGACTQGGPLYVLVEYAA
KGNLREFLRARRPPGLDYSFDTCKPPEEQLTFKDLVSCAYQVARGMEYLASQKCIHR
DLAARNVLVTEDNVMKIADFGLARDVHNLDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRVY
THQSDVWSFGVLLWEIFTLGGSPYPGIPVEELFKLLKEGHRMDKPANCTHDLYMIMR

ECWHAAPSQRPTFKQLVEDLDRVLTVTSTDEYLDLSAPFEQYSPGGQDTPSSSSSGDD
SVFAHDLLPPAPPSSGGSRT

Este polipéptido de sFGFR3 esta codificado por una secuencia de acido nucleico definida por la SEQ ID NO: 2 (a
continuacion).
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ATGGGCGCCCCTGCCTGCGCCCTCGCGCTCTGCGTGGCCGTGGCCATCGTG
GCCGGCGCCTCCTCGGAGTCCTTGGGGACGGAGCAGCGCGTCGTGGGGCGAGCG
GCAGAAGTCCCGGGCCCAGAGCCCGGCCAGCAGGAGCAGTTGGTCTTCGGCAGC
GGGGATGCTGTGGAGCTGAGCTGTCCCCCGCCCGGGGGTGGTCCCATGGGGCCCA
CTGTCTGGGTCAAGGATGGCACAGGGCTGGTGCCCTCGGAGCGTGTCCTGGTGGG
GCCCCAGCGGCTGCAGGTGCTGAATGCCTCCCACGAGGACTCCGGGGCCTACAGC
TGCCGGCAGCGGCTCACGCAGCGCGTACTGTGCCACTTCAGTGTGCGGGTGACAG
ACGCTCCATCCTCGGGAGATGACGAAGACGGGGAGGACGAGGCTGAGGACACAG
GTGTGGACACAGGGGCCCCTTACTGGACACGGCCCGAGCGGATGGACAAGAAGC
TGCTGGCCGTGCCGGCCGCCAACACCGTCCGCTTCCGCTGCCCAGCCGCTGGCAA
CCCCACTCCCTCCATCTCCTGGCTGAAGAACGGCAGGGAGTTCCGCGGCGAGCAC
CGCATTGGAGGCATCAAGCTGCGGCATCAGCAGTGGAGCCTGGTCATGGAAAGC
GTGGTGCCCTCGGACCGCGGCAACTACACCTGCGTCGTGGAGAACAAGTTTGGCA
GCATCCGGCAGACGTACACGCTGGACGTGCTGGAGCGCTCCCCGCACCGGCCCAT
CCTGCAGGCGGGGCTGCCGGCCAACCAGACGGCGGTGCTGGGCAGCGACGTGGA
GTTCCACTGCAAGGTGTACAGTGACGCACAGCCCCACATCCAGTGGCTCAAGCAC
GTGGAGGTGAATGGCAGCAAGGTGGGCCCGGACGGCACACCCTACGTTACCGTG
CTCAAGGTGTCCCTGGAGTCCAACGCGTCCATGAGCTCCAACACACCACTGGTGC
GCATCGCAAGGCTGTCCTCAGGGGAGGGCCCCACGCTGGCCAATGTCTCCGAGCT
CGAGCTGCCTGCCGACCCCAAATGGGAGCTGTCTCGGGCCCGGCTGACCCTGGGC
AAGCCCCTTGGGGAGGGCTGCTTCGGCCAGGTGGTCATGGCGGAGGCCATCGGC
ATTGACAAGGACCGGGCCGCCAAGCCTGTCACCGTAGCCGTGAAGATGCTGAAA
GACGATGCCACTGACAAGGACCTGTCGGACCTGGTGTCTGAGATGGAGATGATG
AAGATGATCGGGAAACACAAAAACATCATCAACCTGCTGGGCGCCTGCACGCAG
GGCGGGCCCCTGTACGTGCTGGTGGAGTACGCGGCCAAGGGTAACCTGCGGGAG
TTTCTGCGGGCGCGGCGGCCCCCGGGCCTGGACTACTCCTTCGACACCTGCAAGC
CGCCCGAGGAGCAGCTCACCTTCAAGGACCTGGTGTCCTGTGCCTACCAGGTGGC
CCGGGGCATGGAGTACTTGGCCTCCCAGAAGTGCATCCACAGGGACCTGGCTGCC
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CGCAATGTGCTGGTGACCGAGGACAACGTGATGAAGATCGCAGACTTCGGGCTG
GCCCGGGACGTGCACAACCTCGACTACTACAAGAAGACAACCAACGGCCGGCTG
CCCGTGAAGTGGATGGCGCCTGAGGCCTTGTTTGACCGAGTCTACACTCACCAGA
GTGACGTCTGGTCCTTTGGGGTCCTGCTCTGGGAGATCTTCACGCTGGGGGGCTC
CCCGTACCCCGGCATCCCTGTGGAGGAGCTCTTCAAGCTGCTGAAGGAGGGCCAC
CGCATGGACAAGCCCGCCAACTGCACACACGACCTGTACATGATCATGCGGGAG
TGCTGGCATGCCGCGCCCTCCCAGAGGCCCACCTTCAAGCAGCTGGTGGAGGACC
TGGACCGTGTCCTTACCGTGACGTCCACCGACGAGTACCTGGACCTGTCGGCGCC
TTTCGAGCAGTACTCCCCGGGTGGCCAGGACACCCCCAGCTCCAGCTCCTCAGGG
GACGACTCCGTGTTTGCCCACGACCTGCTGCCCCCGGCCCCACCCAGCAGTGGAGG
GCTCGCGGACG

Dicha secuencia de acido nucleico se ha optimizado para disminuir el contenido de GC (mientras codifica la secuencia
del polipéptido natural) para prolongar la semivida del ARNm, asi como para facilitar la subclonacién.

Un "equivalente funcional" es una molécula (p. €j., un polipéptido recombinante) que conserva la actividad biologica y
la especificidad del polipéptido original. Por lo tanto, el término "equivalente funcional de sFGFR3" incluye variantes y
fragmentos del polipéptido al cual hace referencia (es decir, el polipéptido de sFGFR3) siempre que los equivalentes
funcionales exhiban al menos una, preferiblemente todas, de las actividades biolégicas del polipéptido de referencia,
por ejemplo, conserva la capacidad de unirse a la proteina FGF. Como se usa en la presente memoria, "que se une
especificamente" significa que el fragmento biolégicamente activo tiene elevada afinidad por FGF, pero no por
proteinas testigo. La unién especifica se puede medir mediante varias técnicas tales como ELISA, citometria de flujo,
transferencia western o inmunoprecipitacion. Preferiblemente, el equivalente funcionalmente se une especificamente
a FGF a niveles nanomolares o picomolares.

El polipéptido segun la invencién abarca polipéptidos que comprenden o consisten en fragmentos de al menos 325
aminoacidos consecutivos de la region extracelular de FGFR3, siempre que los fragmentos sean biol6gicamente
activos. En el marco de la invencidn, el fragmento biol6gicamente activa puede comprender, por ejemplo, al menos
350 aminoacidos consecutivos de la regién extracelular del receptor FGFR3.

Se entiende por "actividad biolégica" de un equivalente funcional de la region extracelular del receptor FGFR3 (i) la
capacidad de unirse a FGF; y/o (ii) la capacidad de reducir la sefalizacion intracelular de FGF (p. €j., la fosforilacion
Erk después de la activacion del receptor FGFR3 mediante su unién a FGF); y/o (iii) la capacidad de restaurar el
crecimiento dseo in vivo (p. ej., en ratones Fgfr33h'+),

El experto en la técnica puede determinar facilmente si un equivalente funcional de la region extracelular de FGFR3
es biolégicamente activo. Para verificar si los polipéptidos recientemente generados se unen a FGF y/o reducen la
sefalizacion intracelular de FGF del mismo modo que el polipéptido de sFGFR3 caracterizado inicialmente (un
polipéptido que consiste en la secuencia representada en SEQ ID NO: 1), se puede llevar a cabo un ensayo de union,
un ensayo de actividad de FGF o un ensayo de activacion de ERK (ver en Ejemplo) con cada polipéptido. Ademas,
uno de evoluciéon temporal y uno de respuesta a la dosis llevados a cabo in vitro o in vivo (p. €j., mediante el uso de
ratones Fgfr32¢"+ como se describe en la seccion de Ejemplos) determinaran las condiciones éptimas para cada
polipéptido.

Ademas, cabe sefnalar adicionalmente que un experto en la técnica puede evaluar facilmente la activacién funcional
del receptor FGFR3 segin métodos conocidos. De hecho, dado que el receptor FGFR3 activado se fosforila en
residuos tirosina ubicados hacia el dominio citoplasmatico, es decir, en Tyr8*8 y Tyr647, se puede evaluar la activacion
funcional del receptor FGFR3, por ejemplo, al medir su fosforilacion.

Por ejemplo, el andlisis de la fosforilacion inducida por ligando del receptor FGFR3 se puede llevar a cabo como se
describe en Le Corre et al. (Org. Biomol. Chem., 8: 2164-2173, 2010).

Alternativamente, la fosforilacion del receptor en células se puede detectar facilmente mediante inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica y/o citometria de flujo al usar anticuerpos que reconocen especificamente esta modificacién. Por
ejemplo, la fosforilacion de FGFR3 en los residuos Tyr848 y Tyré47 se puede detectar mediante inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica y/o citometria de flujo al usar anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos contra Tyr648 y
Tyr847-FGFRS3 fosforilados.
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Ademas, FGFRS3, cuando se asocia a su ligando, media la sefalizacién al activar las vias de las cinasas ERK y p38
MAP y la via de STAT. Por lo tanto, la activacion del receptor FGFR3 también se puede evaluar al determinar la
activacién de estas vias especificas como se describe en Horton et al. (Lancet, 370: 162-172, 2007)

En una realizacion, los polipéptidos de la invenciéon pueden comprender un identificador. Un identificador es una
secuencia que contiene un epitopo que puede ser Util para la purificacion de los polipéptidos. Se acopla mediante una
variedad de técnicas, tales como cromatografia de afinidad, para la localizacion de dicho péptido o polipéptido dentro
de una célula o una muestra de tejido al usar técnicas de inmunoetiquetado, la deteccion de dicho polipéptido mediante
inmunotransferencia, etc. Los ejemplos de identificadores empleados cominmente en la técnica son el identificador
GST (glutation-S-transferasa), el identificador FLAG™, el identificador Strep-tag™, el identificador V5, el identificador
myc, el identificador His (que tipicamente consiste en seis residuos histidina), etc.

En otra realizacién, los polipéptidos de la invencion pueden comprender modificaciones quimicas que mejoran su
estabilidad y/o su biodisponibilidad. Dichas modificaciones quimicas tienen el objetivo de obtener polipéptidos con
mayor proteccion de los polipéptidos contra la degradacién enzimatica in vivo y/o mayor capacidad para cruzar las
barreras membranarias y aumentar, por lo tanto, su semivida y mantener o mejorar su actividad bioldégica. Cualquier
modificacién quimica conocida en la técnica se puede emplear segun la presente invencion. Dichas modificaciones
quimicas incluyen, pero no se limitan a:

- reemplazo(s) de un aminoacido con un aminoacido modificado y/o inusual, p. €j., un reemplazo de un aminoéacido
con un aminod&cido inusual como Nle, Nva u Orn; y/o

- modificaciones a los extremos del extremo N y/o el extremo C de los péptidos tal como, p. €j., acilacion del extremo
N (preferiblemente acetilacion) o desaminacion, o modificacién del grupo carboxilo del extremo C en un grupo amida
o alcohol;

- modificaciones a la unién amida entre dos aminoacidos: acilacion (preferiblemente acetilacién) o alquilacién
(preferiblemente metilacion) en el atomo de nitrégeno o el carbono alfa de la unién amida que enlaza dos aminoacidos;

- modificaciones en el carbono alfa de la union amida que enlaza dos aminoacidos tales como, p. €j., acilacién
(preferiblemente acetilacion) o alquilacion (preferiblemente metilacion) en el carbono alfa de la uniéon amida que enlaza
dos amino@cidos.

- cambios de quiralidad tales como, p. €j., reemplazo de uno o0 mas aminoacidos de origen natural (enantiomero L)
con los correspondientes enantiémeros D;

- retroinversiones en las que uno o mas aminoacidos de origen natural (enantidmero L) se reemplazan con los
correspondientes enantiémeros D, junto con una inversién de la cadena de aminoacidos (del extremo C al extremo N);

- azapéptidos, en los que uno o mas carbonos alfa se reemplazan con atomos de nitrégeno; y/o
- betapéptidos, en los que el grupo amino del uno o0 mas aminodcido se une al carbono 8 en lugar del carbono a.

En otra realizacién, agregar dipéptidos puede mejorar la penetracién de un agente circulante en el ojo a través de la
barrera hematorretiniana mediante el uso de transportadores endégenos.

Otra estrategia para mejorar la viabilidad del farmaco es la utilizacién de polimeros solubles en agua. Varios polimeros
solubles en agua han demostrado modificar la biodistribucion, mejorar el modo de la captacién celular, cambiar la
permeabilidad a través de las barreras fisioldgicas; y modificar la velocidad de aclaramiento desde el cuerpo. Para
lograr un efecto de direccionamiento o liberacién prolongada, se han sintetizado polimeros solubles en agua que
contienen restos de farmaco como grupos terminales, como parte de la cadena principal, o0 como grupos colgantes en
la cadena del polimero.

Se ha usado polietilenglicol (PEG) ampliamente como portador de farmaco, debido a su alto grado de biocompatibilidad
y facilidad de modificacion. El acoplamiento a varios farmacos, proteinas y liposomas ha demostrado mejorar el tiempo
de residencia y disminuir la toxicidad. El PEG se puede acoplar a agentes activos a través de los grupos hidroxilo en
los extremos de la cadena y a través de otros métodos quimicos; sin embargo, el PEG en si mismo se limita a como
maximo dos agentes activos por molécula. En una estrategia diferente, se exploraron copolimeros de PEG vy
aminoacidos como nuevos biomateriales que conservarian las propiedades de biocompatibilidad de PEG, pero que
tendrian la ventaja agregada de numerosos puntos de acoplamiento por molécula (lo que proporciona mayor carga de
farmaco) y que se podrian disefar sintéticamente para ajustarse a una variedad de aplicaciones.

