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COMPUESTOS AL RECEPTOR-3 DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL 

FIBROBLASTO (FGFR3) Y MÉTODOS DE TRATAMIENTO 

 

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS 

Esta solicitud reivindica el beneficio de la 5 

Solicitud Provisional Estadounidense |No. 61/917457 la cual 

se presentó el 18 de Diciembre de 2013 y Solicitud 

Provisional Estadounidense No. 61/928025 la cual se presentó 

el 16 de Enero de 2014. 

 10 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

Esta invención se dirige a los campos de 

inmunología, tratamiento de cáncer y terapéuticos de 

objetivo. Más específicamente, la presente invención se 

dirige a un compuesto que es un conjugado de una porción de 15 

fármaco tóxico, específicamente un agente citotóxico, y un 

agente de unión celular, más específicamente un anticuerpo, y 

aún más específicamente un anticuerpo que dirige el receptor 

3 del factor de crecimiento del fibroblasto humano (FGFR3, 

por sus siglas en inglés), mediante una porción enlazadora. 20 

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

El suministro de agentes tóxicos de objetivo 

directamente a células aberrantes en lugar de tratar 

sistemáticamente el cuerpo completo como se hace con la 25 
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quimioterapia tradicional es la ventaja clave para 

terapéuticos de objetivo. El suministro de objetivo quizás 

minimiza los efectos secundarios reduciendo el daño a células 

sanas. Los conjugados de la invención son diseñados y 

ajustados para dirigir una población celular específica y 5 

suministrar citotoxinas potentes dentro de la célula mientras 

se minimiza la actividad citotóxica fuera de objetivo. La 

presente invención proporciona nuevos y útiles conjugados y 

métodos de tratamiento junto con éstos, para eliminación o 

viabilidad reducida de células anormales mientras se 10 

minimizan los efectos en células sanas.  

La presente invención es una respuesta a una 

necesidad clínicamente no cubierta para el tratamiento de 

cáncer de vejiga, que incluye carcinoma de células 

transicionales (TCC, por sus siglas en inglés), el cual es 15 

invasiva no muscular y principalmente una enfermedad local, e 

invasiva muscular, la cual tiene un potencial muy alto de ser 

metastásica, posteriormente “M+”, y mieloma múltiple (MM, por 

sus siglas en inglés). El cáncer de la vejiga se ha 

diagnosticado recientemente en un estimado de 73,510 20 

individuos y causará 14,880 muertes relacionadas con cáncer 

en 2013 en los Estados Unidos. Esto hace que sea el cuarto 

evento neoplásico más común en hombres y el noveno más común 

en mujeres. Aproximadamente 70% de todos los nuevos casos son 

cáncer invasivo no muscular, TCC, con recurrencia episódica 25 
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significante para lo cual un existe una alta necesidad médica 

no cubierta para mejorar el estándar de cuidado actual, el 

cual es bacilo de Calmette-Guérin (BCG)/irradiación/cirugía. 

Actualmente, existe una terapia no objetivo para cáncer de 

vejiga invasivo del músculo, donde el estándar de cuidado es 5 

una combinación de cuatro regímenes citotóxicos de 

quimioterapia (metotrexato, vinblastina, doxorubicina, y 

cisplatino (MVAC)) que es frecuentemente tóxica. Por 

consiguiente, la mayoría de los pacientes son actualmente 

tratados con la combinación menos óptima de gemcitabina y 10 

cisplatino. El mieloma múltiple permanece como una enfermedad 

incurable con supervivencia total actualmente variando desde 

tres hasta cinco años. Actualmente, el estándar de cuidado 

para mieloma múltiple es dosificación variable de 

corticosteroides (dexametasona) combinada con regímenes 15 

citotóxicos de quimioterapia, que incluye vincristina, 

ciclofosfamida y doxorubicina, todos los fármacos que han 

mostrado ser tóxicos a la mayoría de los pacientes. 

 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 20 

Existe una necesidad crítica para tratamientos de 

cáncer que efectivamente dirigen una población celular 

específica y suministrar una citotoxina potente mientras 

mitigan el daño a las células y tejidos sanos. Por 

consiguiente, la presente invención proporciona un compuesto 25 
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de la Fórmula I o una sal del mismo farmacéuticamente 

aceptable: 

    

 

 5 

 

 

 

 

(I) 10 

en donde n es un número entero desde 1 – 10 y  

R es un agente de unión celular que se une al FGFR3 

humano (SEQ ID NO 11) y comprende una CDRH1 que tiene la 

secuencia GYMFTSYGIS (SEQ ID NO 1), una CDRH2 que tiene la 

secuencia WVSTYNGDTNYAQKFQG (SEQ ID NO 2), una CDRH3 que 15 

tiene la secuencia VLGYYDSIDGYYYGMDV (SEQ ID NO 3), una CDRL1 

que tiene la secuencia GGNNIGDKSVH (SEQ ID NO 4), una CDRL2 

que tiene la secuencia LDTERPS (SEQ ID NO 5), y una CDRL3 que 

tiene la secuencia QVWDSGSDHVV (SEQ ID NO 6). La presente 

invención es aquí posteriormente referida como “Conjugado 1.” 20 

Evidencia científica en la presente sugiere que el 

compuesto de la presente invención es superior al estándar 

actual de cuidado de cáncer de vejiga (invasivo del músculo y 

no invasivo del músculo) y mieloma múltiple en que 

directamente dirige las células aberrantes y de este modo 25 
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reduce el daño a las células sanas del cuerpo, lo cual a su 

vez minimiza los efectos secundarios. Adicionalmente, el 

compuesto de la presente invención es superior a otros 

conjugados debido a que dirige indicaciones y poblaciones de 

paciente donde existe una necesidad clínicamente no cubierta. 5 

Distinto del conjugado actualmente aprobado Kadcyla®, el 

compuesto de la presente invención capitaliza en un objetivo 

el cual es fundamental en la formación de cáncer aún podría 

en general ser considerado inadecuadamente sobre-expresado 

para ser elegible para una terapia objetivo de conjugado. 10 

Distinto del conjugado actualmente aprobado Adcetris®, el 

compuesto de la presente invención minimiza las toxicidades 

fuera de objetivo de este modo reduciendo los efectos 

adversos los cuales son una limitación conocida de Adcetris®. 

Finalmente, distinto de los conjugados aprobados anteriores 15 

tales como gemutuzumab ozogamicina (Mylotarg® - aprobado por 

la FDA en 2000 pero voluntariamente retirado en 2010) los 

cuales sufren de la inestabilidad del enlazador mientras 

están en circulación, el compuesto de la presente invención 

tiene un enlazador estable el cual de este modo evita la 20 

inestabilidad en la circulación.  

El diseño e ingeniería de un conjugado es una tarea 

complicada. Es bastante más complicado que solamente 

seleccionar un antígeno, una porción de fármaco, una porción 

enlazadora y un agente de unión celular. (Ritter, A., 25 
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Antibody-Drug Conjugates; Looking Ahead to an Emerging Class 

of Biotherapeutic, Pharmaceutical Technology pp 42-47 (Enero 

2012)). El antígeno tumoral, la especificidad de unión del 

agente de unión celular, el mecanismo de acción de la porción 

de fármaco, y la manera en la cual la porción de fármaco está 5 

ligada al agente de unión celular son todos determinantes 

claves que rigen la actividad clínica y la tolerabilidad del 

compuesto.  

El conjugado de la presente invención es un 

compuesto novedoso e inventivo, no una combinación de 10 

componentes. El diseño por ingeniería del compuesto requiere 

identificación y selección de los grupos funcionales 

constituyentes (porción de fármaco, porción enlazadora, 

agente de unión celular) que se complementan entre sí. Cada 

componente es un grupo funcional que tiene sus propias 15 

características, beneficios y restricciones. El proceso es 

similar al diseño de una nueva molécula pequeña comprendida 

de distintos grupos funcionales que incluyen pero no se 

limitan a grupos alquilo, grupo carbonilo, etc. Se requiere 

el diseño cuidadoso para asegurar las características, 20 

beneficios y restricciones equilibrados para que el conjugado 

sea un agente terapéutico efectivo; sin embargo, los 

resultados son impredecibles. La selección de grupos 

funcionales del vasto universo de porciones de fármaco, 

enlazadores y agentes de unión celular es complicada e 25 
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impredecible. Aunque los grupos funcionales pueden ser 

previamente descritos (toxina: DM4 (N2′-desacetil-N-2′(4-

metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina)(Patente 

Estadounidense No. 7,276,497), enlazador: sulfo-SPDB (4-(2-

piridilditio)-2-sulfobutanoato de N-succinimidilo))(Patente 5 

Estadounidense No. 8,236,319), y agente de unión celular: 

Anticuerpo 1 (Patente Estadounidense No. 8,043,618)), como 

con las relaciones de actividad estructural y actividades 

químicas de compuestos de molécula pequeña, por ejemplo, 

metotrexato, vinblastina, doxorubicina y cisplatino, el 10 

conocimiento de los grupos funcionales individuales no 

imparte conocimiento de la funcionalidad del compuesto final.  

La selección de un antígeno objetivo adecuado es un 

aspecto clave de la presente invención. El antígeno objetivo 

de la invención es FGFR3. La señalización de la tirosina 15 

cinasa del receptor (RTK) aberrante juega un papel 

fundamental en la formación del cáncer así como también en el 

progreso del cáncer. Los factores de crecimiento del 

fibroblasto (FGFs) y sus receptores cognatos (FGFRs) son una 

parte de la familia del RTK. Los (FGFRs) son una parte de la 20 

familia RTK. Los FGFs y FGFRs juegan papeles críticos durante 

el desarrollo embriónico, homeostasis del tejido y 

metabolismo. La activación aberrante de FGFR3, a través de la 

mutación, la generación de fusiones cromosomales, o 

sobreexpresión, han sido directamente ligados a cáncer con 25 
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suficiente sobrexpresión del FGFR3 activada para inducir 

transformación oncogénica. 

Debido a que la prominencia de las trayectorias de 

señalización del FGFR3 juegan en el tratamiento de cáncer, el 

FGFR3 es una selección de antígenos poco probable para el 5 

desarrollo de una terapia de conjugado. Para que un conjugado 

sea efectivo, la expresión objetivo robusta en la célula 

tumoral es comúnmente considerada un requerimiento esencial. 

Aunque el FGFR3 es un antígeno positivo, su sobre-expresión 

en las células tumorales contra las células normales es 10 

moderado; no es expresado a un nivel de antígeno entendido en 

la técnica por ser necesario para y considerado ventajoso 

para conjugados típicos, que incluyen aquellos actualmente 

aprobados por la FDA. Dado los niveles de expresión modestos 

de FGFR3, el Conjugado 1 es inesperadamente eficaz. Las 15 

mutaciones y fusiones de activación de FGFR3 también han sido 

identificadas que provocan además eficiencia inesperada del 

Conjugado 1.  

Por consiguiente, diseñar por ingeniería el 

Conjugado 1 para incluir el Anticuerpo 1 como el agente de 20 

unión celular es un aspecto clave de la presente invención. 

Como el agente de unión celular del Conjugado 1, el 

Anticuerpo 1 se une al receptor e induce la internalización y 

degradación del receptor. El pensamiento clásico es que la 

rápida reposición del antígeno de la superficie es requerida 25 
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para mejorar la probabilidad de éxito de un agente 

terapéutico. Debido a esto, el Conjugado 1 se ha encontrado 

por ser particularmente eficaz.  