Los expertos en la técnica conocen las técnicas de PEGilacién para la modificacion eficaz de farmacos. Por ejemplo,
los polimeros de suministro de farmaco que consisten en polimeros alterantes de PEG y mondmeros trifuncionales
tales como lisina han sido usados por VectraMed (Plainsboro, N.J.). Las cadenas de PEG (tipicamente 2000 daltons
0 menos) estan enlazadas a los grupos amino a- y e de lisina a través de ligaduras de uretano estables. Dichos
copolimeros conservan las propiedades deseables de PEG, mientras proporcionan grupos colgantes reactivos (los
grupos acido carboxilico de lisina) en intervalos estrictamente controlados y predeterminadas a lo largo de la cadena
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del polimero. Los grupos colgantes reactivos se pueden usar para la derivacion, reticulacion o conjugacién con otras
moléculas. Estos polimeros son Utiles para producir profarmacos estables, de larga circulacién al variar el peso
molecular del polimero, el peso molecular de los segmentos de PEG y la ligadura escindible entre el farmaco y el
polimero. El peso molecular de los segmentos de PEG afecta la separacion del complejo de farmaco/grupo enlazador
y la cantidad de farmaco por peso molecular de conjugado (segmentos de PEG mas pequefios proporcionan mayor
carga de farmaco). En general, aumentar el peso molecular global del conjugado de copolimero en bloque aumentara
la semivida en circulacion del conjugado. Sin embargo, el conjugado debe ser facilmente degradable o tener un peso
molecular por debajo del umbral que limita la filtracion glomular (p. €j., menos de 60 kDa).

Ademas, para que la cadena principal del polimero sea importante para mantener la semivida en circulacion y la
biodistribucion, se pueden usar enlazadores para mantener al agente terapéutico en una forma de profarmaco hasta
su liberaciéon de la cadena principal del polimero mediante un desencadenante especifico, tipicamente actividad
enzimatica en el tejido diana. Por ejemplo, este tipo de suministro de farmaco activado por tejido es particularmente
util donde se requiere el suministro a un sitio especifico de biodistribucion y el agente terapéutico se libera en o cerca
del sitio de la patologia. Los expertos en la técnica conocen las bibliotecas de grupo enlazador para su uso en el
suministro activado de farmacos y se pueden basar en cinética enzimdtica, prevalencia de enzima activa y
especificidad de escisidn de las enzimas especificas de la enfermedad seleccionadas. Dichos enlazadores se pueden
usar para modificar la proteina o fragmento de la proteina descrito en la presente memoria para el suministro
terapéutico.

En todavia otra realizacion, los polipéptidos de la invencién se pueden fusionar con un polipéptido heter6logo (es decir,
un polipéptido derivado de una proteina no relacionada, por ejemplo, de una proteina inmunoglobulina).

Segun se usan en la presente memoria, los términos "fusionado” y "fusion" se usan de manera intercambiable. Estos
términos se refieren a la union entre si de dos o mas elementos o componentes, mediante cualquier medio incluidos
medios de conjugacion quimica y recombinante. Una "fusion dentro del marco” se refiere a la union de dos o mas
marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) polinucleotidicos para formar un ORF continuo mas largo,
de tal manera que se mantiene el marco de lectura de traduccion correcto de los ORF originales. Por ejemplo, una
proteina de fusion recombinante puede ser una proteina simple que contiene dos 0 mas segmentos que corresponden
a polipéptidos codificados por los ORF originales (cuyos segmentos no estan normalmente unidos de esta forma en
la naturaleza). Aunque el marco de lectura se vuelve, por lo tanto, continuo a través de los segmentos fusionados, los
segmentos pueden estar fisicamente o espacialmente separados, por ejemplo, por una secuencia enlazador dentro
del marco.

Segun se usa en la presente memoria, el término "proteina de fusion de sFGFR3" se refiere a un polipéptido que
comprende el polipéptido de FGFR3 fusionado con un polipéptido heterélogo. La proteina de fusion de FGFR3
compartira generalmente al menos una propiedad biolégica en comun con el polipéptido de FGFR3 (como se describid
anteriormente).

Un ejemplo de una proteina de fusion de sFGFR3 es una inmunoadhesina de sFGFRS.

Cabe sefialar adicionalmente que un aspecto adicional de la invencion se refiere a una inmunoadhesina de sFGFR3
aislada como tal, asi como a su uso como farmaco.

Segun se usa en la presente memoria, el término "inmunoadhesina" designa moléculas similares a anticuerpos que
combinan la especificidad de unién de una proteina heteréloga (una "adhesina") con las funciones efectoras de
dominios constantes de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusiéon de una
secuencia de aminoacidos con la especificidad de uniéon deseada que es distinta de la del sitio de reconocimiento y
uniébn a antigeno de un anticuerpo (es decir, es "heter6loga") y una secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina. La parte de adhesina de una molécula de inmunoadhesina tipicamente es una secuencia de
aminoacidos contigua que comprende al menos el sitio de unidn de un receptor o un ligando. La secuencia de dominio
constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de cualquier inmunoglobulina, tal como los
subtipos 19G-1, 19G-2, IgG-3 o IgG-4, IgA (incluidas IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD o IgM.

La secuencia de inmunoglobulina es preferiblemente, pero no necesariamente, un dominio constante de
inmunoglobulina (regién Fc). Las inmunoadhesinas pueden poseer muchas de las propiedades quimicas y biologicas
valiosas de los anticuerpos humanos. Dado que las inmunoadhesinas se pueden construir a partir de una secuencia
de proteina humana con una especificidad deseada enlazada con una secuencia de dominio constante (Fc) y bisagra
de inmunoglobulina humana, la especificidad de union de interés se puede obtener al usar componentes
completamente humanos. Dichas inmunoadhesinas son minimamente inmundgenas para el paciente, y son seguras
para su uso crénico o repetido. En una realizacién, la regiéon Fc es una region Fc de secuencia natural. En otra
realizacion, la region Fc es una region Fc variante. En todavia otra realizacion, la region Fc es una region Fc funcional.
La porcion de sFGFR3 y la porcion de secuencia de inmunoglobulina de la inmunoadhesina de sFGFR3 se pueden
enlazar mediante un enlazador minimo. La secuencia de inmunoglobulina es preferiblemente, pero no necesariamente,
un dominio constante de inmunoglobulina. El resto de inmunoglobulina en las quimeras de la presente invencion se
puede obtener a partir de los subtipos IgG1, 1gG2, IgG3 o 1IgG4, IgA, IgE, IgD o IgM, pero preferiblemente IgG1 o IgG3.
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Segun se usa en la presente memoria, el término "regién Fc" se usa para definir una regién de extremo C de una
cadena pesada de inmunoglobulina, incluidas regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Aunque los
limites de la regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina podrian variar, la region Fc de cadena pesada de
IgG humana se define habitualmente por extenderse desde un residuo aminoacidico en la posicién Cys226, o desde
Pro230, hasta el extremo carboxilico de esta.

Otro ejemplo de una proteina de fusion de sFGFR3 es una fusién del polipéptido de sFGFR3 con anticuerpos de
dominio de unién a seroalbumina humanos (AlbudAbs) segun la AlbudAb™ Technology Platform como se describe en
Konterman et al. 2012 AlbudAb™ Technology Platform-Versatile Albumin Binding Domains for the Development of
Therapeutics with Tunable Half-Lives

Como serd evidente para los expertos en la técnica, los polipéptidos de la invencién se pueden producir mediante
cualesquiera medios adecuados. Para producir cantidades suficientes de un sFGFR3 o equivalentes funcionales de
este, o una proteina de fusién de sFGFR3, tal como una inmunoadhesina de sFGFR3 para su uso segun la invencion,
se puede obtener de manera conveniente la expresién al cultivar células hospedantes recombinantes que contienen
el polipéptido de la invencién en condiciones adecuadas. Preferiblemente, el polipéptido se produce por medios
recombinantes, por expresion a partir de una molécula de acido nucleico codificante. Los sistemas para la clonacion
y la expresion de un polipéptido en una variedad de células hospedantes diferentes se conocen.

Cuando se expresa de forma recombinante, el polipéptido se genera, preferiblemente, por expresion a partir de un
acido nucleico codificante en una célula hospedante. Se puede usar cualquier célula hospedante, dependiendo de los
requisitos individuales de un sistema particular. Las células hospedantes adecuadas incluyen células de bacterias,
mamiferos, células vegetales, levadura y sistemas de baculovirus. Las lineas celulares de mamiferos disponibles en
la técnica para la expresion de un polipéptido heterélogo incluyen células de ovario de hamster chino. Células Hela,
células de riidn de hamster bebé y muchas otras (p. €j., células HEK 293). Las bacterias constituyen también
hospedantes preferidos para la produccién de proteina recombinante, debido a la facilidad con que las bacterias se
pueden manipular y multiplicar. Un hospedante bacteriano comun preferido es E. coli.

Ademas, cabe sefialar que la mayoria de las sustancias biofarmacéuticas basadas en proteinas tiene alguna forma
de modificacion posterior a la traduccion que puede afectar de manera profunda las propiedades de la proteina
relevantes para su aplicacion terapéutica. La glicosilacion proteica representa la modificacion mas comun
(aproximadamente el 50 % de las proteinas humanas estan glicosiladas). La glicosilacién puede introducir una
heterogeneidad considerable en una composicion proteica a través de la generacion de diferentes estructuras de
glicanos en las proteinas dentro de la composicion. Dichas estructuras de glicano se producen por la accién de
diversas enzimas de la maquinaria de glicosilacion a medida que la glicoproteina transita por el reticulo endoplasmatico
(ER, por sus siglas en inglés) y el aparato de Golgi (cascada de glicosilacion). La naturaleza de la(s) estructura(s) del
glicano de una proteina influye sobre el plegado, estabilidad, tiempo de vida, transito, farmacodinamica,
farmacocinética e inmunogenicidad de la proteina. La estructura del glicano tiene un gran impacto sobre la actividad
funcional primaria de la proteina. La glicosilacion puede afectar la estructura proteica local y puede ayudar a dirigir el
plegado de la cadena polipeptidica. Un tipo importante de estructuras de glicano son los llamados N-glicanos. Se
generan por ligadura covalente de un oligosacarido al grupo amino (N) de residuos asparagina en la secuencia
consenso NXS/T de la cadena polipeptidica emergente. Los N-glicanos pueden participar adicionalmente en la
clasificacion o direccionamiento de una proteina hacia su diana final: el N-glicano de un anticuerpo, por ejemplo, puede
interactuar con componentes de complemento. Los N-glicanos también sirven para estabilizar una glicoproteina, por
ejemplo, al potenciar su solubilidad, al proteger parches hidréfobos en su superficie, protegerla de la protedlisis y dirigir
interacciones estabilizantes intracadena. La glicosilacion puede regular la semivida de la proteina, por ejemplo, en
humanos la presencia de acidos sialicos terminales en N-glicanos puede aumentar la semivida de proteinas que
circulan en el torrente sanguineo.

Segun se usa en la presente memoria, el término "glicoproteina” se refiere a cualquier proteina que tiene uno o mas
N-glicanos acoplados a ella. Por lo tanto, el término se refiere tanto a proteinas que se reconocen generalmente en la
técnica como una glicoproteina como a proteinas que han sido genéticamente manipuladas para contener uno o mas
sitios de glicosilacion enlazados a N. Segun se usan en la presente memoria, los términos "N-glicano" y "glicoforma”
se usan de manera intercambiable y hacen referencia a un oligosacarido enlazado a N, por ejemplo, uno que se acopla
mediante una ligadura asparagina-N- acetilglucosamina a un residuo asparagina de un polipéptido. Las glicoproteinas
enlazadas a N contienen un residuo N-acetilglucosamina enlazada al nitrdgeno amida de un residuo asparagina en la
proteina. Los azucares predominantes encontrados en glicoproteinas son glucosa, galactosa, manosa, fucosa, N-
acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GlcNAc) y acido silico (p. €j., acido N-acetil-neuraminico (NANA,
por sus siglas en inglés)). El procesamiento de los grupos azucar se produce concomitantemente con la traduccion en
la luz del ER y continda después de la traduccion en el aparato de Golgi para glicoproteinas enlazadas a N.

Recientemente se implementd el desarrollo de varias levaduras, por ejemplo, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica y
Saccharomyces cerevisiae para usar las ventajas de dichos sistemas, pero para eliminar las desventajas en relacion
con la glicosilacién. Varias cepas estan en desarrollo genético para producir estructuras de glicano definidas, similares
a las humanas, en una proteina. Los métodos para manipular genéticamente levadura para producir N-glicanos
similares a los humanos se describen en la patente estadounidense nums. 7.029.872 y 7.449.308 junto con métodos
descritos en la solicitud estadounidense publicada nims. 20040230042, 20050208617, 20040171826, 20050208617
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y 20060286637. Estos métodos se han usado para construir levadura recombinante que puede producir glicoproteinas
terapéuticas que tienen un complejo predominantemente similar al humano o N-glicanos hibridos en ellas en lugar de
N-glicanos del tipo de levadura. Como se describié anteriormente, la glicosilacion similar a la humana se caracteriza
principalmente por estructuras de N-glicano "complejas" que contienen N-acetilglusosamina, galactosa, fucosa y/o
acido N-acetilneuraminico. Por lo tanto, se han manipulado genéticamente varias cepas de levaduras para producir
glicoproteinas que comprenden uno o mas N-glicanos complejos similares a los humanos o hibridos similares a los
humanos tales como GlcNAcMan3GIcNAc2.

Segun se usa en la presente memoria, el término "trastorno de retraso del crecimiento esquelético” se refiere a una
enfermedad esquelética caracterizada por deformidades y/o anomalias de los huesos.

Estos trastornos incluyen, pero no se limitan a, trastornos de retraso del crecimiento esquelético causados por fracturas
de la placa de crecimiento (fisaria), trastornos de retraso del crecimiento esquelético idiopatico y enfermedades
esqueléticas relacionadas con FGFRS3.

Segun se usa en la presente memoria, el término "trastorno de retraso del crecimiento esquelético idiopatico" se refiere
a una enfermedad esquelética cuya causa es desconocida y para la cual el tratamiento con hormona de crecimiento
(GH, por sus siglas en inglés) exégena, p. ej., GH humana recombinante (rhGH, por sus siglas en inglés), por ejemplo,
ha demostrado ser ineficaz.

En el contexto de la presente invencion, se pretende que el término "enfermedad esquelética relacionada con FGFR3"
signifique una enfermedad esquelética que es causada por la activacion anormal aumentada de FGFRS3, en particular,
por la expresién de un mutante de ganancia funcional del receptor FGFR3. Segun se usan en la presente memoria,
las expresiones "variante de receptor FGFR3 de ganancia funcional", "mutante de ganancia funcional de FGFR3" o
"mutante de FGFR3 que exhibe una actividad prolongada" se usan de manera intercambiable y hacen referencia a un
mutante de dicho receptor que exhibe una actividad bioldgica (es decir, que desencadena sefializacion posterior) que
es mas alta que la actividad bioldgica del receptor natural correspondiente en presencia de un ligando FGF.

Las enfermedades esqueléticas relacionadas con FGFR3 son preferiblemente displasias genéticas relacionadas con
FGFR3 y craneosinostosis relacionadas con FGFR3.

Las displasias esqueléticas relacionadas con FGFR3 segun la invencién pueden corresponder a una enfermedad
heredad o esporadica.

Segun se usa en la presente memoria, el término "displasias esqueléticas relacionadas con FGFR3" incluye, pero no
se limita a, displasia tanatoférica tipo |, displasia tanatoférica tipo Il, hipocondroplasia, acondroplasia y SADDAN
(acondroplasia grave con retraso del desarrollo y acantosis pigmentaria).

En una realizacion preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es causada por la expresion en el sujeto
de una variante del receptor FGFR3 de ganancia funcional tal como se defini6é anteriormente.

En una realizacion preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una acondroplasia causada por la
expresion del mutante de ganancia funcional G380R del receptor FGFR3.

Alternativamente, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una acondroplasia causada por la expresién de
G375C, G346E o S279C del receptor FGFR3.

Cabe senalar, ademas, que también se abarca la acondroplasia causada por otro mutante del receptor FGFR3
identificado en el futuro.

En una realizacion preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una hipocondroplasia causada por la
expresion del mutante de ganancia funcional N540K, K650N, K650Q, S84L, R200C, N262H, G268C, Y278C, V381E
del receptor FGFR3.

En una realizaciéon preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una displasia tanatoférica tipo |
causada por la expresion de un mutante de ganancia funcional del receptor FGFR3 elegido del grupo que consiste en
los receptores FGFR3 R248C, S248C, G370C, S371C; Y373C, X807R, X807C, X807G, X807S, X807W y K650M.

En una realizacion preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una displasia tanatoférica tipo I
causada por la expresion del mutante de ganancia funcional K650E del receptor FGFR3.

En una realizacién preferida, la displasia esquelética relacionada con FGFR3 es una acondroplasia grave con retraso
del desarrollo y acantosis pigmentaria causada por la expresion del mutante de ganancia funcional K650M del receptor
FGFRS.

El uso del polipéptido de sFGFR3 aislado segun la presente invencion para prevenir o tratar una enfermedad

esquelética relacionada con FGFR3 comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del
polipéptido de FGFR3 soluble (sFGFR3) a un sujeto que lo necesita.
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Se entiende por "cantidad terapéuticamente eficaz" de un sFGFR3, como se describidé anteriormente, una cantidad
suficiente del antagonista para prevenir o tratar una enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 (p. ej.
acondroplasia). Se entenderd, sin embargo, que el médico tratante decidira el uso diario total de los compuestos y
composiciones de la presente invencién dentro del alcance del juicio médico razonable. El nivel de dosis
terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto en particular dependera de una variedad de factores que
incluyen el trastorno que se va a tratar y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la
composicion especifica empleada, la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto; el tiempo de
administracion, la via de administracion y la velocidad de excrecidén del compuesto especifico empleado; la duracién
del tratamiento; los farmacos usados en combinacion o simultdneamente con el polipéptido especifico empleado; y
factores similares conocidos en la técnica médica. Por ejemplo, esta dentro del conocimiento de la técnica comenzar
con dosis del compuesto a niveles mas bajos que los necesarios para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar
gradualmente la dosificacién hasta lograr el efecto deseado. Sin embargo, la dosificacién diaria de los productos se
puede variar dentro de un amplio intervalo de 0,01 a 1000 mg por adulto por dia. Preferiblemente, las composiciones
contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente activo para el
ajuste sintomatico de la dosificacién al sujeto que se va a tratar. Un medicamento tipicamente contiene de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg del ingrediente activo, preferiblemente, de 1 mg a
aproximadamente 100 mg del ingrediente activo. Una cantidad eficaz del farmaco se suministra habitualmente a un
nivel de dosificacién de 0,0002 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, especialmente, de
aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal por dia.

Segun se usa en la presente memoria, el término "sujeto” denota un mamifero humano o no humano, tal como un
roedor, un felino, un canino, un equino o un primate. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano, mas preferiblemente,
un nifio (es decir, un nifio que esta creciendo).

Debera recordarse que la matriz cartilaginosa de la placa de crecimiento es menos densa en un recién nacido o en un
nifo que en un adulto. Por lo tanto, sin animo de limitarse a la teoria, se espera que el polipéptido de la invencion
penetre mejor dicha matriz cartilaginosa en un recién nacido o un nifio.

En una realizacién, se ha diagnosticado que el sujeto padece una enfermedad esquelética relacionada con FGFRS3.
Como se describi6 anteriormente, la enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 es causada por la expresion en
el sujeto de una variante del receptor FGFR3 constitutivamente activo tal como el mutante constitutivamente activo
G380R.

En el contexto de la invencién, el término "tratar" se usa en la presente memoria para caracterizar un método o proceso
terapéutico que tiene como objetivo (1) enlentecer o detener la progresion, agravamiento o deterior de los sintomas
del estado de enfermedad o afeccidn al cual se aplica dicho término; (2) aliviar o producir mejoras en los sintomas del
estado de enfermedad o afeccion al cual se aplica dicho término; y/o (3) revertir o curar el estado de enfermedad o
afeccion al cual se aplica dicho término.

Segun se usa en la presente memoria, el término "prevenir" pretende caracterizar un método o proceso profilactico
que tiene el objetivo de retrasar o prevenir la aparicion de un trastorno o afeccion al cual se aplica dicho término.

Composiciones farmacéuticas de la invencion:

El polipéptido de FGFR3 soluble (sFGFR3) aislado, segun se describié anteriormente, se puede combinar con
excipientes farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, matrices de liberacion prolongada, tal como polimeros
biodegradables, para formar composiciones terapéuticas.

Por consiguiente, la presente invencién también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
polipéptido de sFGFRS3 aislado segun la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o tratamiento
de una enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 que comprende un polipéptido de sFGFR3 segun la invencién
y un portador farmacéuticamente aceptable.

"Farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica u otra inadecuada cuando se administra a un mamifero, especialmente un
humano, segun sea adecuado. Un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a una carga, diluyente,
material encapsulante o formulacion auxiliar de cualquier tipo no toxico, solido, semisélido o liquido.

La forma de las composiciones farmacéuticas, la via de administracién, la dosificacion y el régimen dependen
naturalmente de la afeccién que se va a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, peso y sexo del paciente, etc.
Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden formular para una administracién tépica, oral, intranasal,
intraocular, intravenosa, intramuscular o subcutanea y similares.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptable para
una formulacién que se puede inyectar. Estos pueden ser, en particular, disoluciones isotonicas, estériles, salinas
(fosfato monosédico o disddico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de dichas sales), o
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secos, especialmente composiciones liofilizadas que, tras la adicidén, dependiendo del caso, de agua esterilizada o
disolucién salina fisiologica, permiten la constitucion de disoluciones inyectables.

Las dosis usadas para la administracion se pueden adaptar como una funcién de diversos parametros y, en particular,
como una funcién del modo de administracion usado, de la patologia relevante o, alternativamente, la duracion del
tratamiento deseada. Por ejemplo, esta dentro del conocimiento de la técnica comenzar con dosis del compuesto a
niveles mas bajos que los necesarios para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la
dosificacién hasta lograr el efecto deseado. Sin embargo, la dosificacion diaria de los productos se puede variar dentro
de un amplio intervalo de 0,01 a 1000 mg por adulto por dia. Preferiblemente, las composiciones contienen 0,01, 0,05,
0,1,0,5,1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente activo para el ajuste sintomatico de la
dosificaciéon al sujeto que se va a tratar. Un medicamento tipicamente contiene de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 500 mg del ingrediente activo, preferiblemente, de 1 mg a aproximadamente 100 mg del ingrediente
activo. Una cantidad eficaz del farmaco se suministra habitualmente a un nivel de dosificacion de 0,0002 mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, especialmente, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de
peso corporal por dia.

Para preparar composiciones farmacéuticas, una cantidad eficaz de un polipéptido segun la invencién se puede
disolver o dispersar en un portador o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de mani o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida que exista un uso facil con jeringa. Debe ser estable en las condiciones de
fabricaciéon y almacenamiento y debera conservarse contra la accion contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. Las disoluciones de compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente aceptables
se pueden preparar en agua mezclada de manera adecuada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las
dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, mezclas de estos y en aceites. En
condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Los polipéptidos segun la invencidn se pueden formular en una composicion en una forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico y fosférico, o acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con grupos carboxilo libres
también se pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio
o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El portador puede ser también un medio disolvente o de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de estos y aceites vegetales.
La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tales como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de una dispersion y mediante el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlicares o cloruro de sodio. Se puede lograr la
absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones de agentes retardan la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan al incorporar los compuestos activos en la cantidad necesaria en
un disolvente adecuado con varios de los otros ingredientes indicados anteriormente, segun sean necesarios, y
posterior esterilizacién por filiracion. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril, que contiene el medio de dispersién basico y los otros
ingredientes necesarios de aquellos indicados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio y liofilizaciéon
que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una
disolucién previamente esterilizada por filtracion de estos.

La preparacién de disoluciones mas o altamente concentradas para inyeccién directa también se contempla, donde
se prevé el uso de DMSO como disolvente para dar lugar a una penetracién extremadamente rapida, que suministra
concentraciones altas de los agentes activos a un area de tumor pequenia.

Después de la formulacion, las disoluciones se administraran de manera compatible con la formulacion de dosificaciéon
y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacion, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se
pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para administracién parenteral en una disolucién acuosa, por ejemplo, la disolucién se puede tamponar de manera
adecuada y que el diluyente liquido primero se vuelva isotonico con suficiente disoluciéon salina o glucosa. Estas
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disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea e intraperitoneal. En este sentido, los expertos en la técnica conoceran los medios acuosos estériles que
se pueden emplear en virtud de la presente descripcion. Por ejemplo, una dosificaciéon podria disolverse en 1 ml de
disolucién de NaCl isotonica y agregarse a 1000 ml de fluido de hipoderméclisis o inyectarse en el sitio propuesto de
infusion, (ver, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences" 15a edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Se
producira necesariamente alguna variacion en la dosificacién dependiendo de la afecciéon del sujeto al que se va a
tratar. La persona responsable de la administracion, en cualquier caso, determinara la dosis adecuada para el sujeto.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicion farmacéutica para su uso en la prevencion o tratamiento
de una enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 que comprende un polipéptido de sFGFRS3 aislado segun la
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

El uso comprende una etapa de administrar una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del polipéptido de sSFGFR3 y un portador farmacéuticamente aceptable a un sujeto que lo
necesita.

La invencién se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ningiin modo como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras:

Figura 1: Unién a FGF eficaz y fosforilacién reducida de Erk en células ATDC5 en presencia de FLAG-sFGFRS3. (A)
Se incubaron cantidades fijas de FGF basico humano o murino (100 ng) con concentraciones crecientes de FLAG-
sFGFR3. Después de 2 h, se detectaron FGF no unidos restantes mediante ELISA. El andlisis de regresion lineal no
mostré ninguna diferencia estadistica entre las dos pendientes. hFGF, FGFb humano; mFGF, FGFb de raton. El
experimento se llevé a cabo por triplicado y se repitidé cinco veces. (B) La fosforilacién de Erk se evalu6 mediante
inmunotransferencia en células ATDC5 después de la incubacién con dosis crecientes de FLAG-sFGFRS3. El grafico
representa las variaciones de fosforilacién en porcentaje en comparacién con los niveles de fosforilacion en células no
tratadas. Los experimentos se repitieron seis veces. Después de la verificacion de la normalidad, se llevaron a cabo
las comparaciones estadisticas al usar ANOVA de una sola via. *p<0,05, ***p<0,001. Los valores representan la media
+DT.