La selección de sulfo-SPDB como el enlazador es 

también un aspecto clave de la invención. El sulfo-SPDB se 5 

seleccionó por equilibrar la toxicidad de la porción del 

fármaco asegurando el metabolismo intracelular de la porción 

de fármaco dentro de la célula. Sin embargo, los conjugados 

sulfo-SPDB, cuando se metabolizan intracelularmente, generan 

tres productos metabólicos (lisina-N(épsilon)-sulfo-SPDB-DM4, 10 

DM4, y S-metil-DM4), dos de los cuales son capaces de 

promover la eliminación celular transeúnte de células vecinas 

a través del suministro de fármaco libre (DM4 y S-metil-DM4), 

el cual puede también incrementar la toxicidad a través de 

eliminación no específica de células normales. Debido a los 15 

índices de expresión del antígeno, este efecto fue 

equilibrado, de este modo cambiando a una desventaja 

percibida sobre una ventaja del conjugado de la presente 

invención. Además, el sulfo-SPDB se seleccionó sobre otros 

enlazadores desdoblables, tales como SPDB y SMCC, debido a su 20 

eficacia superior en algunos modelos de tumor así como 

también a consideraciones de toxicidad.  

Debido al diseño por ingeniería significante y 

retos de conjugación, el conjugado de la presente invención 

de manera sorprendente permite los tratamientos de cáncer que 25 
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efectivamente dirigen una población celular específica y 

suministran una citotoxina potente mientras mitigan el daño 

al tejido al tejido sano en un antígeno moderadamente 

expresado que juega un papel fundamental en el progreso del 

cáncer.  5 

Un aspecto de la invención es el Conjugado 1 

mencionado anteriormente. La invención también se refiere a 

un compuesto en donde el agente de unión celular además 

comprende una secuencia de aminoácido de cadena pesada 

variable de:  10 

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYMFTSYGISWVRQAPGQGLEWMGWV

STYNGDTNYAQKFQGRVTVTTDTSTSTAYMELRSLRSEDTAVYYCARVLGYYDSIDGYYYG

MDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO 7)  

y una secuencia de aminoácido ligero variable de:  

QSVLTQPPSLSVAPGKTATFTCGGNNIGDKSVHWYRQKPGQAPVLVMYLDT15 

ERPSGIPERMSGSNFGNTATLTITRVEAGDEADYYCQVWDSGSDHVVFGGGTKLTVLG 

(SEQ ID NO 8). 

La invención se refiere a un compuesto en donde el 

agente de unión celular además comprende una cadena ligera 

que comprende la secuencia de aminoácido de la SEQ ID NO: 10 20 

y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácido 

de la SEQ ID NO: 9. La invención también se refiere al 

compuesto en donde el agente de unión celular además 

comprende dos cadenas ligeras cada una comprende la secuencia 

de aminoácido de la SEQ ID NO: 10 y dos cadenas pesadas cada 25 
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una comprende la secuencia de aminoácido de la SEQ ID NO: 9.  

En un aspecto de la invención, los compuestos 

tienen una relación de fármaco a anticuerpo o como se usa en 

la presente “DAR”, de 2.0 hasta 5.0. En otro aspecto de la 

invención, el compuesto tiene una DAR de 3.5 ± 0.5.  5 

La invención también se refiere a una composición 

farmacéutica que comprende los compuestos mencionados 

anteriormente junto con un portador, diluyente o excipiente 

farmacéuticamente aceptable. La composición farmacéutica 

puede comprender además un agente farmacéutico adicional. 10 

Un aspecto de la invención es el compuesto para uso 

en terapia. Otro aspecto es el compuesto para uso en el 

tratamiento de cáncer. 

En otro aspecto, la invención es el compuesto para 

uso en el tratamiento de cáncer en un paciente que tiene un 15 

nivel de expresión del FGFR3 que es mayor que el nivel de 

expresión del FGFR3 en una población de control. En un 

aspecto, la población de control comprende al menos un 

individuo que no sufre de cáncer. 

En otro aspecto, la invención es el compuesto para 20 

uso en el tratamiento de cáncer en un paciente, en donde el 

paciente tiene un nivel elevado de expresión del FGFR3 y el 

tratamiento comprende determinar si o no el paciente tiene un 

nivel elevado de expresión del FGFR3 determinando ex vivo o 

in vitro el nivel de expresión del FGFR3 en una muestra 25 
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biológica del paciente y comparando el nivel de expresión del 

FGFR3 en tal muestra con el nivel de expresión del FGFR3 en 

una muestra de control. 

En un aspecto, la muestra de control es una muestra 

biológica de un individuo que no sufre de cáncer. 5 

En un aspecto adicional, la muestra biológica del 

paciente se selecciona a partir del grupo que consiste de 

sangre, suero, plasma, orina y tejido. En todavía un aspecto 

adicional, la muestra de control es de la misma fuente como 

la muestra biológica del paciente. Por ejemplo, si la muestra 10 

biológica del paciente es una muestra de sangre, la muestra 

de control también es una muestra de sangre. 

En otro aspecto, la invención es el compuesto para 

uso en el tratamiento de cáncer en un paciente que tiene (a) 

una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde la mutación se 15 

selecciona a partir del grupo que consiste de S249C, R248C, 

Y373C, Y375C, y combinaciones de las mismas; (b) una fusión 

de FGFR3-TACC3; o (c) una combinación de (a) y (b). 

En otro aspecto, la invención es el compuesto para 

uso en el tratamiento de cáncer en un paciente que tiene (a) 20 

una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde la mutación se 

selecciona a partir del grupo que consiste de S249C, R248C, 

Y373C, Y375C, y combinaciones de las mismas; (b) una fusión 

de FGFR3-TACC3; o (c) una combinación de (a) y (b), y el 

tratamiento comprende determinar sí o no el paciente tiene 25 
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(a) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde la 

mutación se selecciona a partir del grupo que consiste de 

S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones de las mismas; 

(b) una fusión de FGFR3-TACC3; o (c) una combinación de (a) y 

(b), determinando ex vivo o in vitro la presencia de (i) una 5 

o más de las mutaciones S249C, R248C, Y373C, Y375C; (ii) una 

fusión de FGFR3-TACC3; o (iii) una combinación de (i) y (ii) 

en una muestra biológica del paciente. 

En un aspecto adicional, la muestra biológica del 

paciente se selecciona a partir del grupo que consiste de 10 

sangre, suero, plasma, orina, tejido, células tumorales, 

muestras de tejido tumoral, células tumorales de circulación, 

y ADN de circulación. 

En algunos aspectos, el cáncer es cáncer de vejiga 

o mieloma múltiple.  15 

En otro aspecto, el compuesto puede ser 

administrado simultáneamente, separadamente o secuencialmente 

con otro tratamiento anti-cancerígeno. El tratamiento anti-

cancerígeno se selecciona a partir del grupo que consiste de 

un agente anti-angiogénico, un agente quimioterapéutico, y un 20 

agente anti-neoplásico. En un aspecto de la invención, el 

agente anti-neoplásico es cisplatino. 

La invención también se refiere a un método para 

tratar cáncer en un mamífero, que comprende administrar a tal 

mamífero en necesidad del mismo una cantidad efectiva del 25 
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compuesto en donde el cáncer se selecciona a partir del grupo 

que consiste de vejiga o mieloma múltiple. El método puede 

comprender además administrar otro tratamiento anti-

cancerígeno a tal mamífero en donde tal tratamiento anti-

cancerígeno se selecciona a partir del grupo que consiste de 5 

un agente anti-angiogénico, un agente quimioterapéutico, y un 

agente anti-neoplásico. En un aspecto, el agente anti-

neoplásico es cisplatino. 

Un aspecto de la invención es un método para tratar 

cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) medir el 10 

nivel de expresión del FGFR3 (SEQ ID NO 11) en una muestra 

tomada del paciente, en donde la muestra se selecciona a 

partir del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, 

orina, y tejido, y (2) administrar al paciente el compuesto 

si el nivel de expresión del FGFR3 está arriba del nivel de 15 

expresión del FGFR3 encontrado en una población de control. 

Un aspecto de la invención es un método para tratar 

cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 

determinar la presencia de una anomalía en una muestra tomada 

del paciente, en donde la anomalía es: (a) una mutación de  20 

FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde la mutación se selecciona a 

partir del grupo que consiste de S249C, R248C, Y373C, Y375C, 

y combinaciones de las mismas, (b) una fusión de FGFR3-TACC3, 

o (c) una combinación de (a) y (b), y en donde la muestra se 

selecciona a partir del grupo que consiste de sangre, suero, 25 
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plasma, orina, tejido, células tumorales, muestras de tejido 

tumoral, células tumorales de circulación, y ADN de 

circulación, y (2) administrar al paciente el compuesto si la 

anomalía está presente.  

Un aspecto de la invención es un método para tratar 5 

cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 

determinar la presencia de una mutación S249C del FGFR3 (SEQ 

ID NO 11) en una muestra tomada del paciente en donde la 

muestra se selecciona a partir del grupo que consiste de 

sangre, suero, plasma, orina, tejido, células tumorales, 10 

muestras de tejido tumoral, células tumorales de circulación, 

y ADN de circulación, y (2) administrar al paciente el 

compuesto si la mutación S249C está presente. 

Un aspecto de la invención es un método para tratar 

cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 15 

determinar la presencia de una mutación R248C del FGFR3 (SEQ 

ID NO 11) en una muestra tomada del paciente en donde la 

muestra se selecciona a partir del grupo que consiste de 

sangre, suero, plasma, orina, tejido, células tumorales, 

muestras de tejido tumoral, células tumorales de circulación, 20 

y ADN de circulación, y (2) administrar al paciente el 

compuesto si la mutación R248C está presente. 

Otro aspecto de la invención es un método para 

tratar cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 

determinar la presencia de una mutación Y373C del FGFR3 (SEQ 25 
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ID NO 11) en una muestra tomada del paciente en donde la 

muestra se selecciona a partir del grupo que consiste de 

sangre, suero, plasma, orina, tejido, células tumorales, 

muestras de tejido tumoral, células tumorales de circulación, 

y ADN de circulación, y (2) administrar al paciente el 5 

compuesto si la mutación Y373C está presente. 

Otro aspecto de la invención es un método para 

tratar cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 

determinar la presencia de una mutación Y375C del FGFR3 (SEQ 

ID NO 11) en una muestra tomada del paciente en donde la 10 

muestra se selecciona a partir del grupo que consiste de 

sangre, suero, plasma, orina, tejido, células tumorales, 

muestras de tejido tumoral, células tumorales de circulación, 

y ADN de circulación, y (2) administrar al paciente el 

compuesto si la mutación Y375C está presente. 15 

Otro aspecto de la invención es un método para 

tratar cáncer en un paciente, que comprende las etapas: (1) 

determinar la presencia de una fusión de FGFR3-TACC3 en una 

muestra tomada del paciente en donde la muestra se selecciona 

a partir del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, 20 

orina, tejido, células tumorales, muestras de tejido tumoral, 

células tumorales de circulación, y ADN de circulación, y (2) 

administrar al paciente el compuesto si la fusión del FGFR3-

TACC3 está presente. 