Figura 2: Efecto del tratamiento con FLAG-sFGFR3 sobre el crecimiento esquelético global. (A) Radiografias con rayos
X que ilustra el efecto del tratamiento sobre el crecimiento esquelético. Los esqueletos que se muestran son
representativos de ratones wt y Fgfr32*que recibieron inyeccion subcutanea de PBS o 5 ng de FLAG-sFGFR3. El
crecimiento se caracteriz6é por mediciones del peso corporal (B), longitud corporal y de la cola (C) y huesos largos (D).
(Los datos exhibieron distribucion normal; se usé una prueba de la t de Student para comparar datos con mediciones
obtenidas en ratones no tratados. n por grupo se muestran en la Tabla 1; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 con respecto
a ratones wt no tratados; ##p<0,01; ###p<0,001 con respecto a ratones Fgfr32°"+ no tratados. wt: ratones naturales;
ach: ratones Fgfr32°h'+

Figura 3: Efecto del tratamiento con FLAG-sFGFR3 sobre la maduracion de las vértebras. (A) El indice de cifosis (KI,
por sus siglas en inglés) se midi6 a partir de radiografias de ratones posicionados en decubito lateral derecho. Se lo
definido por Laws et al. (28), la linea AB es la longitud de una linea que se extiende desde el borde posterior de C7
hasta el borde posterior de L6. La linea CD es la distancia desde la linea AB hasta el borde dorsal del cuerpo vertebral
mas alejado de dicha linea. Clinicamente, una cifosis se caracteriza con Kl<4. (B) Fotografias de vértebras
representativas de ratones wt no tratados, ratones Fgfr32°"* no tratados y ratones transgénicos que recibieron 5 ng de
FLAG-sFGFRS3. En la tabla se indica el porcentaje de animales en los diferentes grupos de tratamiento con vértebras
C7, T11 y lumbares inmaduras. SLas compresiones lumbares se caracterizaron por paraplejia o falta de locomocion.
Los datos tuvieron la distribucion normal; se usé la prueba de la t de Student para comparar datos con mediciones
obtenidas en ratones no tratados. n por grupo se muestran en la Tabla 1; *p<0,05; ***p<0,001 con respecto a ratones
wt no tratados; ##p<0,01; ###p<0,001 con respecto a ratones Fgfr32"+no tratados. wt: ratones naturales;
ach: ratones Fgfr3ach’+

Figura 4: Efectos del tratamiento con FLAG-sFGFRS3 sobre el desarrollo del craneo. Se midieron la (A) longitud (L) y
el ancho (W) del craneo y se calculd la relacion L/W. Se llevaron a cabo andlisis estadisticos mediante el uso de una
prueba de la t de Student después de la verificacion de la varianza y distribuciéon normales. n por grupo se muestran
en la Tabla 1; p<0,001 con respecto wt no tratados; #p<0,05 con respecto a ratones Fgfr32°"+ no tratados. (B)
Radiografias representativas de craneos de ratones wt y Fgfr32"+que recibieron PBS o 5 ng de FLAG-sFGFR3.
Muestran la prevencion por el tratamiento del cierre prematuro de la sincondrosis craneal tipicamente observada en
ratones Fgfr32°"'+  Esto se indica mediante la punta de flecha. wt: ratones naturales; ach: ratones Fgfr32ch'+,

Ejemplo:
Material y métodos

Subclonacion de sFGFR3 y produccion de proteina recombinante: Para facilitar la subclonacién, se optimiz6 la
secuencia de ADNc de longitud completa que codifica FGFR3ATM (2,1 kb) (35), un generoso obsequio de Dr.
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Kurokawa-Seo, Kyoto Sangyo University, Japén, para disminuir el contenido de GC mientras codifica la secuencia de
la proteina original (proceso GeneOptimizer®, GeneArt). El fragmento sintetizado se subclon6 en pFLAG-CMV3_G727
(Sigma Aldrich) al usar los sitios de clonacién Hindlll y Kpnl. EI ADN plasmidico se purificd a partir de bacterias
transformadas y la concentracién se determind mediante espectroscopia con UV. La construccién final se verificd
mediante secuenciacion. La homologia de secuencia dentro de los sitios de restriccion usados fue de 100 %.

Se produjo la proteina FLAG-sFGFR3 recombinante mediante transfeccion transitoria al usar el reactivo de
transfeccion Geneduice (Merck Millipore) en células HEK 293 que posibilitan todas las modificaciones posteriores a la
traduccion necesarias. Cada transfeccion se llevo a cabo en una fabrica de células (matraz High T600, Merck Millipore)
con 80 % de HEK 293 confluentes en 100 ml de DMEM sin rojo de fenol (Gibco, Life Technologies) complementado
con glutamina 2 mM (Gibco, Life Technologies) y antibidticos al 1 % (Gibco, Life Technologies). Se resuspendieron
600 pl de Geneduice y 240 ug de pFLAG-sFGFR3 en 30 ml de OptiMEM (Gibco, Life Technologies), se incubaron 30
min a temperatura ambiente y después se incubaron durante 4 h sobre las células a 37 °C en COz2 al 5 %. Después,
el medio se reemplazé por 120 ml de DMEM sin rojo de fenol, complementado con glutamina 2 mM y antibiéticos al
1 %. Después de 72 h, el medio de produccion se filtré al usar filiros de 0,22 um y se concentr6 en Amicon Ultra-15
60kDa (Merck Millipore). La proteina recombinante después se purificé en una columna de afinidad (ANTI-FLAG M2
Affinity Gel, Sigma Aldrich) segun las instrucciones del fabricante. Las cantidades de FLAG-sFGFR3 se midieron
mediante ELISA especifico (R&D Sistemas) segun las instrucciones del fabricante. A continuacién, FLAG-sFGFR3 se
almacend a una concentracion de 0,5 pg/ml en disolucion de glicerol al 50 %.

Incubacion de FLAG-sFGFR3 con FGF: Se incubaron cantidades fijas de FGF humanos o murinos (100 pg) (R&D
Systems) durante 2 h a 37 °C con dosis crecientes de FLAG-sFGFR3 (0 a 250 ng/ml) en PBS con BSA al 1 %. Se
usaron kits de ELISA comerciales especificos (R&D Systems) para cuantificar los FGF no unidos restantes. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado y se repitieron cinco veces.

Semivida de sFGFR3: Para determinar la semivida de sFGFR3, ratones WT de 8 semanas recibieron un bolo
intravenoso de 50 mg/kg de FLAG-sFGFRS3. Se recogié sangre a los 15 min, 1 h, 3 h, 6 h y 24 h mediante puncion
retroorbital al usar un catéter con heparina (n = 4). La concentracion de FLAG-sFGFR3 mediante ELISA anti FLAG
(Sigma). La semivida de la fase terminal se calculé al usar la siguiente ecuacién farmacocinética t12 = 0,693/A;, donde
0,693 es el logaritmo natural de 2 y A, la pendiente de la fase terminal.

Analisis de inmunotransferencia: La inmunotransferencia se llevd cabo después de la incubacién de varias dosis de
FLAG-sFGFR3 en células ATDC5. Con este fin, se colocaron en placas células ATDC5 a una densidad de 2x108 en
placas de 6 pocillos y, después de la adhesion, se cultivaron durante 48 h en BSA al 0,5 % en DMEM-F12 (Gibco, Life
Technologies) que contenia antibiéticos al 1 %. A continuacion, las células se cultivaron durante 10 min con 100 pg/ml
de FGF murino preincubado durante 2 h a 37 °C con dosis crecientes de FLAG-sFGFRS3 (0, 12,5, 125, 1250, 12500
pg/ml). Al final del periodo de incubacion, los FGF no unidos restantes se midieron mediante ELISA especifico (R&D
Sistemas). A continuacion, las células se solubilizaron en tampdn de lisis (TRIS 20 mM, pH 7,4, NaCl 150, EDTA 10
mM, NaF 150 mM, ortovanadato de sodio 2mM, pirofosfato 10 mM, inhibidores de proteasa y Triton X-100 al 1 %)
durante 45 min a 4 °C. Los lisados se aclararon (14 000 rpm, 10 min) y las proteinas se separaron mediante SDS-
PAGE y se inmunotransfirieron como se describié anteriormente (36). Las proteinas se sondearon con anticuerpos (1
pg/ml) anti-p42/44 MAPK fosofo (4370S, Cell Signaling), anti-p42/44 MAPK total (4696S, Cell Signaling) y anti-hsp60
(sc1722, Santa Cruz Biotechnology). Todos los experimentos se llevaron a cabo seis veces.

Inmunohistoquimica de FLAG-sFGFR3: La inmunohistoquimica de FLAG-sFGFRS3 se llevé a cabo en tibias de ratones
Fgfr32°"+ de 3 dias y sus compareros de camada naturales. Con este fin, después de la decapitacion de los ratones
recién nacidos, se recogieron cuidadosamente las tibias y se incubaron en placas de 24 pocillos en presencia de 5 ng
de FLAG-sFGFRS3 durante 24 h a 37 °C en COz2 al 5 %. A continuacion, las tibias se enjugaron en PBS y se fijaron en
formalina al 10 % durante 24 h. Después de la descalcificacion en EDTA durante 2 dias, los huesos se embebieron
en parafina y se incubaron secciones de 5 um con 5 ug/ml de anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2-FITC (Sigma
Aldrich). Las secciones se contratifieron con disolucién Hoechst y se visualizaron con microscopia fluorescente. Se
usé un anticuerpo anti-lgG como testigo negativo.

Animales y tratamientos: En todo momento se siguieron The Principles of Laboratory Animal Care (publicacién de NIH
nam. 85-23, revisados en 1985; http://grants1.nih.gov/grants/olaw/references/phspol.htm) y las pautas de la Comision
Europea para la proteccion de los animales usados con fines cientificos
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm). Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Institutional Ethic Committee para el uso de animales de laboratorio (CIEPAL Azur) (ndm. de
aprobacién NCE-2012-52).

Los experimentos se llevaron a cabo en animales transgénicos Fgfr32"+ en los que la expresion del FGFR3 mutante
es impulsada por el promotor/potenciador Col2a1 (22). Los ratones se expusieron a un ciclo de 12 h de luz/oscuridad
y tuvieron acceso libre a alimento y agua de laboratorio estandares. Todas las mediciones y analisis se llevaron a cabo
con enmascaramiento y los genotipos se analizaron después de que todos los andlisis se llevaron a cabo mediante
PCR del ADN gendémico que amplifica 360 bp del transgén de FGFR3 (22). Se evaluaron dos dosis de FLAG-sFGFR3
(0,5ngy5ngen 10 pl de PBS con glicerol al 50 %). El dia 3, todos los ratones recién nacidos de una Unica camada
recibieron la misma dosis. Las camadas testigo recibieron 10 pl de PBS que contenia glicerol al 50 %. A continuacion,
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se suministraron inyecciones subcutaneas dos veces por semana durante tres semanas, alternativamente en el lado
izquierdo y derecho del lomo. Los ratones se observaron a diario con atencion particular a alteraciones en la
locomocién y la miccion. El dia 22, todos los animales se sacrificaron excepto dos camadas por grupo mediante asfixia
por COz2; se determinaron el género y los genotipos. Se midieron los pesos corporales. Se recogi6 la sangre mediante
puncién cardiaca y se mezcl6 con 50 ul de EDTA 0,5M; la mitad de las muestras se centrifugaron para una evaluacién
bioquimica mediante el uso de un Beckman AU 2700 Analyzer (electrolitos (Na*, K*, CI'), lactato deshidrogenasa (LDH),
colesterol, creatinina, creatinina cinasa (CK, por sus siglas en inglés), aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), amilasa, bilirrubina total (BLT, por sus siglas en inglés)); la otra mitad se analiz6 sin
centrifugacién para numeracion sanguinea (Hemavet 950FS, Mascot Hematology). Los cadaveres se despellejaron y
evisceraron cuidadosamente y se obtuvieron mediciones esqueléticas (longitudes del cuerpo y cola) al usar un calibre
digital electrénico (Fisher Scientific). La longitud corporal total se midié6 desde la nariz hasta el extremo de la dltima
vértebra caudal; la cola se midi6 desde la primera vértebra caudal. Los érganos (corazén, pulmones, higado, rifiones,
bazo) se recogieron, pesaron y almacenaron en formalina al 10 % para analisis histolégico adicional mediante el uso
de técnicas de incrustacién en parafina estandares. Se tomaron radiografias de todos los esqueletos mediante el uso
de una maquina de rayos X Faxitron (Edimex). Mediante el uso de un método establecido (28), se midié el indice
cifético para cada uno de los animales en las radiografias. Los esqueletos aclarados después se tifieron
simultaneamente con azul alcian y rojo de alizarina al usar procedimientos estandares y se almacenaron en glicerol
antes del andlisis. Los huesos largos tefidos (tibias, fémures, himeros) se disecaron y midieron al usar un calibre
digital electronico; las vértebras y craneos también se disecaron y analizaron.

La reproduccion se fijo para generar tedricamente camadas con mitad ratones naturales y mitad heterocig6ticos
para Fgfr32¢"+ Para evitar sesgo debido a variaciones de penetrancia de fenotipo, los experimentos se llevaron a cabo
en al menos 2 camadas (una tratada y una testigo) que surgieron de los mismos criadores. Se trataron un total de 15,
9y 11 camadas que representan un total de 312 crias con PBS, 0,5 ng o 5 ng de FLAG-sFGFR3, respectivamente.
Los n por grupo se presentan en la Tabla 1.

Efecto de FLAG-sFGFRS3 sobre la fertilidad de los animales tratados: Los animales de las camadas que no se usaron
para mediciones esqueléticas se mantuvieron hasta que alcanzaron edad reproductiva. Con 8 semanas, después se
aparearon con ratones FVB/N de 8 semanas de Charles River. Los ratones recién nacidos se contaron en el nacimiento
para cada macho y hembra tratado y testigo y se compararon con estadisticas de fertilidad de la generacion anterior.
Con 22, las crias se sacrificaron y se evalué el crecimiento como se describié anteriormente.

Ensayos de proliferacion y diferenciacion: el efecto de sFGFR3 sobre la proliferacion se determin6é en células ATDCS.
Con este fin, se colocaron en placas células ATDC5 a una densidad de 5x10* en placas de 24 pocillos y se cultivaron
durante 48 h en DMEM-F12 con BSA al 0,5 % (Life Technologies). Las células después se expusieron durante 72 h
con 100 pg/ml de FGF2, FGF9 o FGF18 en presencia de 0 0 20 ng/ml de FLAG-sFGFRS. La proliferacion se evalu6
al usar el ensayo de proliferacion MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) mediante la medicién
de la absorbancia a 540 nm.

Para determinar el efecto del tratamiento sobre la diferenciacién de los condrocitos, se incubaron células ATDC5
subconfluentes en placas de 24 pocillos durante 7 dias en medio (37,5 ug/ml de L-acido ascorbico; piruvato de sodio
1 mM; insulina-transferrina-sodio selenita al 1 %; dexametasona 100 nM en DMEM F12) en presencia de 100 pg/ml
de FGF y 0 0 20 ng/ml de FLAG-sFGFRS3. Después de 7 dias en cultivo, la mitad de los pocillos se tifieron con azul
alcian, pH 2,5, en acido acético al 3 %. En los pocillos restantes, se extrajo el ARN total al usar un kit RNeasy Mini
(Qiagen). EI ARN total (1 pg) se transcribi6 a la inversa y se llevé a cabo PCR en tiempo real (ABl PRISM 7500). Los
ensayos de expresion génica TagMan se adquirieron a Applied
Biosystems: Col10a1 (Mm00487041_m1), Col2a1 (Mm01309565_m1), Sox9 (Mm00448840_m1), Fgfr3 (Mm004332
94_m1), RPLPO (fosfoproteina ribosémica grande PO, Mm00725448_s1). Los valores de la expresién génica se
normalizaron con respecto al valores de expresién del gen de mantenimiento RPLP0Oy se calcularon en funcion del
método Ct de umbral de ciclo comparativo (22t como se describid anteriormente.

Analisis estadistico: Todos los experimentos y las mediciones de datos fueron llevados a cabo por experimentadores
sometidos a enmascaramiento en todo momento. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
informatico GraphPad Prism 6.0. Para determinar las pruebas estadisticas a usar, se verificaron los supuestos
necesarios. Para verificar la normalidad y varianza igual, se llevaron a cabo una prueba de normalidad general de
Agostino y Pearson y una prueba de Brown-Forsythe, respectivamente. Debido a que todos los conjuntos de datos de
mediciones esqueléticas cumplieron los requisitos de normalidad y varianza igual, se usé una prueba de la t de Student
bilateral para comparaciones de dos grupos independientes en los diferentes andlisis estadisticos. La comparacién de
datos de mortalidad entre los grupos tratados y testigo se hizo mediante el uso de una prueba de Kruskal-Wallis. La
comparacion de la unién de FLAG-sFGFR3 a FGF humanos y murinos se hiz6 mediante regresion lineal. La
distribucion de los datos de inmunotransferencia exhibié normalidad y, por lo tanto, se analizaron mediante el uso de
un ANOVA unidireccional al usar una prueba de comparaciones multiples de Holm-Sidak. Para los analisis de la
correlacion del peso de los 6rganos, se usaron pruebas de Pearson o Spearman cuando los conjuntos de datos
exhibieron o no una distribucién normal, respectivamente. Todas las pruebas estadisticas se consideraron significativa
a un nivel p<0,05 de error. En todas las figuras, los valores de p se muestran de la siguiente manera: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001. Los datos se presentan como medias + DT.
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Resultados

FLAG-sFGFRS3 se une de manera eficaz a FGF y disminuye la sefializacion de MAPK en células ATDC5: Se produjo
una forma soluble de FGFR3 mediante transfeccion transitoria de un plasmido que codifica la secuencia FGFR3ATM.
Para detectar FGFR3 soluble recombinante in vivo, los inventores usaron una forma soluble de FGFR3 etiquetada con
un identificador FLAG. Este identificador se us6 debido a la disponibilidad de reactivos para su purificacion y su
deteccion (23, 24). Ademas, ya se ha usado in vivo sin inducir eliminacién prematura de la proteina identificada por el
sistema inmunitario (25, 26). En los presentes experimentos, se produjo FLAG-sFGFR3 recombinante mediante
transfeccion transitoria en células de rindn embrionario humano (HEK, por sus siglas en inglés) 293, que posibilitan
todas las modificaciones posteriores a la traduccion necesarias, se purificaron al usar columna de afinidad y se
almacenaron a una concentracién de 0,5 pg/ml en glicerol al 50 %. En ratones, la semivida de sFGFR3 es de 16 horas.

Para verificar que FLAG-sFGFR3 se une de manera eficaz a FGF libres, se incubaron cantidades fijas de FGF
humanos con cantidades crecientes de FLAG-sFGFR3. Como se observa en la Figura 1A, FLAG-sFGFRS3 se unié de
manera eficaz a hFGF de manera dependiente de la dosis. La secuencia de FGFR3ATM usada es de origen humano,
los inventores verificaron que también podria unirse a FGF murino. Se obtuvieron resultados similares y FLAG-
sFGFR3 fue capaz de unirse a cantidades similares de FGF murinos. Esto se esperaba dado que hay un 90 % de
homologia de secuencia entre el FGFR3 murino y humano. El sFGFR3 compiti6é por la unién a hFGF con FGFR3
enddgeno en condrocitos murinos (células ATDC5), lo que demuestra el mecanismo de receptor sefiuelo.

A continuacion, los inventores verificaron que la formacion de complejos de FGF con FLAG-sFGFR3 generaba una
disminucion de la senalizacion de FGF intracelular en la fosforilacion de Erk. Se usaron células ATDC5 como una linea
celular de condrocitos murinos para estudiar la biologia de los condrocitos (27). Como se observa en la Figura 1B, se
observo una disminucién significativa en la fosforilacién de Erk en relacion con la dosis de FLAG-sFGFRS3. Esto se
correlacion6 con una disminucion de FGF libres en el medio acondicionado, similar a la observada en la Figura 1A.
Estos resultados demuestran que FLAG-sFGFR3 se une de manera eficaz a FGF de origen humano y murino y, por
lo tanto, disminuye la sefalizacion intracelular de FGF. El tratamiento con sFGFR3 también restaurd la proliferaciéon y
diferenciacion de células ATDC5 de raton y aumenté significativamente la expresién génica de coldageno tipo 2,
colageno tipo 10y Sox 9 con respecto a FGF solo (P <0,05, prueba de la t de Student). No se observ6 ningun efecto
sobre la proliferacion, diferenciacidon o expresion génica en presencia de la proteina testigo.

También se exploraron mecanismos independientes de FGF. No se fosforilo Stat1 en condrocitos Fgfr32°"+ tratados
con sFGFR3. Ademas, la expresion génica fgfr3 no se alter6 en los testigos con solo FGF mediante el tratamiento con
sFGFRS3 en condrocitos aislados de animales Fgfr32"+, Juntos, estos datos sugieren que los efectos de sFGFR3 son
mediados solo a través de vias dependientes de FGF.

El FGFRS3 soluble aumenta la supervivencia de ratones Fgfr32®"+ y restaura de manera eficaz el crecimiento dseo en
ratones Fgfr32"+: Antes de evaluar el efecto de tratamiento con FLAG-sFGFR3 in vivo, los inventores verificaron si
podria penetrar la matriz cartilaginosa densa de la placa de crecimiento y llegar a los condrocitos diana. Se incubaron
huesos largos aislados de ratones Fgfr32°”* de tres dias y sus comparieros de camada naturales (wt) durante 24 h en
presencia de 5 ng de FLAG-sFGFR3. Como se observa en la Figura 2, la proteina recombinante se detecté dentro de
la matriz, cerca de los condrocitos de la placa de crecimiento tibial de ratones wt y Fgfr32°"+ lo que muestra que la
proteina penetra de manera eficaz la matriz cartilaginosa densa de la placa de crecimiento y llega a los condrocitos
diana.

Para evaluar los efectos bioldgicos del tratamiento con FLAG-sFGFR3 sobre el crecimiento éseo esquelético
en ratones Fgfr32¢"*, todos los ratones recién nacidos de una camada recibieron el mismo tratamiento sin conocer su
fenotipo. Recibieron una inyeccion subcutéanea de 0,5 0 5 ng de FLAG-sFGFR3, o PBS en los grupos testigo, dos
veces por semana durante 3 semanas. La primera observacion fue la reduccion significativa en la mortalidad en las
camadas tratadas en comparacién con las no tratadas. Al finalizar el periodo de tratamiento, los grupos testigo
contenian aproximadamente un tercio de animales transgénicos vivos, mientras que en ambos grupos tratados habia
aproximadamente 50 % de ratones wt y 50 % de Fgfr32°"+ (Tabla 1). Ademas, en las camadas testigo, el 31 % de los
animales murié antes del fin de los experimentos en comparacién con 11,8 % y 6,7 % en las camadas tratadas con
0,5 ng y 5 ng de FLAG-sFGFRS3, respectivamente. Esta reduccion en el tamafio del grupo se debié a la muerte
prematura o eutanasia de animales parapléjicos. Cuando fue posible, se llevo a cabo una autopsia y se confirmé la
muerte por falla respiratoria como se observa por la presencia de sangre dentro de los pulmones. Dos animales
murieron como consecuencia de una obstruccion intestinal. Todos estos animales fueron Fgfr32°"+, segun se confirmé
por genotipificacion. Ningun animal natural murié prematuramente. Cabe hacer énfasis en que en el grupo testigo, la
mayoria de los ratones Fgfr32h'+ afectados murié por falla respiratoria, mientras que en el grupo de tratamiento con 5
ng de FLAG-sFGFR3, la mayoria padecié paraplejia y solo unos pocos tuvieron problemas respiratorios (Tabla 1). En
general, estos datos indican que con el tratamiento menos animales murieron y que aquellos que murieron tenia un
fenotipo menos grave.

Tabla 1: Numero de crias en los diferentes grupos de tratamiento el dia 3 y el dia 22.

Las camadas se consideraron entidades Unicas y todos los ratones recién nacidos de la misma jaula recibieron el
mismo tratamiento. Los animales vivos y muertos se contaron a diario. La autopsia revelé muerte por falla respiratoria
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y obstruccion intestinal para 2 animales. Los animales con paraplejia se sometieron a eutanasia después del hallazgo
y de registraron en el grupo de animales muertos. Todos los animales muertos fueron Fgfr32¢h+. La comparacion
estadistica con respecto al grupo testigo se hizo al usar la prueba de Kruskal-Wallis. **p<0,01. wt: ratones naturales;
ach: ratones Fgfr3ach'+

Cantidad |Cantidad de crias % de animales muertos antes del dia
de 22 (causa de muerte)
camadas
por Dia3 |Dia22
grupo
PBS 15 132 91 (wt: 67;ach: |31 % (23 por falla respiratoria, 2 por
24) oclusion intestinal, 16 por paraplejia)
0,5ng 9 76 67 (wt: 31; ach: | 11,8 % ** (4 por falla respiratoria, 5 por
sFGFR3 36) paraplejia)
5ng sFGFR3 |11 104 97 (wt: 47; ach: 16,7 % ** (1 por falla respiratoria, 6 por
50) paraplejia)

El dia 22, en el momento del destete, los animales se sacrificaron y se evalud su crecimiento. Los inventores primero
confirmaron que no habia una diferencia estadistica entre los machos y hembras (Tabla S1) y los reagruparon para
todos los andlisis posteriores. Como se ilustra en la Figura 2A, el tratamiento con FLAG-sFGFR3 tuvo un efecto sobre
el crecimiento esquelético global. Aunque los ratones Fgfr32"+ fueron en promedio un 20 % mas livianos que sus
compaferos de camada wt, los animales tratados con FLAG-sFGFR3 exhibieron un aumento en su peso corporal
dependiente de la dosis, que alcanzd hasta un 33 % del peso de los ratones transgénicos no tratados (Figura 2B).
También se observé un efecto del tratamiento dependiente de la dosis sobre el peso de animales wt. Como se observa
en la Figura 2C, el tratamiento indujo un aumento dependiente de la dosis en la longitud corporal y caudal de los
animales Fgfr32°*y wt. Los ratones transgénicos tratados tuvieron una estatura que no fue significativamente
diferente de la de los wt testigo no tratados, que alcanzé hasta un 10 % de las longitudes de los animales Fgfr33°"+ no
tratados en la dosis alta y corrigié la discrepancia inicial entre los ratones transgénicos y wit.

Se obtuvieron resultados similares en las longitudes de huesos largos. Los humeros, fémures y tibias de ratones
Fgfr32ch'+ tratados fueron mas largos que los de ratones transgénicos no tratados y fueron estadisticamente idénticos
a las longitudes de los huesos de wt (Figura 2D). El tratamiento con FLAG-sFGFR3 también tuvo un efecto dependiente
de la dosis sobre el crecimiento de huesos largos en ratones wt. Efecto del tratamiento sobre la maduracion de
condrocitos confirmado por histologia. Los ratones Fgfr32°"+ tratados exhibieron condrocitos organizados e
hipertréficos en sus placas de crecimiento de manera similar a los ratones wit.

El tratamiento con sSFGFR3 también corrigié el desarrollo de la caja toracica en ratones Fgfr32¢"+ En general, estos
resultados muestran que después de la administracion subcutanea cronica de FLAG-sFGFR3 a ratones Fgfr3ach*
neonatos, se restaur6 el crecimiento 6seo normal y que también fue eficaz sobre el crecimiento esquelético de
animales que no desencadenan una mutacion que activa FGFR3. De hecho, los ratones Fgfr32¢"+ y WT tratados con
sFGFR3 exhibieron mayor osificacion y longitudes del esterndn en comparacién con los animales tratados con vehiculo
en sus respectivos grupos.

Tabla S1: Comparacion estadistica de mediciones corporales entre machos y hembras en los diferentes grupos de
tratamiento. Después de 3 semanas de tratamientos (PBS, 0,5 ng o 5 ng de FLAG-sFGFR3), los animales se
sacrificaron con 22 dias. Se midieron el peso corporal, la longitud corporal y la longitud de la cola. Se determinaron el
género y el genotipo. Después de la verificacién de la variacién de la normalidad en cada conjunto de datos, las
mediciones se compararon entre machos y hembras dentro del mismo grupo de tratamiento y genotipo. Los datos
exhibieron distribucion normal; se us6 una prueba de la t de Student para comparar datos con mediciones obtenidas
en ratones no tratados. No se hall6 diferencia estadistica en ninglin grupo. ns=no significativa. wt.: ratones naturales;
ach: ratones Fgfr3ach’+
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Longitud

Longitud caudal |macho

(9) corporal (mm) | (mm) frente a
hembra
macho [41/11,09+1,26 (132,43 +545 70,49 +3,65
PBS wt ns
hembra (26 /110,67 +1,99 (134,04 +6,76 71,76 +4,60
macho (139,18 +1,82 120,56 + 5,71 64,36 + 2,52
ach ns
hembra |11 /8,14 + 1,55 113,95+8,22 60,03 +3,79
macho [(1212,31+1,27 (13455+7,98 73,94 +6,35
0,5 ng de wt ns
sFGFR3
hembra (19 /12,08 +1,18 [134,59+6,46 72,25+4,51
macho [19/10,50+1,19 (126,78 +9,38 69,48 +6,64
ach ns
hembra (17 19,34 + 1,47 121,49 + 10,01 |65,33 +7,96
5 q macho (23 13,29 +1,48 (141,47 £6,77 74,76 +5,42
ng e
sFGFR3 (M ns
hembra (24 112,13 +1,85 |138,73 + 8,21 74,01 +6,01
macho [13/11,41 +3,14 |130,43 +£13,11 69,15 +9,07

ach ns
hembra |37 /10,72 +2,19 (127,59 + 11,58 67,43 +7,95

El tratamiento con FLAG-sFGFR3 disminuye deformaciones espinales y craneales asociadas a la acondroplasia en
ratones Fgfr32e"+: En ratones Fgfr32°"+ |as anomalias espinales se reconocen en particular por la presencia de una
cifosis que se puede caracterizar por el calculo de un indice cifético (Kl). En este sistema de puntuacion, establecido
por Laws et al. (28), ratones con un Kl<4,0 presentan una cifosis (para obtener mas detalles, consulte la leyenda de
la Figura 3). En el presente estudio, aunque ningln animal wt present6 una deformacién espinal, el 80 % de los ratones
Fgfr32"+ no tratados exhibid cifosis cervical con un promedio de Kl de 3,46 + 0,65 (Figura 3A). Con el tratamiento con
FLAG-sFGFRS3, este porcentaje disminuy6 significativamente hasta 17 % y 6 % en los grupos con 0,5 ng y 5 ng,
respectivamente.