Un aspecto de la invención es un método para 25 
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determinar si un sujeto que tiene un cáncer es un candidato 

para el compuesto que comprende determinar ex vivo o in vitro 

el nivel de la expresión del FGFR3 (SEQ ID NO 11) en una 

muestra del sujeto, en donde la muestra se selecciona a 

partir del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, 5 

orina, y tejido, en donde un incremento en el nivel de 

expresión del FGFR3 ya comparado con el nivel de expresión 

del FGFR3 en un individuo que no sufre de cáncer, es 

indicativo de que el sujeto es un candidato para el 

compuesto. 10 

Otro aspecto es un método para determinar si un 

sujeto que tiene un cáncer es un candidato para el compuesto 

que comprende determinar ex vivo o in vitro la presencia de 

una anomalía en una muestra tomada a partir de un paciente, 

en donde la anomalía es: (1) una mutación del FGFR3 (SEQ ID 15 

NO 11) en donde la mutación se selecciona a partir del grupo 

que consiste de S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones 

de las mismas, (2) una fusión del FGFR3-TACC3, o (3) una 

combinación de (a) o (b), y en donde la muestra se selecciona 

a partir del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, 20 

orina, tejido, células tumorales, muestras de tejido tumoral, 

células tumorales de circulación, y ADN de circulación, y en 

donde una detección de la mutación es indicativa de que el 

sujeto es un candidato para el compuesto. 

Un aspecto de la invención es un método para 25 
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determinar si un sujeto que tiene un cáncer es un candidato 

para el compuesto, que comprende determinar ex vivo o in 

vitro la presencia de una mutación S249C del FGFR3 (SEQ ID NO 

11) en una muestra del sujeto, en donde la muestra se 

selecciona a partir del grupo que consiste de sangre, suero, 5 

plasma, orina, tejido, células tumorales, muestras de tejido 

tumoral, células tumorales de circulación, y ADN de 

circulación, en donde una detección de la mutación S249C es 

indicativa de que el sujeto es un candidato para el 

compuesto. 10 

Un aspecto de la invención es un método para 

determinar si un sujeto que tiene un cáncer es un candidato 

para el compuesto que comprende determinar ex vivo o in vitro 

la presencia de una mutación R248C del FGFR3 (SEQ ID NO 11) 

en una muestra del sujeto, en donde la muestra se selecciona 15 

a partir del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, 

orina, tejido, células tumorales, muestras de tejido tumoral, 

células tumorales de circulación, y ADN de circulación, en 

donde una detección de la mutación R248C es indicativa de que 

el sujeto es un candidato para el compuesto. 20 

Otro aspecto es un método para determinar si un 

sujeto que tiene un cáncer es un candidato para el compuesto 

que comprende determinar ex vivo o in vitro la presencia de 

una Y373C mutación del FGFR3 (SEQ ID NO 11) en una muestra 

del sujeto, en donde la muestra se selecciona a partir del 25 
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grupo que consiste de sangre, suero, plasma, orina, tejido, 

células tumorales, muestras de tejido tumoral, células 

tumorales de circulación, y ADN de circulación, en donde una 

detección de la mutación Y373C es indicativa de que el sujeto 

es un candidato para el compuesto. 5 

Otro aspecto es un método para determinar si un 

sujeto que tiene un cáncer es un candidato para el compuesto 

que comprende determinar ex vivo o in vitro la presencia de 

una mutación Y375C del FGFR3 (SEQ ID NO 11) en una muestra 

del sujeto, en donde la muestra se selecciona a partir del 10 

grupo que consiste de sangre, suero, plasma, orina, tejido, 

células tumorales, muestras de tejido tumoral, células 

tumorales de circulación, y ADN de circulación, en donde una 

detección de la mutación Y375C es indicativa de que el sujeto 

es un candidato para el compuesto. 15 

Otro aspecto es un método para determinar si un 

sujeto que tiene un cáncer es un candidato para el compuesto 

que comprende determinar ex vivo o in vitro la presencia de 

una fusión del FGFR3-TACC3 en una muestra del sujeto, en 

donde la muestra se selecciona a partir del grupo que 20 

consiste de sangre, suero, plasma, orina, tejido, células 

tumorales, muestras de tejido tumoral, células tumorales de 

circulación, y ADN de circulación, en donde una detección de 

la fusión del FGFR3-TACC3 es indicativa de que el sujeto es 

un candidato para el compuesto. 25 
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Como se usa en la presente, el término “antígeno” 

incluye una proteína localizada en una superficie celular. 

Los antígenos pueden incluir polipéptidos, carbohidratos, 

ácidos nucleicos, lípidos, haptenos u otros compuestos 

sintéticos o que se originan naturalmente. Preferiblemente, 5 

el antígeno es un polipéptido o proteína plegada. Los 

ligandos específicos se unen a la proteína o receptor, 

iniciando la transducción de la señal y un cambio en la 

actividad celular. Los anticuerpos también pueden unirse al 

antígeno el cual puede bloquear la unión del ligando y la 10 

transducción de la señal resultante. Los términos antígeno, 

“receptor,” “objetivo” o “antígeno objetivo” son usados de 

manera intercambiable en la presente. 

Como se usa en la presente, el término “anomalía” 

incluye cualquier cambio en la secuencia del antígeno que se 15 

desvía de aquel que es de tipo nativo, estándar, normal o 

esperado. Los anticuerpos incluyen anomalías genéticas. Las 

anomalías incluyen mutaciones de todos los tipos y fusiones. 

Como se usa en la presente, el término “mutación” 

incluye cambios en la secuencia de nucleótido del genoma que 20 

incluye cambios en la secuencia de aminoácido del antígeno.  

Como se usa en la presente, el término “fusión” 

incluye proteínas creadas a través de la unión de dos o más 

genes los cuales originalmente codifican para proteínas 

separadas. Los genes de fusión son comúnmente creados cuando 25 
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una translocación cromosomal reemplaza exones de un gen con 

exones intactos de un segundo gen. Esto crea un gen único el 

cual puede ser transcrito, dividido, y traducido para 

producir una proteína de fusión funcional. 

La sobre expresión del FGFR3 de tipo nativo es 5 

suficiente para inducir la transformación oncogénica. La 

activación aberrante que resulta en actividad independiente 

del ligando, constitutiva del FGFR3 (SEQ ID NO: 11), a través 

de la mutación, ha sido directamente ligada al cáncer. Las 

mutaciones identificadas incluyen S249C, R248C, Y373C, y 10 

Y375C. Varias proteínas de fusión que dividen exones del 

FGFR3 objetivo con exones de la proteína espiralada de la 

espiral acídico de transformación 3 (TACC3), como se usa en 

la presente como “fusión FGFR3-TACC3” ha sido identificada en 

numerosos cánceres. Estas mutaciones y algunas fusiones como 15 

se observan en la Tabla 5 considerando hipersensibilidad del 

FGFR3 y de este modo más receptivo al conjugado de la 

presente invención.  

Como se usa en la presente, el término 

“sobreexpresión” incluye la expresión excesiva de un gen en 20 

donde el gen produce un nivel elevado de su producto que 

incluye uno o más receptores, los cuales están asociados con 

la incrementada activación y señalización del receptor. Un 

cáncer el cual “sobreexpresa” un receptor antigénico es uno 

el cual tiene niveles significantemente superiores del 25 
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receptor en la superficie celular ya comparado con células no 

cancerosas del mismo tejido. La sobreexpresión del receptor 

puede ser determinada en un ensayo de diagnóstico o 

pronóstico evaluando niveles incrementados de la proteína del 

receptor presente en la superficie de la célula mediante un 5 

ensayo de inmunohistoquímica (IHC), o midiendo los niveles 

del ácido nucleico de terminación del receptor en la célula 

mediante hibridización in situ fluorescente (FISH), manchado 

southern, manchado northern, o reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR).  10 

La sobreexpresión no es un límite finito sino 

preferiblemente uno continuo. La expresión de la superficie 

celular del receptor o densidad de superficie celular del 

receptor relativa puede ser medida por intensidad de 

fluorescencia mediana (MFI). Por ejemplo la expresión de la 15 

superficie celular del FGFR3 se presenta en 11,000 receptores 

en la línea de células de cáncer de vejiga BFTC-905 (tipo 

nativa) y 16,000 receptores del FGFR3 en la línea de células 

de tumor de vejiga RT112 (receptores de fusión FGFR3-TACC3 y 

tipo nativo). (Véase Tabla 5.)  Kadcyla®, también conocido 20 

como TDM1, uno de los dos conjugados aprobados en los Estados 

Unidos, dirige a HER-2 el cual promedia 2 millones de 

receptores en tumores metastásicos de mama. (Lohrisch, et 

al., Seminars in Oncology, Vol 28, No 6, Suppl 18: 3-11 

(2001)). Aunque el FGFR3 puede ser sobreexpresado, la 25 



23 

 

cantidad de la expresión de la proteína del FGFR3 es moderada 

y la expresión diferencial del tumor normal no es tan 

significante cuando se compara con las cantidades de otras 

proteínas relacionadas con cáncer, tales como HER-2, las 

cuales son consideradas altamente sobreexpresadas.  5 

El término “conjugado” como se usa en la presente 

se refiere a una porción de fármaco o un derivado del mismo 

que está ligado a un agente de unión celular (por ejemplo, un 

anticuerpo o fragmento del mismo) y se define por una fórmula 

genérica: (D—L)n—R, en donde D es la porción de fármaco, L es 10 

enlazador, R es el agente de unión celular que comprende un 

anticuerpo o fragmento de anticuerpo y n es un número entero 

el cual identifica el número de porciones de fármaco y 

enlazadores unidos a cada agente de unión celular. Un 

conjugado también se conoce como un “inmunoconjugado”, un 15 

“conjugado de fármaco de anticuerpo” o un “ADC”. 

El conjugado de la presente invención es un 

conjugado de maitansinoide-anticuerpo monoclonal formado por 

la unión covalente de los residuos de lisina disponibles en 

el anticuerpo anti-FGFR3 (Anticuerpo 1), a enlazadores 20 

desdoblables (sulfo-SPDB) con el maitansinoide activo (DM4) 

unido al enlazador mediante una unión de disulfuro. 

Los conjugados son compuestos que son ajustados 

para dirigir una población celular específica y suministrar 

una citotóxica potente dentro de la célula. Un conjugado 25 
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puede ser considerado un profármaco en que cuando se 

administra, es esencialmente no tóxico hasta que es 

internalizado en la célula anormal.  

La carga promedio para una muestra de un conjugado 

es referida en la presente como la DAR, relación 5 

maitansinoide a anticuerpo “MAR” o “carga de fármaco”. La 

DAR, como se usa en la presente, se refiere al número de 

moléculas de fármaco (por ejemplo, un maitansinoide) que 

están ligadas o unidas a un agente de unión celular (por 

ejemplo, un anticuerpo anti-FGFR3). Mientras la DAR tiene un 10 

valor exacto para una molécula de conjugado específica (por 

ejemplo, n en la Fórmula (I)), se entiende que el valor a 

menudo será un valor promedio cuando se usa para describir 

una muestra que contiene muchas moléculas, debido a la 

presencia de diferentes moléculas de conjugado que tienen 15 

diferentes relaciones de fármaco a anticuerpo. En un aspecto 

el número de moléculas de fármaco que pueden ser unidos a un 

agente de unión celular puede promediar desde aproximadamente 

1 hasta aproximadamente 10. En un aspecto de la invención, la 

DAR promedia 2 hasta 8. En otros aspectos de la invención, la 20 

DAR promedia 2 hasta 5. En aún otro aspecto de la invención, 

la DAR promedia 3 hasta 5. En aún otro aspecto de la 

invención, la DAR promedia 3 hasta 4. En algunos aspectos, 

una DAR de ‘aproximadamente n’ significa que el valor medido 

de DAR está dentro de n ± 0.5. En un aspecto de la invención, 25 
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la DAR promedia 3.5 ± 0.5. La actividad anti-tumoral del 

conjugado puede ser más eficaz como se compara con una carga 

de fármaco de un número disminuido de fármacos ligados al 

mismo agente de unión celular, mientras se incrementa el 

número de fármacos ligados puede mejorar la potencia, pero en 5 

el costo de propiedades farmacocinéticas alteradas por agente 

de unión celular. El método usado para conjugación y la 

metodología y técnicas para medir y calcular la DAR puede 

impactar el valor de DAR del compuesto.  