Para caracterizar adicionalmente la maduracion vertebral, los inventores analizaron la osificacion de C7 y T11. Como
se observa en la Figura 3B, en ratones Fgfr32°"+ no tratados, la 72 cervical y la 112 toracica no estaban fusionadas en
la linea media en 88,9 % y 70,1 %, respectivamente. Después del tratamiento, la maduracién se restauré como se
observa por la disminucién en la cantidad de vértebras inmaduras. Ningin animal wt en ninguno de los grupos presento
vértebras inmaduras.

De manera similar a los pacientes con acondroplasia que tipicamente tienen cabezas agrandadas, los ratones
Fgfr32"+ padecen deformaciones craneales. Aunque el ancho del craneo (W, por su sigla en inglés) no es
estadisticamente diferente entre ratones transgénicos y wt (10,35 + 0,28 mm frente a 10,17 £ 0,32 mm,
respectivamente), la longitud (L) es significativamente mas corta en ratones Fgfr32°"+ (18,11 + 0,75 mm frente a 20,05
+ 0,51 mm en ratones wt, respectivamente). Esto conduce a una relacion L/W igual a 1,75 £ 0,77 en
ratones Fgfr32°'+ no tratados e igual a 1,94 + 0,05 en ratones wt testigo (Figura 4A). El tratamiento con FLAG-sFGFR3
indujo una correccién dependiente de la dosis de la longitud del craneo y la relacion L/W no fue significativamente
diferente de la de los wt tratados en la dosis més alta de FLAG-sFGFR3.

Como se observa en la Figura 4B, el tratamiento también previno el cierre prematuro de la sincondrosis craneal
tipicamente observada en ratones Fgfr32°+,

En general, estos resultados muestran que el tratamiento con FLAG-sFGFRS es eficaz para prevenir el desarrollo de
deformaciones del esqueleto asociadas a la acondroplasia.

No se detectan efectos toxicolégicos en animales tratados: Debido a que los inventores usan una estrategia sistémica
para suministrar el FGFR3 soluble recombinante, pusieron especial atencién en los posibles efectos secundarios
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indeseados. Analizaron los 6rganos de los 255 animales, llevaron a cabo andlisis de sangre bioquimicas y de
numeracion y verificaron la fertilidad de algunos animales tratados (dos camadas por grupo) incluida la normalidad de
su descendencia.

Los posibles efectos secundarios del tratamiento se evaluaron primero en varios érganos (higado, pulmén, corazon,
bazo, rifiones) en el momento del sacrificio. Los érganos se observaron macroscépicamente, se pesaron y se
analizaron de manera aleatoria microscépicamente por histologia. Ninguno de los 255 animales que recibieron
inyecciones subcuténeas cronicas de FLAG-sFGFR3 o PBS presentaron anomalias macroscépicas. La histologia se
llevd a cabo en 6rganos seleccionados aleatoriamente en todos los grupos y los datos fueron analizados con
enmascaramiento por un anatomopatoélogo. No se observaron signos de toxicidad en ninguna de los cortes histoldgicos.
En todos los grupos testigo, los pesos de los 6rganos se correlacionaron con el peso corporal del ratén (Tabla 2). En
los grupos tratados, los érganos se incrementaron con el crecimiento éseo mejorado. Como ejemplo, los pulmones
de ratones Fgfr32°"+ pesaron 156,0 + 88,7 mg. Se incrementaron hasta 172,5 + 67,5 mg en el grupo de tratamiento
con 5 ng, alcanzando el peso de los pulmones en ratones wt no tratados (170,5 + 36,3 mg). Se hallaron resultados
similares en todos los 6rganos y este aumento de peso se correlacioné estadisticamente con el aumento del peso
corporal en todos los grupos (Tabla 2). Para evaluar las funciones organicas, se llevaron a cabo andlisis de sangre
bioquimicas que incluyeron valoracién de electrolitos, ensayos enzimaticos de higado, rifidn y bazo. Todas las pruebas
demostraron ser estadisticamente idénticas entre los animales Fgfr32°"+y wt en los grupos tratados y testigo (Tabla
S2). Los recuentos sanguineos también se analizaron y de manera similar, no se observaron diferencias entre las
formulaciones sanguineas entre los grupos tratados y testigo (Tabla S3).

Tabla 2: Coeficiente de correlacion (r) entre 6rgano y peso corporal en los diferentes grupos de tratamiento. Se usaron
pruebas de Pearson o Spearman para el andlisis estadistico de las correlaciones de 6rgano/peso corporal en cada
grupo de tratamiento; *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. wt: ratones naturales; ach: ratones Fgfr3ach'+

Tratamiento Higado Corazon Pulmoén Bazo Rif6n
PBS 0,892 *** 0,748 *** 0,857 *** 0,655 *** 0,877 ***
0,5 ng de sFGFR3 0,883 ** 0,777 ** 0,731 * 0,774 * 0,777 **
5 ng de sFGFR3 0,881 *** 0,794 *** 0,720 *** 0,584 ** 0,531 *
PBS 0,941 *** 0,943 *** 0,886 ** 0,726 ** 0,848 ***
0,5 ng de sFGFR3 0,921 *** 0,758 * 0,709 ** 0,650 * 0,828 ***
5 ng de sFGFR3 0,957 *** 0,983 *** 0,885 *** 0,883 *** 0,850 ***

Tabla S2. Los parametros bioquimicos sanguineos no sufrieron modificaciones por el tratamiento con FLAG-
sFGFRS3. Para evaluar la toxicidad del tratamiento, en el momento del sacrificio, se analizé el plasma de los grupos
que recibieron PBS y 5 ng de FLAG-sFGFR3 mediante el uso de un Beckman AU 2700 Analyzer. La salud general se
evalu6 mediante mediciones de electrolitos (Na*, K*, CI'), lactato deshidrogenasa (LDH) y colesterol. La funcién renal
se evalub mediante ensayos de creatinina y creatinina cinasa (CK). Las funciones hepatica y pancreatica se evaluaron
mediante aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminostransferasa (ALT), bilirrubina total (BLT) y amilasa,
respectivamente. Las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo mediante el uso de un ANOVA undireccional. No
se hallé diferencia estadistica en ningln grupo. wt.: ratones naturales; ach: ratones Fgfr33°7+,

Tratamiento |Na K (o]} LDH Colesterol
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (UI/L) (mmol/L)
PBS 810,8 +80,8 (9,26 + 0,51 75,20 +3,81 [1672+ 124 0,99 + 0,15
wit 5 ng sFGFR3 [818,3+69,4 (8,75 +0,59 72,83 +1,14 2059 £ 478 0,90 £0,16
PBS 709,7 +90,5 8,97 +0,98 81,79 £3,79 [1675 + 228 1,06 + 0,11
ach 5 ng sFGFR3 [706,2 +57,0 (9,20 £ 0,77 76,33+ 0,88 (1738 + 402 1,02 £ 0,08
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. Creatinina Creatinina . Bilirrubina
Tratamiento (umol/L) cinasa (UI/L) AST (UI/L) ALT (UI/L) |Amilasa (UI/L)total (umol/L)
PBS 9,00 +1,26 1389 £+ 679 |[155,1 +27 65,5+16,5 (138,1+4,7 [228+1,7

wt 5 ng sFGFR3 10,20 £ 0,95 655 £180 [137,0 24,6 42,3 +4,2 (112,0+8,0 (20,8 0,4

PBS 9,18 + 551 + [140,1 + 48,2 + [129,8 +[21,8 +
1,60 127 22,9 14,6 21,4 1,1

5ng sSFGFR3 12,33 +943 + [196,4 + 77,7 + [192,0 +[20,3 +
ach 1,43 261 51,2 14,5 33,3 0.6

Tabla S3. Los recuentos sanguineos no sufrieron modificaciones por el tratamiento con FLAG-sFGFR3. Los efectos
de tratamiento con FLAG-sFGFR3 sobre los recuentos sanguineos se evaluaron en muestras de plasma en el
momento del sacrificio. El analisis incluyé recuentos de hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), leucocitos (WBC, por sus
siglas en inglés), eritrocitos (RBC, por sus siglas en inglés) y plaquetas (PLT). Se evaluaron los porcentajes de las
diferentes poblaciones de leucocitos (NE: neutrdfilos; LY: linfocitos, MO: monocitos, EO: eosindfilos; BA: basofilos).
Las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo mediante el uso de un ANOVA undireccional. No se hallé diferencia
estadistica en ningln grupo. wt.: ratones naturales; ach: ratones Fgfr33h'+,

Tratamiento  Hb (g/dL) Ht (%) WBC (K/pl)  |RBC (K/pl) LT (K/pl)
PBS 811+0,11  [1682+1,72 [4,31+0,39 5632002 [471,1+269
wi 5ng SFGFR3 8,56 + 0,06  [23,21 1,33 [5,28 0,54 5,81 +0,01  [447,0+32,2
PBS 8,32 +0,26 [22,5+4,74 [3,37 0,49 5,47 +0,18 [472,0+112,8
ach 5ng SFGFR3 [8,25+0,15  [17,44+1,12 [5,86+0,81 5,67 0,04  [620,0 + 28,8
Tratamiento  |NE (%) LY (%) MO (%) EO (%) BA (%)
PBS 30,76 £ 1,86 53,56 £2,49 [7,52+0,59 5,89+ 0,44 2,27 £0,27
wi 5ng SFGFR3 [25,54 2,37 56,90 £3,15 9,78 0,67 5,75+ 0,54  [1,83 + 0,24
PBS 2425+6,08 [60,02+8,86 [6,56+1,48 [6,59+1,72  [2,56 £ 0,59
ach 5ng SFGFR3 [29,25+1,47 |[51,88+2,39 [10,16+0,82 6,99 +1,20  [1,85£0,33

Para evaluar los efectos secundarios indeseados sobre la fecundidad, después del tratamiento de tres semanas, los
animales se destetaron y se aparearon a las 8 semanas del nacimiento con machos o hembras FVB wt de Charles
River. Como se observa en la Tabla 3, todos los animales tratados fueron fértiles y su descendencia tuvo un tamano
normal con aproximadamente 50 % de descendientes wt / 50 % de Fgfr3%"+. Aunque las hembras
Fgfr32e"+ habitualmente tienen una primera camada ligeramente reducida en tamafio en comparacion con las hembras
wt, es interesante sefialar que las hembras transgénicas tratadas primiparas tuvieron camadas que fueron idénticas
en tamano a las hembras wt primiparas, lo que confirma el ensanchamiento de su pelvis después del tratamiento
(Tabla 3).

Tabla 3: El tratamiento de FLAG-sFGFR3 no afect? la fertilidad de los ratones tratados. Las crias de dos camadas por
grupo se destetaron después del tratamiento de tres semanas. Se aparearon a las 8 semanas del nacimiento con
animales wt de Charles River. La cantidad de crias de la primera camada se conté para cada hembra primipara. A los
22 dias, los animales se sometieron a eutanasia. Se evalué su crecimiento corporal como anteriormente. Se us6 una
prueba de la t de Student para comparar datos con mediciones de animales wt no tratados generados a partir de los
genitores testigo. ***p<0,001 frente wt no tratados. N/A: no aplicable, wt: ratones naturales; ach: ratones Fgfr32°"+,
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Tamano de la | % de wt y ach | Peso Longitud
camada el dia 22 corporal (g) |corporal (mm)
achdxwt@ (9,2+£0,9 74 % de wt, lwt, 10,88 =+ |wt, 133,24 =+
) 26 % de ach |1,62 6,11
Genitores
testigo
wtd xach @ |7,7+0,7** ach, 8,66 +|ach, 117,25 *
1,68 *** 6,96 ***

ach tratados & (10,2 +1,9 % de wt, % de

X wt @ ach
wt tratados & /9,7 £0,9 N/P
X wt @
tratados con
sFGFR3
wt 4§ x ach|106+15 % de wt, % de
tratados @ ach
wt & x wt|9,8+1,9 N/P
tratados @

En general, estos experimentos no destacaron ninguna complicacion del tratamiento con FLAG-sFGFR3 en si mismo,
ni en la formulacion sanguinea, la funcién y el desarrollo organico ni la fertilidad de los animales tratados, lo que
sugiere que el uso de una forma soluble de FGFR3 puede ser una estrategia de tratamiento viable para aplicaciones
clinicas.

Discusién:

El presente estudio valida la viabilidad preliminar de que una estrategia terapéutica basada en el uso de una forma
soluble de FGFR3 puede prevenir el crecimiento 6seo anormal en ratones que presentan la mutacién de la
acondroplasia. El tratamiento se administré dos veces a la semana por inyecciones subcutédneas a los animales a lo
largo del periodo de crecimiento. Después de este periodo de tratamiento de tres semanas, el crecimiento dseo
endocondral resultante condujo a una estatura normal, armoniosa. De manera importante, estos efectos fueron
dependientes de la dosis; la dosis de 0,5 ng de FLAG-sFGFRS fue suficiente para inducir peso corporal y longitud que
fueron idénticos al de los ratones wt no tratados y a la dosis de 5 ng, los ratones enanos tratados fueron incluso mas
pesados y tuvieron huesos largos mas largos que los animales wt no tratados. Principalmente, los presente resultados
hacen énfasis en la nocion de que la mutacion de la acondroplasia requiere la unién de un ligando para activarse. De
hecho, se ha demostrado que en el caso de la mutacion G380R, la activacion de FGFR3 es dependiente del ligando
(12), pero no todavia no hay un consenso claro en la literatura (29-31), lo cual sugiere que, no uno sino multiples
mecanismos conducen a la sefalizacién intracelular prolongada.

Aunque fue esencial la restauracion del crecimiento de los huesos largos para que el tratamiento fuera eficaz, fue
fundamental influir también de manera significativa sobre la aparicion de las complicaciones, debido a deformaciones
esqueléticas. Para los inventores, esto es indispensable si se desea desarrollar un tratamiento para la clinica. La
restauracion de la maduracion de las vértebras y el cierre normal de las sincondrosis craneales en
ratones Fgfr32°+ tratados tuvo numerosos efectos sobre estos animales. La primera consecuencia fue la mortalidad
reducida ente la poblacién transgénica. Como se indica en la seccion de resultados, la autopsia revelé fallas
respiratorias en la mayoria de los casos. En funcién de las caracteristicas anatomicas del craneo y las vértebras de
ratones enanos, los inventores creen que estas fueron consecuencia de la compresion del tronco encefalico, similar a
lo que se puede observar en pacientes con acondroplasia.

Un segundo desenlace clinico del efecto del tratamiento fue un desplazamiento en la penetrancia de fenotipo. Aunque
las mediciones podrian parecer como que los efectos del tratamiento no fueron totalmente dependientes de la dosis
y, de manera mas importante, no tan eficaces como se podria esperar en funcién de los pesos corporales, los
inventores creen que, en la dosis mas alta, el tratamiento salvo a los ratones Fgfr32°"+ mas pequefios de la compresion
del tronco encefélico y la falla respiratoria. Sin tratamientos, estos animales no habrian sobrevivido mas alla de la
semana 1 o 2. En este grupo de tratamiento, los inventores hipotetizan que estos animales son los que permanecen
muy pequefios, aunque tienen menos complicaciones graves.
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A pesar de la cantidad creciente de informes que estudian los mecanismos subyacentes a la acondroplasia y displasia
esquelética relacionada, solo se han publicado tres estudios que muestran estrategias terapéuticas evaluadas de
manera eficaz en ratones con condrodisplasia. Xie et al. recientemente publicaron un informe de que el tratamiento
con PTH intermitente rescata parcialmente el crecimiento 6seo en ratones con acondroplasia (32). En su estudio, la
PTH se administra subcutaneamente en la dosis de 100 pg/kg de peso corporal por dia durante 4 semanas después
del nacimiento. Aunque el mecanismo por el cual la PTH afecta la sefalizacién intracelular de FGFR3 no se ha
establecido claramente, el crecimiento 6seo se rescatd parcialmente en ratones transgénicos tratados; los ratones
transgénicos tratados con PTH todavia eran méas pequefos que sus companeros de camada wt. En este estudio, se
menciond apenas muy poca informacion relacionada con las complicaciones de la acondroplasia, excepto el rescate
parcial de la sincondrosis craneal. El fenotipo letal de ratones TDII también se rescatd con tratamiento crénico con
PTH de las hembras gestantes. Otro posible antagonista terapéutico de la sefnalizacién de FGFR3 es el péptido C-
natriurético (CNP) (33). En esta publicacion, los autores trataron a ratones transgénicos con acondroplasia mediante
infusion intravenosa continua de CNP sintético durante 3 semanas comenzado 4 semanas después del nacimiento.
Se cree que el CNP aumenta el ancho de la placa de crecimiento y acelera la actividad de la placa de crecimiento. El
principal obstaculo para el uso en humanos es la semivida muy corta del CNP, que se estima que es de 2,6 min en
plasma (34).

Muy recientemente, se ha publicado un estudio que describe el uso de un nuevo péptido de unién a FGFR3 que
rescata el fenotipo letal y restaura parcialmente la distorsion estructural de las placas de crecimiento en ratones TDII,
observado en 12 crias (19). En este estudio, los efectos sobre la sefializacion de MAPK y la correccién del crecimiento
6seo fueron solo parciales y se requirié una administracion diaria debido probablemente a la semivida corta del péptido.
Aqui, los efectos de sFGFR3 fueron de mayor magnitud, con una restauracion completa de la estatura normal. Los
inventores creen que la semivida de la forma soluble de FGFR3 que contiene dominios similares a IgG se prolonga
significativamente. De hecho, se necesitaron solo 6 inyecciones (entre el nacimiento y el destete) para restaurar
completamente el crecimiento 6seo en los 86 ratones Fgfr3ach/+ tratados. Se pueden imaginar que serian necesarias
solo unas pocas inyecciones para tratar la acondroplasia en nifios como pacientes ambulatorios, comenzando durante
el primer afo hasta la pubertad. Esto influiria sustancialmente sobre la aparicién de efectos secundarios de la inyeccion,
que se encuentran tipicamente con regimenes de inyecciones diarias. El uso de una proteina recombinante soluble
también posibilita la suspension rapida durante el tratamiento si surgen problemas de seguridad y en la pubertad
cuando el crecimiento dseo cesa. Si es necesario, también se puede alternar entre periodos de tratamiento y reposo.
Al prevenir las complicaciones, el tratamiento con sFGFR3 evitaria la necesidad de intervenciones quirlrgicas y
también reduciria cualquier estrés debido a la hospitalizacién. Ademas, nuestro estudio no revelé ningin efecto
toxicolégico sobre la sangre ni la fertilidad y descendencia de los animales tratados. Hay estudios actuales en curso
para evaluar si el tratamiento con sFGFR3 de tres semanas tuvo un efecto sobre la salud a largo plazo de los ratones
tratados. A la fecha, los ratones tratados tienen 6 meses y ningun efecto secundario visible y los analisis de sangre
son normales.

En conclusion, el presente estudio demuestra la viabilidad de dirigirse hacia FGFR3 en el compartimiento extracelular
como un tratamiento eficaz para restaurar la maduracién de la placa de crecimiento e inducir el crecimiento 6seo
normal en la acondroplasia. La ausencia de efectos secundarios indeseados valida su uso como una terapia
prometedora para esta y la condrodisplasia relacionada causada por la activacién de la mutaciéon en receptores de
FGF. Ademas, en el presente estudio, los inventores también divulgan un efecto positivo del tratamiento con sFGFR3
en el crecimiento de animales wt. Esto tiene importancia ya que sugiere su posible interés para el tratamiento de
retrasos del crecimiento idiopaticos, o para prevenir complicaciones graves en otras enfermedades raras tales como
la hipofosfatasia.
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Ala

Thr

Leu

Ser

His

120

Asp

Tyr
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Ala

Leu

25

Pro

Val

Val

Val

Gly

105

Phe

Gly

Trp

Leu

10

Gly

Glu

Glu

Trp

Gly

Ala

Ser

Glu

Thr

Cys

Thr

Pro

Leu

Val

Pro

Tyr

val

Asp

Arg
155

Val

Glu

Gly

Ser

60

Lys

Gln

Ser

Arg

Glu

140

Pro

27

Ala

Gln

Gln

45

Cys

Asp

Arg

Cys

Val

125

Ala

Glu

val

Arg

30

Gln

Pro

Gly

Leu

Arg

110

Thr

Glu

Ala

15

val

Glu

Pro

Thr

Gln

95

Gln

Asp

Asp

Met

Ile

Val

Gln

Pro

Gly

Val

Arg

Ala

Thr

Asp
160



Lys

Pro

Arg

Gln

Asn

225

Tyr

Ala

Phe

Lys

Tyr

305

Ser

Pro

Trp

Gly

Asp

385

Asp

Lys

Ala

Glu

Gln

210

Tyr

Thr

Gly

His

His

290

Val

Asn

Thr

Glu

Cys

370

Arg

Ala

Leu

Ala

Phe
195

Trp

Thr

Leu

Leu

Cys

275

val

Thr

Thr

Leu

Leu

355

Phe

Ala

Thr

Leu

Gly

180

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

260

Lys

Glu

Val

Pro

Ala

340

Ser

Gly

Ala

Asp

Ala

165

Asn

Gly

Leu

val

Vval

245

Ala

Val

val

Leu

Leu

325

Asn

Arg

Gln

Lys

Lys
405

Val

Pro

Glu

Val

val

230

Leu

Asn

Tyr

Asn

Lys

310

Val

Val

Ala

Val

Pro

390

Asp

Pro

Thr

His

Met

215

Glu

Glu

Gln

Ser

Gly

295

val

Arg

Ser

Arg

Val

375

val

Leu

Ala

Pro

Arg

200

Glu

Asn

Arg

Thr

Asp

280

Ser

Ser

Ile

Glu

Leu

360

Met

Thr

Ser

Ala

Ser

185

Ile

Ser

Lys

Ser

Ala

265

Ala

Lys

Leu

Ala

Leu

345

Thr

Ala

Val

Asp
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Asn

170

Ile

Gly

Val

Phe

Pro

250

Val

Gln

val

Glu

Arg

330

Glu

Leu

Glu

Ala

Leu
410

Thr

Ser

Gly

Val

Gly

235

His

Leu

Pro

Gly

Ser

315

Leu

Leu

Gly

Ala

Vval

395

Val

val

Trp

Ile

Pro

220

Ser

Arg

Gly

His

Pro

300

Asn

Ser

Pro

Lys

Ile

380

Lys

Ser

28

Arg

Leu

Lys

205

Ser

Ile

Pro

Ser

Ile

285

Asp

Ala

Ser

Ala

Pro

365

Gly

Met

Glu

Phe

Lys

190

Leu

Asp

Arg

Ile

Asp

270

Gln

Gly

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Ile

Leu

Met

Arg

175

Asn

Arg

Arg

Gln

Leu

255

val

Trp

Thr

Met

Glu

335

Pro

Gly

Asp

Lys

Glu
415

Cys

Gly

His

Gly

Thr

240

Gln

Glu

Leu

Pro

Ser

320

Gly

Lys

Glu

Lys

Asp

400

Met
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Met Lys Met Ile Gly Lys His Lys Asn Ile Ile Asn Leu Leu Gly Ala
420 425 430

Cys Thr Gln Gly Gly Pro Leu Tyr Val Leu Val Glu Tyr Ala Ala Lys
435 440 445

Gly Asn Leu Arg Glu Phe Leu Arg Ala Arg Arg Pro Pro Gly Leu Asp
450 455 460

Tyr Ser Phe Asp Thr Cys Lys Pro Pro Glu Glu Gln Leu Thr Phe Lys
465 470 475 480

Asp Leu Val Ser Cys Ala Tyr Gln Val Ala Arg Gly Met Glu Tyr Leu
485 490 495

Ala Ser Gln Lys Cys Ile His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val Leu
500 505 510

Val Thr Glu Asp Asn Val Met Lys Ile Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg
515 520 525

Asp Val His Asn Leu Asp Tyr Tyr Lys Lys Thr Thr Asn Gly Arg Leu
530 535 540

Pro Val Lys Trp Met Ala Pro Glu Ala Leu Phe Asp Arg Val Tyr Thr
545 550 555 560

His Gln Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile Phe
565 570 575

Thr Leu Gly Gly Ser Pro Tyr Pro Gly Ile Pro Val Glu Glu Leu Phe
580 585 590

Lys Leu Leu Lys Glu Gly His Arg Met Asp Lys Pro Ala Asn Cys Thr
595 600 605

His Asp Leu Tyr Met Ile Met Arg Glu Cys Trp His Ala Ala Pro Ser
610 615 620

Gln Arg Pro Thr Phe Lys Gln Leu Val Glu Asp Leu Asp Arg Val Leu
625 630 635 640

Thr Val Thr Ser Thr Asp Glu Tyr Leu Asp Leu Ser Ala Pro Phe Glu
645 650 655

Gln Tyr Ser Pro Gly Gly Gln Asp Thr Pro Ser Ser Ser Ser Ser Gly

660 665 670

Asp Asp Ser Val Phe Ala His Asp Leu Leu Pro Pro Ala Pro Pro Ser
675 680 685

Ser Gly Gly Ser Arg Thr
690

<210>2
29



<211> 2082
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de FGFR3 soluble humano optimizada para disminuir el contenido de GC

<400> 2

atgggcgccce
tcctecggagt
ccagagcccg
tgtcceceege
ctggtgecect
cacgaggact
ttcagtgtgce
gctgaggaca
aagaagctgce
aaccccactc
attggaggca
tcggaccgeg
tacacgctgg
gccaaccaga
gcacagccce
gacggcacac
tccaacacac
aatgtctccg
accctgggca
ggcattgaca
gatgccactg

gggaaacaca

ctgccectgege
ccttggggac
gccagcagga
ccgggggtgg
cggagcegtgt
ccggggcecta
gggtgacaga
caggtgtgga
tggccgtgece
ccteccatctce
tcaagctgeg
gcaactacac
acgtgctgga
cggcggtget
acatccagtg
cctacgttac
cactggtgcg
agctcgagct
agccccttgg
aggaccgggc
acaaggacct

aaaacatcat

cctegegete
ggagcagcgce
gcagttggtc
tcccatgggg
cctggtgggg
cagctgeecgg
cgctecatec
cacaggggcce
ggccgccaac
ctggctgaag
gcatcagcag
ctgegtegtg
gcgetecceceg
gggcagegac
gctcaagcac
cgtgctcaag
catcgcaagg
gcctgecgac
ggagggctge
cgccaagcct
gtcggacctg

caacctgctg
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tgcgtggeeg
gtcgtgggge
ttcggcageg
cccactgtct
ccccagegge
cagcggctca
tcgggagatg
ccttactgga
accgteceget
aacggcaggg
tggagcctgg
gagaacaagt
caccggccca
gtggagttcc
gtggaggtga
gtgtccctgg
ctgtcctcag
cccaaatggg
ttcggeccagg
gtcaccgtag
gtgtctgaga

ggcgcectgea

tggccatcegt
gagcggcaga
gggatgctgt
gggtcaagga
tgcaggtgct
cgcagcgegt
acgaagacgg
cacggcccga
tecegetgece
agttcegegg
tcatggaaag
ttggcagcat
tcctgecagge
actgcaaggt
atggcagcaa
agtccaacgce
gggagggcecc
agctgtctceg
tggtcatggce
ccgtgaagat
tggagatgat

cgcagggcgyg

30

ggcecggegec
agtcccggge
ggagctgagc
tggcacaggg
gaatgcctcc
actgtgccac
ggaggacgag
gcggatggac
agccgetgge
cgagcaccgce
cgtggtgece
ccggcagacg
ggggctgecg
gtacagtgac
ggtgggceceg
gtccatgage
cacgctggece
ggcccggetg
ggaggccatc
gctgaaagac
gaagatgatc

gcecectgtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gtgctggtgg
ccgggcectgg
gacctggtgt
tgcatccaca
atcgcagact
aacggccgge
caccagagtg
tceceegtace
atggacaagc
gccgegecct
accgtgacgt
ggtggccagg
ctgctgecce
<210> 3
<211> 806
<212> PRT

agtacgcggce
actactcctt
cctgtgecta
gggacctgge
tcgggetgge
tgccecgtgaa
acgtctggtce
ccggcecatccee
ccgeccaactg
cccagaggcce
ccaccgacga
acacccccag