La consistencia y reproductibilidad del DAR asegura 10 

el suministro de una dosis y farmacocinéticas consistentes 

para un ADC especificado. Una DAR baja puede resultar en el 

desarrollo de un conjugado con actividad citotóxica inferior. 

Sin embargo, una DAR alta puede afectar la afinidad al 

receptor, unión al receptor y actividad de bloqueo así como 15 

también la estabilidad del conjugado in vivo.  

Como se usa en la presente, el término “toxina” es 

cualquier sustancia capaz de tener un efecto adverso en el 

crecimiento o proliferación de una célula, resultando en la 

muerte celular de una célula, induciendo muerte celular, o en 20 

alguna manera disminuyendo la viabilidad celular. Como se usa 

en la presente, el término “citotoxina” o “agentes 

citotóxicos” incluye toxinas que son activadas en el 

citoplasma.  

Como se usa en la presente, los términos “porción 25 
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de fármaco”, “fármaco” o “carga útil” incluye toxinas, 

citotoxinas o agentes citotóxicos. Un tipo de porción de 

fármaco incluye la clase de maitansina de compuestos.  

Como se usa en la presente, el término 

“maitansinoides”, incluye compuestos dirigidos al microtúbulo 5 

de la citotoxina que inhiben la proliferación de células en 

la mitosis. Este incluye N2′-desacetil-N-2′(4-metil-4-

mercapto-1-oxopentil)-maitansina, conocida como “DM4” 

(Fórmula II):     

 10 

 

 

 

 

(II) 15 

Los maitansinoides son mostrados por ser 100 hasta 

1000 veces más citotóxicos que los agentes quimioterapéuticos 

del cáncer convencionales. Aunque los maitansinoides 

altamente eficaces han probado ser también tóxicos cuando se 

administran a pacientes sistémicamente en ensayos de Fase 1. 20 

Sin embargo, cuando se administran como parte de un 

tratamiento objetivo tal como un conjugado, la naturaleza 

altamente citotóxica de los maitansinoides es suministrada 

directamente a células aberrantes o dañadas de este modo 

mitigando los efectos sistémicos, tóxicos en células sanas en 25 
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el cuerpo que no expresan en objetivo o antígeno. La ventaja 

es las dos partes. Primero, la citotoxicidad mayor permite la 

muerte celular más eficiente y viabilidad celular disminuida. 

Segundo, la mayor citotoxicidad puede permitir dosificaciones 

inferiores ser administradas con los mismos resultados con la 5 

célula. Esto proporciona una opción terapéutica más potente 

para pacientes con un espectro de evento adverso reducido.   

Como se usa en la presente, el término “porción 

enlazadora” o “enlazador” se refiere a una porción química 

que actúa como un agente de unión que contacta un agente de 10 

unión celular a una porción de fármaco. Más específicamente, 

una porción enlazadora comprende un enlace covalente o átomos 

que unen covalentemente un agente de unión celular a una 

porción de fármaco. El enlazador puede ser cualquier 

compuesto puenteado que permite la liberación metabólica de 15 

la carga útil dentro de las células de cáncer y algunos 

promueven la eliminación celular transeúnte dependiente del 

metabolito subsecuente. Los enlazadores pueden ser 

susceptibles a, o ser sustancialmente resistentes a 

desdoblamiento inducido por ácido, desdoblamiento inducido 20 

por luz, desboblamiento inducido por peptidasa, 

desdoblamiento inducido por esterasa, y desdoblamiento de 

enlace de disulfuro, a condiciones bajo las cuales el 

compuesto o el anticuerpo permanece activo.  

La porción de fármaco, por ejemplo, está ligada al 25 
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agente de unión celular, en la presente invención el 

Anticuerpo 1, el anticuerpo anti-FGFR3 del conjugado, a 

través de un enlace disulfuro. La molécula enlazadora o 

agente de reticulación comprende un grupo químico reactivo 

que puede reaccionar con residuos de lisina u otros residuos 5 

del agente de unión celular. El grupo químico reactivo para 

reacción con el agente de unión celular puede ser N-

succinimidil ésteres y N-sulfosuccinimidil ésteres. 

Adicionalmente la molécula enlazadora comprende un grupo 

químico reactivo, el cual puede ser un grupo ditiopiridilo 10 

que puede reaccionar con la porción de fármaco para formar un 

enlace disulfuro. 

Por ejemplo, el agente de unión celular puede ser 

modificado con reactivos de reticulación y el agente de unión 

celular que contiene grupos tiol protegidos o libres de este 15 

modo derivado, entonces se hacen reaccionar con un 

maitansinoide que contiene disulfuro o tiol para producir 

conjugados. Los conjugados pueden ser purificados por 

cromatografía, que incluyen pero no se limitan a HPLC, 

exclusión de tamaño, adsorción, intercambio iónico y captura 20 

de afinidad, diálisis o filtración de flujo tangencial. 

Sulfo-SPDB o sSPDB (los cuales son usados 

intercambiablemente en la presente), 4-(2-piridilditio)-2-

sulfobutanoato de N-succinimidilo, Fórmula III, es un 

enlazador desdoblable que permite al conjugado ser desdoblado 25 
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dentro de la célula objetivo en el citosol debido al ambiente 

intracelular de reducción. Fórmula III: 

 

 

 5 

 

(III) 

Como un enlazador desdoblable, el sulfo-SPDB 

permite la eliminación celular transeúnte mejorada por el 

fármaco libre dado por el procesamiento metabólico del 10 

conjugado para generar DM4, y S-metil-DM4. En la presente 

invención, el anticuerpo del conjugado se conecta al 

enlazador mediante un residuo de lisina expuesto a la 

superficie libre el cual a su vez se enlaza a la citocina del 

conjugado mediante un grupo tio. Cuando se conjuga con un 15 

maitansinoide, el metabolito cargado tiene hidrofobicidad 

disminuida, la cual disminuye la actividad de las bombas de 

flujo de salida del MDR y de este modo proporciona una 

oportunidad para la eliminación celular incrementada mediante 

la resistencia a fármacos múltiples específica del MDR-1 20 

disminuida.  

Como se usa en la presente, la expresión “ligado a 

un agente de unión celular” o “ligado a un anticuerpo o 

fragmento anti-FGFR3”, se refiere a la molécula conjugada que 

comprende al menos un fármaco derivado unido a un agente de 25 



30 

 

unión celular, por ejemplo, anticuerpo anti-FGFR3 del 

Conjugado 1 mediante un grupo enlazante adecuado, o un 

precursor del mismo. 

Las trayectorias metabólicas para los conjugados 

varían, sin embargo, después de la internalización por 5 

células objetivo. Los conjugados de maitansinoides sufren 

degradación rápida del componente de unión celular en el 

lisosoma de pH bajo, resultando en la liberación de los 

productos metabólicos a partir del fármaco maitansinoide que 

está unido mediante el enlazador a un aminoácido (un residuo 10 

de lisina) del agente de unión celular. En el caso de un 

conjugado ligado al disulfuro, tal como sulfo-SPDB-DM4, el 

residuo de lisina modificada por maitansinoide sufre 

reducción de disulfuro para liberar el fármaco que contiene 

tiol, el cual puede entonces sufrir metilación, 15 

presumiblemente catalizada por una enzima de metiltransferasa 

intracelular para dar el S-metil-maitansinoide altamente 

potente (S-metil-DM4) o puede simplemente resultar en la 

producción de maitansina no modificada (DM4). Este fármaco 

liberado es capaz de difundirse fuera de la célula y reducir 20 

la viabilidad de las células vecinas mediante lo que se ha 

definido y descrito como un efecto transeúnte. Dada la 

heterogeneidad objetivo observada para la mayoría de los 

receptores de la superficie celular, el fenómeno “transeúnte” 

puede ser un mecanismo importante de eliminación de células 25 
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in vivo debido a que todas las células en una población 

tumoral pueden no expresar el antígeno al mismo grado. 

Como se usa en la presente, el término “anticuerpo” 

incluye moléculas de inmunoglobulina que comprenden cuatro 

cadenas de polipéptido, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas 5 

ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Las 

cadenas individuales pueden plegarse en dominios que tienen 

tamaños similares (110-125 aminoácidos) y estructuras, pero 

diferentes funciones. El anticuerpo puede ser abreviado en la 

presente como “Ab”. 10 

La cadena ligera comprende un dominio variable 

(descrito en la presente como VL) y/o un dominio constante 

(abreviado en la presente como CL). Las cadenas ligeras de 

anticuerpos humanos (inmunoglobulinas) son ya sea cadenas 

ligeras kappa (K) o cadenas ligeras lambda (λ). La expresión 15 

VL, como se usa en la presente, está propuesta para incluir 

tanto regiones variables de las cadenas ligeras tipo kappa 

(VK) como regiones ligeras de tipo lambda (Vλ). La cadena 

pesada también puede comprender un dominio variable 

(abreviado en la presente como VH) y/o, dependiendo de la 20 

clase o isotipo del anticuerpo, tres o cuatro dominios 

constantes (CH1, CH2, CH3 y CH4) (abreviados colectivamente 

en la presente como CH). En humanos, los isotipos son IgA, 

IgD, IgE, IgG, e IgM, con IgA e IgG además subdivididos en 

subclases o subtipos (IgA1-2 e IgG1-4). La presente invención 25 
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incluye anticuerpos de cualquiera de las clases o subclases 

mencionadas anteriormente. El IgG1 humano es el isotipo 

preferido para los anticuerpos del conjugado de la presente 

invención. 

Tres regiones, llamadas regiones hipervariables o 5 

determinantes de complementariedad (CDRs), se encuentran en 

cada una de las VL y VH, las cuales están soportadas por 

regiones menos variables llamadas de armazón (abreviadas en 

la presente como FR). Los aminoácidos son asignados a un 

dominio o región del CDR particular de conformidad con la 10 

convención de Kabat (Kabat, et al., Sequences of Proteins of 

Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of 

Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 

(1991)), convención de Chothia (Chothia, et al., J Mol Biol. 

1987; 196: 901–917. Chothia, et al., Nature. 1989; 342: 877–15 

883), y/u software de modelación de anticuerpo de AbM 

Molecular Oxford (http://www.bioinf.org.uk/abs/). Cada VH y 

VL está compuesto de tres CDRs y cuatro FR, arregladas del 

término amino al término carboxi en el siguiente orden: FR1-

CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. La porción de un anticuerpo que 20 

consiste de dominios VL y VH es designada Fv (Fragmento 

variable) y constituye el sitio de unión al antígeno. El Fv 

de cadena única (scFv) es un fragmento de anticuerpo que 

contiene un dominio VL y un dominio VH en una cadena de 

polipéptido, en donde el N-término de un dominio y el C-25 
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término del otro dominio están unidos por un enlazador 

flexible.  

El Anticuerpo 1, el agente de unión celular del 

conjugado de la presente invención es un anticuerpo 

monoclonal que tiene una cadena ligera lambda (λ). La 5 

estructura del anticuerpo del Conjugado 1 contiene el número 

típico de aproximadamente 100 residuos laterales de lisina 

libres en posiciones que permiten la conjugación con mínimo 

impedimento estérico. Es altamente específica a ambas formas 

de división del FGFR3 (FGFR3(IIIb) y FGFR3(IIIc)) y es 10 

internalizada después del enlace al FGFR3. Sin embargo, el 

Anticuerpo 1 tiene un punto isoeléctrico ligeramente inferior 

(pI) que la mayoría de los anticuerpos los cuales pueden 

afectar la estabilidad así como también los procesos de 

conjugación. Adicionalmente, el Anticuerpo 1 induce la 15 

degradación del receptor después de la unión al receptor del 

FGFR3 lo cual es en general visto como una desventaja. Con su 

pI inferior y cadena ligera lambda, el Anticuerpo 1 imparte 

retos únicos al compuesto. Debido a los cambios con la 

inestabilidad el conjugado ha probado ser de manera 20 

sorprendente, eficaz.  

El término “aislado” se refiere a un anticuerpo, 

proteína, péptido o ácido nucleico el cual está libre o 

sustancialmente libre de otras especies macromoleculares 

encontradas en un ambiente celular. “Sustancialmente libre”, 25 
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como se usa en la presente significa que el péptido de 

proteína o ácido nucleico de interés comprende más de 80% (en 

una base molar) de las especies macromoleculares presentes, 

preferiblemente más de 90% y más preferiblemente más de 95%. 

Ejemplos de anticuerpos “aislados” incluyen un anticuerpo que 5 

ha sido purificado de afinidad, un anticuerpo que ha sido 

elaborado por un hibridoma u otra línea celular in vitro, y 

un anticuerpo humano derivado de un ratón transgénico.  

El término “anticuerpo desnudo,” como se usa en la 

presente, se refiere a un material de anticuerpo no 10 

conjugado.  

El término “anticuerpo monoclonal”, como se usa en 

la presente, se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de 

una población de anticuerpos sustancialmente homogéneos, por 

ejemplo, los anticuerpos individuales que comprenden la 15 

población son sustancialmente idénticos excepto por las 

mutaciones posibles que se originan naturalmente o 

variaciones menores post-traduccionales que pueden estar 

presentes. Los anticuerpos monoclonales son altamente 

específicos, son dirigidos contra un sitio antigénico único 20 

(también conocido como determinante o epítopo). Además, 

contrario a las preparaciones convencionales de anticuerpo 

(policlonal) las cuales típicamente incluyen diferentes 

anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes, cada 

anticuerpo monoclonal se dirige contra un determinante único 25 
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en el antígeno. El modificador “monoclonal” indica el 

carácter del anticuerpo siendo obtenido a partir de una 

población sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no está 

siendo construido como requerir la producción del anticuerpo 

por cualquier método particular. El anticuerpo molecular 5 

puede ser abreviado en la presente como “mAb.” 

El término “anticuerpo humano”, como se usa en la 

presente, incluye anticuerpos que tienen regiones variables y 

constantes que corresponden a secuencias de inmunoglobulina 

de línea germinal humana (como se describe en Kabat et al., 10 

supra). Los anticuerpos humanos del conjugado de la presente 

invención pueden incluir residuos de aminoácido no 

codificados por secuencias de inmunoglobulina de línea 

germinal (por ejemplo, mutaciones introducidas por 

mutagénesis de sitio específico o aleatoria in vitro o por 15 

mutación somática in vivo), por ejemplo en las CDRs. El 

anticuerpo humano puede tener al menos una posición 

reemplazada con un residuo de aminoácido, por ejemplo, un 

residuo de aminoácido que mejora la actividad la cual no es 

codificada por la secuencia de inmunoglobulina de línea 20 

germinal humana. Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, 

como se usa en la presente, no está propuesto para incluir 

anticuerpos en los cuales las secuencias de CDR derivadas de 

la línea germinal de otras especies de mamífero, tal como un 

ratón, han sido injertadas sobre las secuencias de armazón 25 
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humana. Los métodos para producir un “anticuerpo humano”, 

como se usan en la presente, no están propuestos para incluir 

anticuerpos producidos en un ser humano.  

La frase “anticuerpo humano recombinante” incluye 

anticuerpos humanos que son preparados, expresados, creados o 5 

aislados por medios recombinantes, tales como anticuerpos 

expresados usando un vector de expresión recombinante 

transfectado en una célula hospedera, anticuerpos aislados a 

partir de un recombinante, biblioteca de anticuerpo humano 

combinatorial, anticuerpos aislados a partir de un animal que 10 

es transgénico para genes de inmunoglobulina humana, o 

anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por 

cualquiera de otros medios que involucran división de 

secuencias de gen de inmunoglobulina humana a otras 

secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes 15 

tienen regiones variables y constantes derivadas de las 

secuencias de inmunoglobulina de línea germinal humana.  

De este modo, los anticuerpos del conjugado en la 

presente invención incluyen, pero no se limitan a, 

anticuerpos aislados, anticuerpos humanos, anticuerpos 20 

humanizados, anticuerpos humanos recombinantes, anticuerpos 

monoclonales, porciones especificadas y variantes de los 

mismos; cada uno contiene al menos una CDR. 

La especificidad de los anticuerpos o fragmentos de 

los mismos puede ser determinada con base en la afinidad. La 25 
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afinidad, representada por la constante de equilibrio para la 

disociación de un antígeno con un anticuerpo (KD), mide la 

resistencia a la unión entre un determinante antigénico y un 

sitio de unión al anticuerpo. La afinidad puede ser medida 

por ejemplo, por resonancia de plasmó de superficie. 5 

Los anticuerpos, o fragmentos de los mismos de la 

invención, se unen a un epítopo del FGFR3 localizado en los 

segmentos del dominio extracelular (posteriormente referido 

simplemente como “dominios” o “ECD”). El término “epítopo” 

como se usa en la presente se refiere a sitios 10 

tridimensionales, discretos, en un antígeno que son 

reconocidos por los anticuerpos de la invención.  

Además de los anticuerpos descritos específicamente 

en la presente, otros anticuerpos modificados 

“sustancialmente homólogos” pueden ser fácilmente diseñados y 15 

manufacturados utilizando varias técnicas de ADN recombinante 

bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Por 

ejemplo, las regiones de armazón pueden variar desde las 

secuencias nativas al nivel de estructura primaria por varias 

sustituciones, adiciones terminales e intermediarias y 20 

supresiones de aminoácido, y similares. Sin embargo, una 

variedad de diferentes regiones de armazón puede ser usada 

individualmente o en combinación como una base para las 

inmunoglobulinas humanizadas incluidas en la presente 

invención. En general, las modificaciones de los genes pueden 25 
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ser fácilmente realizadas por una variedad de técnicas bien 

conocidas, tales como mutagénesis de sitio dirigido.  

La presente invención incluye secuencias de ácido 

nucleico que codifican un componente de anticuerpo anti-FGFR3 

de la cadena pesada del conjugado, que comprende cualquiera 5 

de las regiones de VH o una porción de las mismas, o 

cualquiera de las CDR de VH, que incluyen cualquiera de las 

variantes de la misma, como se describe en la presente. El 

componente de anticuerpo del conjugado de la presente 

invención incluye anticuerpos que comprenden las mismas 10 

regiones CDR del Anticuerpo 1, y/o la misma región variable 

de cadena ligera y/o región variable de cadena pesada del 

Anticuerpo 1.   

Los anticuerpos del Conjugado 1 pueden ser 

producidos por métodos conocidos en la técnica. Estos métodos 15 

incluyen el método inmunológico descrito por Kohler and 

Milstein, Nature 256: 495-497 (1975); Laboratory Techniques 

in Biochemistry and Molecular Biology, Volume 13 (Burdon et 

al. eds., Elsevier Science Publishers, Amsterdam) en 

Monoclonal Antibody Technology, The Production and 20 

Characterization of Rodent and Human Hybridomas (Campbell 

ed., 1984); así como también por el método de ADN 

recombinante descrito por Huse et al., Science 246: 1275-1281 

(1989). Los anticuerpos del Conjugado 1 también pueden ser 

obtenidos a partir de bibliotecas que portan combinaciones de 25 
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dominios VH y VL en la forma del fragmento de unión del 

antígeno o scFv (Fab). Los dominios VH y VL pueden ser 

codificados por nucleótidos que son sintéticos, parcialmente 

sintéticos, o naturalmente derivados. La presente invención 

puede ser elaborada por bibliotecas de despliegue de fago que 5 

portan fragmentos de anticuerpo humano. Otras fuentes de 

anticuerpos humanos son ratones transgénicos diseñados por 

ingeniería para expresar los genes de inmunoglobulina humana. 

Se entiende que los residuos de aminoácido que son 

determinantes primarias de unión de anticuerpos de dominio 10 

único pueden estar dentro de Kabat, Chothia, AbM, o una 

combinación de los mismos definidos como CDRs, pero pueden 

incluir otros residuos también, tales como, por ejemplo, 

residuos que podrían de otro modo ser enterrados en la 

interfaz de VH-VL de un heterodímero de VH-VL. 15 

Las células hospederas preferidas para 

transformación de vectores y expresión de los anticuerpos del 

Conjugado 1 son células de mamífero, por ejemplo, células NS0 

(células de mieloma de ratón (0) no secretantes), células 

293, SP20 y CHO y otras líneas de células de origen linfoide 20 

tales como linfoma, mieloma, o células de hibridoma. Otros 

hospederos eucarióticos, tales como levaduras, pueden ser 

alternativamente usados. 

Los anticuerpos pueden ser aislados o purificados 

por cualquier método conocido en la técnica, que incluye 25 
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precipitación por sulfato de amonio o sulfato de sodio 

seguido por diálisis contra salina, cromatografía de 

intercambio iónico, cromatografía de afinidad o 

inmunoafinidad, así como también filtración en gel o 

electroforesis de zona. Un método preferido de purificación 5 

para los anticuerpos del Conjugado 1 es cromatografía de 

afinidad de la Proteína A. 

Los Maitansinoides pueden ser sintetizados por 

técnicas que incluyen, pero no se limitan a, aquellas 

detalladas en las Patentes Estadounidenses Nos. 7,432,088, 10 

7,301,019, 7,598,375, RE39,151 y 7,411,063.  

Los conjugados de la presente invención pueden ser 

preparados por una variedad de métodos conocidos en la 

técnica, tales como aquellos descritos en las Patentes 

Estadounidenses Nos. 7,811,572, 8,383,122, 6,441,163, 15 

7,368,565, 7,811,572, 8,163,888, y publicaciones de solicitud 

Estadounidense 2011/0003969, 2011/0166319, 2012/0253021 y 

2012/0259100.  