cggccccace

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Gly Ala

1

Val

Gly
35

Leu
50

Gly
65

Leu

Leu

Ala Gly

Arg Ala

Val Phe

Gly Gly

Val Pro

Asn Ala

Pro Ala

Ala
20

Ser

Ala Glu

Gly Ser

Pro Met

70

Glu
85

Ser

Ser His

100

Cys

Ser

Val

Gly

Gly

Arg

Glu

caagggtaac
cgacacctgce
ccaggtggec
tgceccgcecaat
ccgggacgtg
gtggatggcg
ctttggggtce
tgtggaggag
cacacacgac
caccttcaag
gtacctggac
ctccagectcee

cagcagtggg

Ala Leu

Glu Ser

Pro Gly

40

Asp Ala

Pro Thr
val

Leu

Asp Ser
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ctgcgggagt
aagccgccecg
cggggcatgg
gtgctggtga
cacaacctcg
cctgaggect
ctgctetggg
ctcttcaage
ctgtacatga
cagctggtgg
ctgteggege
tcaggggacg

ggctcgegga

Ala Leu

10

Cys

Leu Thr

25

Gly

Pro Glu Pro

Val Glu Leu

val val

75

Trp

Val Gly Pro

90

Gly Ala

105

Tyr

ttetgeggge
aggagcagct
agtacttggce
ccgaggacaa
actactacaa
tgtttgaccg
agatcttcac
tgctgaagga
tcatgcggga
aggacctgga
ctttcgagceca
actcegtgtt

cg

Val Ala

Glu

Gln

Gln
45

Gly

Ser
60

Cys
Lys Asp
Gln

Arg

Ser Cys

Val

Arg

Gln

Pro

Gly

Leu

Arg

gcggeggecce
caccttcaag
ctcccagaag
cgtgatgaag
gaagacaacc
agtctacact
gctgggggge
gggccaccge
gtgctggcat
ccgtgtectt
gtactccceeg

tgcccacgac

Ala
15

Ile

Val Vval

Glu Gln

Pro Pro

Thr Gly

80

Gln
95

Val

Gln Arg

110

31

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2082



Leu

Pro

Gly

145

Lys

Pro

Arg

Gln

Asn

225

Tyr

Ala

Phe

Lys

Tyr

305

Leu

Tyr

Trp

Thr

Ser

130

Val

Lys

Ala

Glu

Gln

210

Tyr

Thr

Gly

His

His

290

Val

Glu

Thr

Leu

Gln

115

Ser

Asp

Leu

Ala

Phe
195

Trp

Thr

Leu

Leu

Cys

275

val

Thr

Val

Cys

Val
355

Arg

Gly

Thr

Leu

Gly

180

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

260

Lys

Glu

Val

Leu

Leu

340

Val

Vval

Asp

Gly

Ala

165

Asn

Gly

Leu

Val

val

245

Ala

Val

vVal

Leu

Ser

325

Ala

Leu

Leu

Asp

Ala

150

Val

Pro

Glu

Vval

Val

230

Leu

Asn

Tyr

Asn

Lys

310

Leu

Gly

Pro

Cys

Glu

135

Pro

Pro

Thr

His

Met

215

Glu

Glu

Gln

Ser

Gly

295

Thr

His

Asn

Ala

His

120

Asp

Tyr

Ala

Pro

Arg

200

Glu

Asn

Arg

Thr

Asp

280

Ser

Ala

Asn

Ser

Glu
360

Phe

Gly

Trp

Ala

Ser

185

Ile

Ser

Lys

Ser

Ala

265

Ala

Lys

Gly

Val

Ile

345

Glu
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Ser

Glu

Thr

Asn

170

Ile

Gly

Val

Phe

Pro

250

Val

Gln

Val

Ala

Thr

330

Gly

Glu

Val

Asp

Arg

155

Thr

Ser

Gly

Val

Gly

235

His

Leu

Pro

Gly

Asn

315

Phe

Phe

Leu

Arg

Glu

140

Pro

Val

Trp

Ile

Pro

220

Ser

Arg

Gly

His

Pro

300

Thr

Glu

Ser

Vval

32

Val

125

Ala

Glu

Arg

Leu

Lys

205

Ser

Ile

Pro

Ser

Ile

285

Asp

Thr

Asp

His

Glu
365

Thr

Glu

Arg

Phe

Lys

190

Leu

Asp

Arg

Ile

Asp

270

Gln

Gly

Asp

Ala

His

350

Ala

Asp

Asp

Met

Arg

175

Asn

Arg

Arg

Gln

Leu

255

Vval

Trp

Thr

Lys

Gly

335

Ser

Asp

Ala

Thr

Asp

160

Cys

Gly

His

Gly

Thr

240

Gln

Glu

Leu

Pro

Glu

320

Glu

Ala

Glu



Ala

Leu

385

Pro

Phe

Ser

Pro

Trp

465

Gly

Asp

Asp

Met

Cys

545

Gly

Tyr

Asp

Ala

Gly

370

Phe

Pro

Pro

Asn

Thr

450

Glu

Cys

Arg

Ala

Lys

530

Thr

Asn

Ser

Leu

Ser
610

Ser

Ile

Lys

Leu

Thr

435

Leu

Leu

Phe

Ala

Thr

515

Met

Gln

Leu

Phe

val

595

Gln

vVal

Leu

Lys

Lys

420

Pro

Ala

Ser

Gly

Ala

500

Asp

Ile

Gly

Arg

Asp

580

Ser

Lys

Tyr

Val

Gly

405

Arg

Leu

Asn

Arg

Gln

485

Lys

Lys

Gly

Gly

Glu

565

Thr

Cys

Cys

Ala

Val

390

Leu

Gln

val

Val

Ala

470

Val

Pro

Asp

Lys

Pro

550

Phe

Cys

Ala

Ile

Gly

375

Ala

Gly

Val

Arg

Ser

455

Arg

Val

val

Leu

His

535

Leu

Leu

Lys

Tyr

His
615

Ile

Ala

Ser

Ser

Ile

440

Glu

Leu

Met

Thr

Ser

520

Lys

Tyr

Arg

Pro

Gln

600

Arg

Leu

Val

Pro

Leu

425

Ala

Leu

Thr

Ala

val

505

Asp

Asn

Val

Ala

Pro

585

val

Asp
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Ser

Thr

Thr

410

Glu

Arg

Glu

Leu

Glu

490

Ala

Leu

Ile

Leu

Arg

570

Glu

Ala

Leu

Tyr

Leu

395

Val

Ser

Leu

Leu

Gly

475

Ala

Val

Val

Ile

Val

555

Arg

Glu

Arg

Ala

Gly

380

Cys

His

Asn

Ser

Pro

460

Lys

Ile

Lys

Ser

Asn

540

Glu

Pro

Gln

Gly

Ala
620

33

Val

Arg

Lys

Ala

Ser

445

Ala

Pro

Gly

Met

Glu

525

Leu

Tyr

Pro

Leu

Met

605

Arg

Gly

Leu

Ile

Ser

430

Gly

Asp

Leu

Ile

Leu

510

Met

Leu

Ala

Gly

Thr

590

Glu

Asn

Phe

Arg

Ser

415

Met

Glu

Pro

Gly

Asp

495

Lys

Glu

Gly

Ala

Leu

575

Phe

Tyr

Val

Phe

Ser

400

Arg

Ser

Gly

Lys

Glu

480

Lys

Asp

Met

Ala

Lys

560

Asp

Lys

Leu

Leu



val

625

Asp

Pro

His

Thr

Lys

705

His

Gln

Thr

Gln

Asp

785

Ser

Thr

vVal

vVal

Gln

Leu

690

Leu

Asp

Arg

val

Tyr

770

Asp

Gly

Glu

His

Lys

Ser

675

Gly

Leu

Leu

Pro

Thr

755

Ser

Ser

Gly

Asp

Asn

Trp

660

Asp

Gly

Lys

Tyr

Thr

740

Ser

Pro

val

Ser

Asn

Leu

645

Met

Val

Ser

Glu

Met

725

Phe

Thr

Gly

Phe

Arg
805

Vval

630

Asp

Ala

Trp

Pro

Gly

710

Ile

Lys

Asp

Gly

Ala

790

Thr

Met

Tyr

Pro

Ser

Tyr

695

His

Met

Gln

Glu

Gln

775

His

Lys

Tyr

Glu

Phe

680

Pro

Arg

Arg

Leu

Tyr

760

Asp

Asp
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Ile

Lys

Ala

665

Gly

Gly

Met

Glu

val

745

Leu

Thr

Leu

Ala

Lys

650

Leu

Val

Ile

Asp

Cys

730

Glu

Asp

Pro

Leu

Asp

635

Thr

Phe

Leu

Pro

Lys

715

Trp

Asp

Leu

Ser

Pro
795

Phe

Thr

Asp

Leu

Val

700

Pro

His

Leu

Ser

Ser

780

Pro

34

Gly

Asn

Arg

Trp

685

Glu

Ala

Ala

Asp

Ala

765

Ser

Ala

Leu

Gly

Val

670

Glu

Glu

Asn

Ala

Arg

750

Pro

Ser

Pro

Ala

Arg

655

Tyr

Ile

Leu

Cys

Pro

735

val

Phe

Ser

Pro

Arg

640

Leu

Thr

Phe

Phe

Thr

720

Ser

Leu

Glu

Gly

Ser
800
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 soluble (sSFGFR3) aislado para su uso en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 en un sujeto que lo necesita, en
donde el polipéptido de sFGFR3 aislado comprende al menos 325 aminoacidos consecutivos de la region extracelular
del receptor FGFR3, comprende un dominio intracelular de FGFR3 y carece de secuencias de aminoacidos
correspondientes al dominio transmembranario de FGFR3, y en donde, opcionalmente, el polipéptido de sFGFR3 se
fusiona con un polipéptido heterélogo para formar asi una inmunoadhesina de sFGFRS.

2. El polipéptido de sFGFRS3 aislado para su uso segun la reivindicacion 1, en donde la enfermedad esquelética
relacionada con FGFRS3 se selecciona del grupo que consiste en acondroplasia, displasia tanatoférica tipo |, displasia
tanatoférica tipo Il, acondroplasia grave con retraso del desarrollo y acantosis pigmentaria, hipocondroplasia y
craneosinostosis relacionada con FGFR3 tal como sindrome de Muenke y sindrome de Crouzon con acantosis
pigmentaria.

3. El polipéptido de sFGFR3 aislado para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la
enfermedad esquelética relacionada con FGFR3 es causada por la expresién de un mutante de ganancia funcional de
FGFR3.

4. El polipéptido de sFGFRS3 aislado para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el FGFR3 comprende una
sustitucion de aminodacido de un residuo glicina en la posicion 380 de FGFR3 natural humano con un residuo arginina
(G380R).

5. El polipéptido de sFGFR3 aislado para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la regién
extracelular del polipéptido de sFGFRS aislado consiste en la regién extracelular de FGFR3, que tiene al menos 80 %
de identidad de secuencia con respecto a la SEQ ID NO: 1.

6. El polipéptido de sFGFR3 aislado para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido
de sFGFR3 aislado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia
con respecto a la secuencia de amino&cidos con la SEQ ID NO: 1, preferiblemente, en donde el polipéptido de sFGFR3
aislado comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos 95 % de identidad de secuencia con respecto
a la secuencia de aminoécidos con la SEQ ID NO: 1.

7. El polipéptido de sFGFR3 aislado para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
polipéptido de sFGFR3 aislado se formula para proporcionar aproximadamente 0,0002 mg/kg/dia a aproximadamente
20 mg/kg/dia del polipéptido de sFGF3 aislado al sujeto que lo necesita, preferiblemente, en donde el polipéptido de
sFGFR3 aislado se formula para proporcionar aproximadamente 0,001 mg/kg/dia a aproximadamente 7 mg/kg/dia de
polipéptido de sFGFR3 aislado al sujeto que lo necesita.

8. El polipéptido de sFGFRS aislado para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el sujeto
que lo necesita es un ser humano.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de sFGFR3 aislado segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y un portador farmacéuticamente aceptable para su uso en la prevencion o tratamiento de una
enfermedad esquelética relacionada con FGFR3.

10. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 9, en donde la composiciéon farmacéutica se
formula para administracion subcutanea, tdpica, oral, intranasal, intravenosa o intramuscular, preferiblemente, en
donde la composicion farmacéutica se formula para administracion subcutanea.

11. El polipéptido de sFGFR3 para su uso segun la reivindicaciéon 1, en donde la inmunoadhesina de sFGFR3
comprende una region Fc, preferiblemente, en donde la regién Fc es un dominio constante de una inmunoglobulina
seleccionada del grupo que consiste en IgG-1, 1I9G-2 e 1gG-3.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de receptor de factor de crecimiento de fibroblastos
3 soluble (sFGFR3) aislado, en donde el polipéptido de sFGFR3 aislado comprende al menos 325 aminoacidos
consecutivos de la region extracelular del receptor FGFR3, comprende un dominio intracelular de FGFR3 y carece de
secuencias de aminoacidos correspondientes al dominio transmembranario de FGFRS3, y en donde, opcionalmente, el
polipéptido de sFGFR3 se fusiona con un polipéptido heterélogo para formar asi una inmunoadhesina de sFGFR3 y
un portador farmacéuticamente aceptable.
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A indice cifético Ki=[AB}[CD]

% de animales

Tratamiento Ki con Giests
(Ki<4)
PBS 4,66+0,72 0%
wt  05ngsFGFR3  53910,55 0%
5ng sFGFR3 4,85 1 0,64 0%
PBS 3,46 +065*7 80% *"’j e
ach 0,5ng sFGFR3 4,34 +0,71 :J# 17% >~ |sam
5ng sFGFR3 471+0,68 6%
o | wit — i fu— ach !
""" FBS Sng sFGFR3 PBS 5ng sSFGFR3
- . -y
i G A
C o
Tratamiento c7 T olr:rg:lr;:rlon §
wt  Todos los grupos 0% 0%
PBS 88 9% 70,1% 58,6%
ach 05ng sFGFR3 286%™ 286%™ 18,2% ™
5ng sFGFR3 400%™ 0% ** 166%™
Figura 3

38



ES 2796 743 T3

ach

5ng SFGFR3  PBS 5ng SFGFR3

“longitud (L)
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Tratamiento Relacion L/IW

PBS 1,94+ 005
wt 0,5ng sFGFR3 193£005
5ng sFGFR3 196 +007

PBS 1,75+ 0,07 *** ~

ach 0,5ng sFGFR3 1,77+0,09 J“

5ng sFGFR3 1,81+0,09

Figura 4

39



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