Una forma alternativa para preparar los conjugados 

de la presente invención es concentrar el anticuerpo a 30 20 

mg/mL y diafiltrar en el amortiguador de reacción (50 mM de 

EPPS, 20mM de cloruro de sodio, 2 mM de EDTA, pH 8.2) por 10 

diavolúmenes, y se concentró además a 45 g/L. Una relación 

molar 1.2 de DM4 (12mM) con relación a sulfo-SPDB (10 mM) se 

hizo reaccionar con una relación molar de 4.68 de sulfo-SPDB 25 
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con relación al anticuerpo en 167 mM de EPPS, 66.7 mM de 

NaCl, 2 mM de EDTA, pH 8.2 y 70.0% (v/v) de DMA. La reacción 

in situ se llevó a cabo por 10 ± 4 horas a 20 ± 3°C, después 

se agregó al anticuerpo con DMA para lograr una concentración 

final de anticuerpo de 20 mg/mL en 50 mM de EPPS, 20mM de 5 

NaCl, 2 mM de EDTA, pH 8.2 ± 0.2 y 5.0% de DMA (v/v). La 

reacción de conjugación se llevó a cabo a 20.0 ± 3.0°C por 16 

± 8 horas. Después de la reacción, la mezcla de conjugación 

se ajustó a pH rápidamente a 5.0 por adición de 6.5% (v/v) de 

ácido acético 1M. La mezcla de pH ajustado se concentró a 20 10 

mg/mL, y se diafiltró contra el amortiguador de formulación 

basal (10 mM de Acetato, pH 5.0 ± 0.1) por 16 diavolúmenes. 

El conjugado purificado se formuló a 5.0 mg/mL en 10 mM de 

Acetato, 9% (p/v) de Sacarosa, 0.01% (p/v) de Polisorbato-20 

(Tween-20), pH 5.0, usando soluciones base concentradas de 15 

sacarosa (45%, p/v) y polisorbato-20 (10%, p/v). 

El número de moléculas maitansinoides unidas por 

molécula de anticuerpo puede ser determinado midiendo 

espectrofotométricamente la relación de la absorbancia a 252 

nm y 280 nm. La espectrometría de masas permite ser 20 

monitoreada la reproducibilidad del proceso de conjugación. 

El número promedio de moléculas maitansinoides al anticuerpo 

puede ser, por ejemplo, 1 - 10, 2 - 8, 2 - 5, 3 - 5, 3 - 4, o 

3.5 ± 0.5. 

Para producir un producto conjugado comercialmente 25 
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viable, el proceso de conjugación e intercambio de 

amortiguador debe ser eficiente. Durante el desarrollo del 

Conjugado 1, se encontró que el compuesto tiene cambios de 

solubilidad y tiende a precipitar de la solución cuando se 

utilizan amortiguadores de conjugación comúnmente usados. Los 5 

factores tales como la carga de superficie pura y el punto 

isoeléctrico (pI) (el punto donde la molécula es neutral o no 

tiene carga pura), pueden alterar la solubilidad de la 

molécula y pueden crear un problema de estabilidad resultando 

en precipitación. Numerosos intentos usando una variedad de 10 

métodos resultan en material conjugado que incluye agregados 

y precipitación. Los niveles de tolerancia de agregación y 

precipitación dependen del uso del compuesto; los niveles de 

tolerancia son a menudo inferiores para materiales propuestos 

para ensayos clínicos o producción comercial. Se desconoce 15 

cuáles característica, o características del Conjugado 1 

pueden haber causado estos problemas. Para el Conjugado 1, la 

conjugación a pH básico probó ser estimulante debido a la 

diferencia en intensidad iónica requerida para mantener la 

solubilidad del anticuerpo y conjugado en el pH de la 20 

reacción y el pH de la formulación. Específicamente, el 

Anticuerpo 1 precipita en amortiguador de baja intensidad 

iónica a pH básico usado para la reacción, mientras el 

Conjugado 1 precipita en amortiguador de alta intensidad 

iónica, a un pH acídico usado para la formulación del 25 
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conjugado. El amortiguador de conjugación requiere suficiente 

intensidad iónica para permitir el intercambio de 

amortiguador del Anticuerpo 1 en el amortiguador de reacción 

a pH básico, pero bastante bajo para permitir el intercambio 

de amortiguador del Conjugado 1 en amortiguador de 5 

formulación a pH acídico. Alternativamente, la dilución de la 

mezcla de reacción puede ser usada para reducir la intensidad 

iónica al nivel requerido. Eventualmente, después del diseño 

por ingeniería significante, se encontró que el Conjugado 1 

requiere un balance entre el pH y la sal para que la reacción 10 

vaya a terminación para generar un compuesto estable y activo 

que no precipita de la solución ni requiere otros aditivos o 

técnicas menos deseables para mantener la solubilidad.  

Los conjugados comprendidos de la carga útil de 

maitansina pueden ser evaluados por su capacidad para 15 

suprimir o eliminar células proliferantes mediante la 

actividad mediada por el objetivo y/o no específicamente in 

vitro. Por ejemplo, las líneas celulares tales como NCI-H226, 

NCI-H292, y NCI-H322M, pueden ser fácilmente usadas para la 

evaluación de citotoxicidad no objetivo del conjugado. Las 20 

células a ser evaluadas pueden ser expuestas a los compuestos 

por 4 hasta 5 días y las fracciones supervivientes de las 

células medidas en ensayos directos por métodos conocidos. 

Los valores IC50 pueden entonces ser calculados a partir de 

los resultados de los ensayos. La actividad citotóxica 25 
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mediada por el objetivo del Conjugado 1 también puede ser 

evaluada usando líneas de células que expresan diferentes 

niveles del antígeno del FGFR3.  

En algunos aspectos, los conjugados son capaces de 

reducir el volumen del tumor como se mide por % de T/C como 5 

se define más completamente abajo.  

Un método para tratar el crecimiento del tumor en 

un mamífero administrando al mamífero una dosis eficaz de un 

conjugado, también se proporciona por la presente invención. 

Las condiciones adecuadas para tratamiento de conformidad con 10 

la presente invención involucran células tumorales que 

expresan preferencialmente el FGFR3. Mientras no se pretenda 

ser ligado por cualquier mecanismo particular, los presentes 

métodos se proporcionan para el tratamiento del crecimiento 

de células de cáncer que incluyen por ejemplo, aquellas en 15 

las cuales el crecimiento neoplásico, metástasis ósea, 

rechazo al trasplante de órgano o un trastorno inmune tal 

como una enfermedad autoinmune, las cuales son accionadas por 

o involucran la expresión del FGFR3. 

“Tratamiento” o “tratar,” en el contexto de la 20 

presente invención, se refiere a tratamiento terapéutico que 

incluye reducir, disminuir o invertir el proceso de la 

condición fundamental o cambio fisiológico indeseado asociado 

con una enfermedad o trastorno, o aliviar los síntomas 

clínicos de una condición. Los resultados clínicos benéficos 25 
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o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio de los 

síntomas, disminución de la extensión de una enfermedad o 

trastorno, estabilización de una enfermedad o trastorno (es 

decir, donde la enfermedad o trastorno no empeoran), retardo 

o disminución del progreso de una enfermedad o trastorno, 5 

alivio o paliación de la enfermedad o trastorno, y remisión 

(sea parcial o total) del trastorno o enfermedad, sea 

detectable o no detectable. El tratamiento también puede 

significar prolongar la supervivencia ya comparada con la 

supervivencia esperada si no recibe tratamiento. Aquellos en 10 

necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con la 

enfermedad. En un aspecto, la presente invención puede ser 

usada como un medicamento. 

En los métodos de la presente invención, una 

cantidad terapéuticamente efectiva de un conjugado de la 15 

invención se administra a un mamífero o paciente en necesidad 

del mismo. Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas de 

la invención pueden incluir una cantidad terapéuticamente 

efectiva de un conjugado de la invención. Una “cantidad 

terapéuticamente efectiva” o “dosis efectiva” se refiere a 20 

una cantidad efectiva, a dosificaciones y por periodos de 

tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico 

deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del conjugado 

puede variar de conformidad con los factores tales como el 

estado de enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la 25 
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capacidad del conjugado para provocar una respuesta deseada 

en el individuo. Otros factores incluyen administración, 

sitio objetivo, estado fisiológico del paciente, si el 

paciente es un humano o un animal, y otras medicaciones 

administradas. Aunque los compuestos de la invención son 5 

particularmente útiles para administración a humanos, pueden 

ser administrados a otros mamíferos también. El término 

mamífero como se usa en la presente, está propuesto para 

incluir, pero no se limita a, humanos, animales de 

laboratorio, mascotas domésticas y animales de granja. Una 10 

cantidad terapéuticamente efectiva es también una en la cual 

cualquiera de los efectos tóxicos o perjudiciales del 

conjugado son compensados por los efectos terapéuticamente 

benéficos. 

Los regímenes de dosificación pueden ser ajustados 15 

para proporcionar la respuesta óptima deseada (por ejemplo, 

una respuesta terapéutica). Las dosificaciones de tratamiento 

pueden ser tituladas usando métodos de rutina conocidos por 

aquellos de habilidad en la técnica para optimizar la 

seguridad y eficacia. Los esquemas de dosificación, para 20 

administración intravenosa (i.v.) o no intravenosa, 

localizada o sistémica, o combinaciones de las mismas, 

típicamente variarán desde una dosificación de bolo único o 

infusión continua hasta múltiples administraciones por día 

(por ejemplo, cada 4-6 horas), o como se indica por el 25 
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especialista tratante y las condiciones del paciente. Un 

intervalo no limitante, ejemplar, para una cantidad 

terapéuticamente efectiva del Conjugado 1 es 0.1-50 mg/kg, 

más preferiblemente 3-35 mg/kg, y más preferiblemente 5-20 

mg/kg. Las cantidades y frecuencias de dosificación serán 5 

determinadas por los especialistas que tratan al paciente y 

pueden incluir dosis desde menos de 1 mg/kg a más de 100 

mg/kg dadas diariamente, tres veces por semana, semanalmente, 

una vez cada dos semanas o menos frecuente. Se debe de notar, 

sin embargo, que la presente invención no está limitada a 10 

cualquier dosis particular. 

El conjugado puede ser administrado en combinación 

con uno o más de otros tratamientos anti-cancerígenos, que 

incluyen pero no se limitan a, un agente anti-angiogénico, un 

agente quimioterapéutico, y un agente anti-neoplásico. 15 

Cualquier agente anti-cancerígeno adecuado puede ser usado, 

tal como un agente quimioterapéutico, radiación, anticuerpo o 

combinaciones de los mismos.  

Los agentes anti-cancerígenos incluyen, pero no se 

limitan a, agentes anti-neoplásicos, anticuerpos, adyuvantes 20 

y profármacos. Los agentes anti-neoplásicos los cuales son 

actualmente conocidos en la técnica, o son evaluados, pueden 

ser agrupados en una variedad de clases que incluyen, por 

ejemplo, inhibidores mitóticos, agentes de alquilación, anti-

metabolitos, antibióticos intercalantes, inhibidores del 25 
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factor de crecimiento, inhibidores del ciclo celular, 

enzimas, inhibidores de topoisomerasa, agentes anti-

supervivencia, modificadores de la respuesta biológica, anti-

hormonas y agentes anti-angiogénicos. Ejemplos de agentes de 

alquilación incluyen, pero no se limitan a, cisplatino, 5 

ciclofosfamida, melfalano, y dacarbazina. Ejemplos de anti-

metabolitos incluyen, pero no se limitan a, doxorubicina, 

daunorubicina, paclitaxel, gemcitabina, ALIMTA® e inhibidores 

de topoisomersa que incluyen irinotecano (CPT-11), 

aminocamptotecina, captotecina, DX-8951f, topotecano 10 

(topoisomerasa I), etopósido (VP-16), y tenipósido (VM-26) 

(topoisomerasa II). Cuando el agente anti-neoplásico es 

radiación, la fuente de radiación puede ser ya sea externa 

(terapia de radiación de haz externo – EBRT) o interna 

(braquiterapia – BT) el paciente siendo tratado. La dosis de 15 

agente anti-neoplásico administrada depende de numerosos 

factores, que incluyen, por ejemplo, el tipo de agente, el 

tipo y severidad del tumor siendo tratado, y la ruta de 

administración del agente. Se debe enfatizar, sin embargo, 

que la presente invención no está limitada a cualquier dosis 20 

o régimen de dosificación particular. En un aspecto, el 

cisplatino es un agente anti-neoplásico preferido de la 

invención.   

El conjugado de la invención podría también ser 

administrado con inhibidores de anticuerpo y/o molécula 25 
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pequeña que inhiben y/o modulan otros receptores de la 

superficie celular involucrados en el crecimiento tumoral o 

angiogénesis. El conjugado también puede ser administrado en 

combinación con uno o más adyuvantes adecuados, tales como, 

por ejemplo, citocinas (IL-10, IL-4 e IL-13) u otros 5 

moduladores inmunes, tales como, pero no limitados a, 

quimiocina, antígenos y péptidos asociados al tumor.  

En la presente invención, cualquier método o ruta 

adecuada puede ser usado para administrar el conjugado de la 

invención, y opcionalmente, co-administrar los agentes anti-10 

neoplásicos y/o antagonistas de los otros receptores. En una 

terapia de combinación de la presente invención, el conjugado 

puede ser administrado simultáneamente, separadamente o 

secuencialmente con otro agente, que incluye pero no se 

limita a cisplatino. Los regímenes del agente anti-neoplásico 15 

utilizados de conformidad con la invención incluyen cualquier 

régimen que se cree es óptimamente adecuado para el 

tratamiento de la condición neoplásica del paciente. 

Diferentes males pueden requerir el uso de conjugados anti-

tumorales específicos y agentes anti-neoplásicos específicos, 20 

los cuales serán determinado en un paciente en base al 

paciente. Las rutas de administración incluyen, por ejemplo, 

administración oral, intravenosa, intraperitoneal, 

subcutánea, o intramuscular. La dosis y frecuencia de dosis 

de antagonista administrado depende de numerosos factores, 25 
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que incluyen, por ejemplo, el tipo de antagonistas, el tipo y 

severidad del tumor a ser tratado y la ruta de administración 

de los antagonistas. Se debe enfatizar, sin embargo, que la 

presente invención no está limitada a cualquier método o ruta 

de administración particular. 5 

El conjugado de la invención, donde se usa en un 

mamífero para el propósito de tratamiento, es preferiblemente 

formulado como composiciones farmacéuticas. Tales 

composiciones farmacéuticas y procesos para preparar las 

mismas son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, 10 

Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro A., 

et al., eds., 19th ed., Mack Publishing Co., 1995).  

Los niveles de expresión del FGFR3 del paciente 

pueden ser comparados con los niveles de expresión umbral del 

FGFR3. Estos niveles de umbral se pueden tomar a partir de 15 

una variedad de fuentes, que incluyen pero no se limitan a, 

modelos animales de cáncer, datos de microarreglo de tumor 

del paciente o niveles vistos en una población de control que 

incluye una población de paciente de control.  

Los niveles de expresión del FGFR3 pueden ser 20 

medidos en una variedad de métodos que incluyen kits 

comercialmente disponibles. La medición de los niveles de 

expresión del FGFR3 puede incluir, pero no se limitan a, 

medición de la proteína o ARNm. En una de tal técnica, los 

estándares o muestras del FGFR3 se agregan a una placa pre-25 
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cubierta con anticuerpos al ECD FGFR3 humano para permitir la 

unión del FGFR3 a los anticuerpos. Después del lavado del 

FGFR3 no unido y otras proteínas, se agrega un anticuerpo 

anti-FGFR3 etiquetado con peroxidasa de rábano picante que 

reconoce el ECD del FGFR3. El anticuerpo secundario acoplado 5 

a peroxidasa de rábano picante emite un color azulado cuando 

el sustrato se agrega a las cavidades. La intensidad del 

color por supuesto se refiere a la cantidad del FGFR3 unido 

específicamente a la placa.  

En una segunda de tal técnica usada para medir el 10 

FGFR3 en tejidos o células tumorales, los estándares 

generados a partir de las células diseñadas por ingeniería 

para expresar establemente un nivel predefinido del FGFR3, 

las células que son negativas para el FGFR3 y/o muestras del 

mamífero o paciente, son preparadas a partir de teñido 15 

inmunohistoquímico. Los tejidos o células son sumergidos en 

parafina fijada con formalina. Los tejidos fijados son 

preparados por teñido inmunohistoquímico en las laminillas. 

Las laminillas son incubadas con anticuerpos primarios al 

FGFR3 humano. Después de lavar separado anticuerpos no 20 

unidos, un anticuerpo secundario que se une al anticuerpo 

primario y es etiquetado con peroxidasa de rábano picante se 

incuba en la laminilla. El anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa de rábano picante emite un color azulado cuando el 

sustrato es agregado a la laminilla. La intensidad del color 25 
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por supuesto se refiere a la cantidad del FGFR3 encontrada en 

la laminilla del tejido. 

Los niveles de fusión total del FGFR3-TACC3 pueden 

ser medidos de manera similar. Los estándares o muestras del 

FGFR3-TACC3 son agregados a una placa pre-cubierta con 5 

anticuerpos a ECD FGFR3 humano para permitir la unión del 

FGFR3-TACC3 a los anticuerpos. Después del lavado el FGFR3-

TACC3 no unido y otras proteínas, se agrega un anticuerpo 

secundario que reconoce los dominios de la proteína TACC3 que 

son translocados a la proteína del FGFR3. El anticuerpo 10 

secundario acoplado a la peroxidasa de rábano picante emite 

un color azulado cuando el sustrato se agrega a las 

cavidades. La intensidad del color por supuesto se refiere a 

la cantidad del FGFR3-TACC3 encontrada en la placa. 

La identificación del estado mutacional del FGFR3 15 

del paciente puede ser medida en una variedad de métodos que 

incluyen kits comercialmente disponibles. En una de tal 

técnica, las células o muestras de tejido son sometidas a 

lisis y el ADN es aislado. El ADN aislado es lavado con 70% 

de etanol, secado y resuspendido en agua. Las muestras de ADN 20 

son entonces puestas en una reacción de PCR con cebadores 

específicamente diseñados para amplificar las regiones del 

gen del FGFR3 conocido por contener las mutaciones de 

interés. El producto de PCR resultante es purificado y 

secuenciado. El FGFR3 también puede ser identificado a través 25 
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de la PCR en tiempo real, siguiente generación de 

secuenciamiento, u otros métodos genómicos o detección. 

La identificación del estado de fusión del FGFR3-

TACC3 puede ser medida en una variedad de métodos que 

incluyen kits comercialmente disponibles. En tales técnicas 5 

las muestras de células o tejidos son sometidas a lisis y el 

ARN total es aislado. El ARN total aislado es entonces usado 

para sintetizar ADNc. Los cebadores de PCR específicos 

diseñados para amplificar la región que contiene la secuencia 

de fusión del FGFR3-TACC3 son entonces usados con el ADNc en 10 

una reacción de PCR. La reacción de PCR se corre entonces en 

un gel usado para separar el producto de PCR. El gel se corre 

con estándares generados a partir de líneas de células 

transfectadas que albergan la fusión. La fusión FGFR3-TACC3 

puede también ser detectada con PCR en tiempo real estándar y 15 

ensayos de hibridización in situ fluorescente (FISH). 

Las mediciones y detección de los niveles de 

expresión del FGFR3, mutaciones del FGFR3, fusiones del 

FGFR3, o combinaciones de los mismos, pueden ser completadas 

simultáneamente, separadamente o secuencialmente. Las 20 

mediciones o detección pueden ocurrir en una variedad de 

técnicas que incluyen PCR de alto rendimiento multimodal.  

La presente invención también incluye kits para 

inhibir el crecimiento tumoral y/o angiogénesis que 

comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de un 25 
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conjugado. Los kits pueden comprender además el conjugado y 

un agente anti-cancerígeno adicional, que incluye agentes o 

tratamientos anti-neoplásicos, que incluyen pero no se 

limitan a cisplatino. Alternativamente, o además, los kits 

pueden contener cualquier antagonista adecuado de, por 5 

ejemplo, otro receptor del factor de crecimiento involucrado 

en la tumorigénesis o angiogénesis discutida abajo que 

incluye el EGFR. Los kits de la presente invención pueden 

comprender además un adyuvante. 

Por consiguiente, el Conjugado 1 puede ser usado in 10 

vivo e in vitro para métodos investigativos, de diagnóstico o 

tratamiento, los cuales son bien conocidos en la técnica. Las 

variaciones en los principios de la invención aquí descrita 

pueden ser elaboradas por un experto en la técnica y se 

pretende que tales modificaciones estén siendo incluidas 15 

dentro del alcance de la presente invención. 

Se entiende y se espera que las variaciones en los 

principios de la invención aquí descrita puedan ser 

elaboradas por un experto en la técnica y se pretende que 

tales modificaciones estén siendo incluidas dentro del 20 

alcance de la presente invención.  

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos ilustran además la 

invención, no se deben construir para limitar el alcance de 

la invención en cualquier forma. Las descripciones detalladas 25 
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de los métodos convencionales, tales como aquellos empleados 

en la construcción de vectores y plásmidos, la inserción de 

genes que codifican polipéptidos en tales vectores y 

plásmidos, la introducción de plásmidos en células 

hospederas, y la expresión y la determinación de los mismos 5 

de genes y productos se puede obtener a partir de numerosas 

aplicaciones, que incluyen Sambrook, J. et al., Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor 

Laboratory Press (1989) y Coligan, J. et al. Current 

Protocols in Immunology, Wiley & Sons, Incorporated (2007). 10 

Expresión y Purificación de Anticuerpos Anti-FGFR3 

Humanos por el Conjugado 1 

Para cada anticuerpo, se diseñó por ingeniería una 

secuencia de nucleótido de cadena pesada adecuada, por 

ejemplo la SEQ ID NO. 12 para el Anticuerpo 1 en un plásmido 15 

de expresión adecuada, por ejemplo pGSHC, y se diseñó por 

ingeniería una secuencia de nucleótido de cadena ligera 

adecuada, por ejemplo SEQ ID NO. 13 para el Anticuerpo 1 en 

un plásmido de expresión adecuada, tal como pGSLC, por un 

método adecuado tal como clonación por PCR. Para establecer 20 

una línea de células estables, se co-transfectó en una línea 

de células hospederas estables, tales como células NS0 o CHO, 

con plásmidos de cadena ligera y pesada linealizados por 

electroporación y cultivo en medio adecuado tal como Medio 

Eagle Modificado de Dulbecco libre de glutamina con suero 25 
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bovino fetal dializado y suplemento de glutamina sintetasa. 

Se seleccionaron clones para la expresión del anticuerpo por 

un ensayo inmunosorbente ligado a la enzima  (ELISA) y se 

seleccionó el productor más alto para cultivo en matraces de 

centrifugación. Se purificaron los anticuerpos por un método 5 

adecuado tal como cromatografía de afinidad de proteína-A. 

La Tabla 1 proporciona las secuencias de aminoácido 

y SEQ ID NOs del Anticuerpo 1 del Conjugado 1 de la presente 

invención. Todas las secuencias de la CDR son determinadas 

usando la definición AbM. 10 
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TABLA 1: Secuencia de Aminoácido del Anticuerpo 1 

del Conjugado 1 de la presente invención 
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 25 

 Cadena pesada SEQ 

ID NO. 

Cadena ligera SEQ 

ID NO. 

CDR1 GYMFTSYGIS 

 

1 GGNNIGDKSVH 

 

4 

CDR2 WVSTYNGDTNYAQKFQG 

 

2 LDTERPS 

 

5 

CDR3 VLGYYDSIDGYYYGMDV 

 

3 QVWDSGSDHVV 

 

6 

Región 

variable 

EVQLVQSGAEVKKPGASVKV

SCKASGYMFTSYGISWVRQ

APGQGLEWMGWVSTYNGD

TNYAQKFQGRVTVTTDTSTS

TAYMELRSLRSEDTAVYYCA

RVLGYYDSIDGYYYGMDVW

GQGTTVTVSS 

7 QSVLTQPPSLSVAPGKTATFT

CGGNNIGDKSVHWYRQKPGQ

APVLVMYLDTERPSGIPERMS

GSNFGNTATLTITRVEAGDEAD

YYCQVWDSGSDHVVFGGGTK

LTVLG 

8 

Longitud 

complet

a 

EVQLVQSGAEVKKPGASVKV

SCKASGYMFTSYGISWVRQ

APGQGLEWMGWVSTYNGD

TNYAQKFQGRVTVTTDTSTS

TAYMELRSLRSEDTAVYYCA

RVLGYYDSIDGYYYGMDVW

GQGTTVTVSSASTKGPSVFP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVK

DYFPEPVTVSWNSGALTSGV

HTFPAVLQSSGLYSLSSVVT

VPSSSLGTQTYICNVNHKPS

NTKVDKRVEPKSCDKTHTCP

PCPAPELLGGPSVFLFPPKP

KDTLMISRTPEVTCVVVDVS

HEDPEVKFNWYVDGVEVHN

AKTKPREEQYNSTYRVVSVL

TVLHQDWLNGKEYKCKVSN

KALPAPIEKTISKAKGQPREP

QVYTLPPSREEMTKNQVSLT

CLVKGFYPSDIAVEWESNGQ

PENNYKTTPPVLDSDGSFFL

YSKLTVDKSRWQQGNVFSC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK 

9 QSVLTQPPSLSVAPGKTATFT

CGGNNIGDKSVHWYRQKPGQ

APVLVMYLDTERPSGIPERMS

GSNFGNTATLTITRVEAGDEAD

YYCQVWDSGSDHVVFGGGTK

LTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEE

LQANKATLVCLISDFYPGAVTV

AWKADSSPVKAGVETTTPSKQ

SNNKYAASSYLSLTPEQWKSH

RSYSCQVTHEGSTVEKTVAPA

ECS 

 

10 
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Método para Conjugación del Conjugado 1 

El conjugado de la presente invención se puede 

preparar por una variedad de métodos conocidos en la técnica, 

tal como aquellos descritos en las Patentes Estadounidenses 

Nos. 7,811,572, 8,383,122, 6,441,163, 7,368,565, 8,163,888 y 5 

Publicación de Solicitud Estadounidense Nos. 2011/0003969, 

2011/0166319, 2012/0253021 y 2012/0259100. Los métodos 

descritos anteriormente varían en la cantidad de rendimiento, 

pureza, monómeros, agregados, porcentaje de Maitansinoide 

libre, fragmentación, etc., de estos resultados. La selección 10 

de un método de conjugación apropiado depende de los 

requerimientos del usuario final. 

En un aspecto de la invención, se conjugó el 

Anticuerpo 1 a DM4 usando el enlazador sulfo-SPDB usando el 

método general establecido en 2012/0253021 para el proceso de 15 

“una etapa”. Más específicamente, se concentró el Anticuerpo 

1 a 10 mg/ml y se diafiltró en el amortiguador de reacción. 

Se mezcló el Anticuerpo 1 a 10 mg/ml con DM4 5.6 moles en 

relación al anticuerpo en el amortiguador con ácido 4-(2-

hidroxietil)-1-piperazinpropansulfónico (EPPS) 50 mM, cloruro 20 

de sodio 20 mM, EDTA 2 mM a pH 8.2 complementado con 9% de 

DMA (v/v). Se conjugó el Anticuerpo 1 en esta mezcla 

agregando 5.1 mol de sulfo-SPDB y se hizo reaccionar a 15°C 

por 20 horas. Se ajustó el pH de la mezcla de conjugación a 

5.0 con ácido acético concentrado a 20 mg/ml, se diafiltró 25 
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contra 12 diavolúmenes de amortiguador que contiene acetato 

de sodio 10 mM a pH 5.0. Se formuló el conjugado a 5.0 mg/ml 

en amortiguador que contiene acetato 10 mM, 9% de sacarosa 

(p/v), 0.01% (p/v) de polisorbato 20, pH 5.0. 

Determinación UV de DAR del Conjugado 1 5 

Se evaluó el DAR de DM4 al Anticuerpo 1 en el 

Conjugado 1, usando el material del Conjugado 1 como se 

preparó anteriormente usando absorción ultravioleta. 

Se calculó DAR midiendo la absorción del conjugado 

a 252 nm y 280 nm. Usando el coeficiente de extinción para 10 

tanto DM4 como para el anticuerpo a estas longitudes de onda, 

se midió la concentración de DM4 y anticuerpo total en la 

solución. El DAR se definió por la relación de moles de 

DM4/moles del anticuerpo. 

Se determinó la muestra usando un espectrómetro 15 

DU800 Beckman Coulter® midiendo la absorción de la solución 

de conjugado a 280 nm y 252 nm en un tubo de cuarzo de 

longitud de trayectoria de 1 cm. Se registró una medición en 

una región no absorbente (320 nm) para asegurar que la 

dispersión de luz no impacta la lectura de absorción a las 20 

longitudes de onda objetivo. Se diluyeron las muestras con 

amortiguador de tal forma que la absorbancia a 280 nm resulta 

en el intervalo lineal del instrumento (objetivo de 

absorbancia 0.7-1.5 (o 0.5 a 0.9 g/l)), y el factor de 

dilución apropiado se usa en el cálculo de la concentración. 25 
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Se determinó la concentración por las siguientes ecuaciones: 

Ecuación (1) Concentración molar de DM4, CDM4(M):   

 

 

 5 

Ecuación (2) Concentración molar del Conjugado 1, 

CA(M): 

     

 

 10 

Ecuación (3) Concentración del Conjugado 1 

CA(mg/ml): 

 

 

Ecuación (4) Relación Maitansinoide a Anticuerpo, 15 

DAR: 

 

 

Abreviaturas: 

CDM4: Concentración de DM4 20 

CA: Concentración del Anticuerpo 1 

DAR: Relación Maitansinoide a anticuerpo 

A280: Absorbancia a 280 nm 

A252: Absorbancia a 252 nm 

Ɛ280: Coeficiente de extinción a 280 nm 25 

C����M� =
A
�
 − 0.35 × A
��

24166
 

C��M� =
A
�� − 5323 × C���

240,360
	o	C��M� =

4.89 × A
�� − A
�


1,091,234
 

C��mg/mL� = C��M� × 145,600 

DAR =
C����M�
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Ɛ252: Coeficiente de extinción a 252 nm 

Constantes para DM4:  

ƐDM4,252: 26010 M
-1cm-1 

ƐDM4,280: 5323 M
-1cm-1 

Relación de Coeficiente de extinción 252nm/280nm, 5 

Ɛ252/Ɛ280: 4.89 

Peso molecular: 780.4 g/mol 

Constantes para el anticuerpo D11: 

ƐA,280:  1.7 mL/(mg*cm) o 240,360 M
-1cm-1 

Relación de Coeficiente de extinción 252nm/280nm, 10 

Ɛ252/Ɛ280: 0.35 

Peso Molecular: 145.6 kDa 

La ecuación 1 determina la concentración de DM4 en 

la solución sustrayendo la absorción debido al anticuerpo a 

252 nm. La ecuación 2 determina la concentración del 15 

anticuerpo sustrayendo la absorción debido al DM4. La DAR es 

determinada calculando la relación de las concentraciones de 

DM4 y del anticuerpo (ecuación 4). 

Se determinó el monómero por HPLC por exclusión de 

tamaño, en forma isocrática con fosfato de potasio 170 mM, 20 

cloruro de potasio 212 mM, pH 7.0, complementado con 15% de 

isopropanol. Se inyectó 150 µg del conjugado. Se monitoreó la 

elución a 280 nm. Se calcularon los agregados como el área 

sumada de todos los picos eluidos antes del pico principal. 

Se calcularon las especies de peso molecular bajo como el 25 
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área sumada de todos los picos resueltos eluidos después del 

pico principal. 

Se midieron los niveles de maitansinoide libre por 

HPLC de columna SEC doble/fase inversa. Se preparó la 

solución conjugada con 20% de acetonitrilo, incubada a 5 

temperatura ambiente por 30 minutos, y se almacenó a 5°C 

antes del análisis. Se inyectó el conjugado en una columna de 

exclusión por tamaño (SEC), en donde el anticuerpo conjugado 

se lavó a través de la columna. Una vez que el conjugado se 

eluyó, se redirigió el efluente de la columna a una columna 10 

C-18, en donde las moléculas pequeñas restantes se unen, y se 

eluyen por un programa de gradiente (20% de acetonitrilo con 

0.1% de TFA/80% de agua con 0.1% de TFA) durante 35 minutos. 

Se sumaron las áreas de picos. Se determinó el contenido de 

DM4 usando el traslape de una curva estándar. El porcentaje 15 

de maitansinoide libre es la relación de moles de DM4 libre 

(determinado por este método HPLC en columna doble) sobre 

moles de DM4 total (se determinó por el método DAR UV) 

multiplicado por 100. 

TABLA 2: DAR 20 

 

 

 

 

La DAR del lote representativo del Conjugado 1 fue 25 

Rendimiento 89.2% 

Concentración 4.9 

DAR (UV) 3.5 

Maitansinoide Libre (% contra DM4 total) 0.7% 
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3.5 ± 0.5. 

  Análisis de Cinéticos de Unión y Afinidad a FGFR3 

Humano por Ensayo de Resonancia de Plasmón de Superficie 

(Biacore ®) 

Se determinó la estequiometría de afinidad de unión 5 

y enlace a FGFR3(IIIb) humano, una forma de empalme de FGFR3, 

usando un ensayo de resonancia de plasmón de superficie en un 

instrumento T200 Biacore® cebado con amortiguador de corrida 

y temperatura de análisis establecida a 25°C. Se usó un 

fragmento CM5 que contiene el receptor huFGFR3(IIIb) 10 

inmovilizado (generado usando acoplamiento de amina NHS-ED 

estándar) en células de 2 flujo. Se prepararon muestras del 

Conjugado 1 por 2 veces las diluciones seriales partiendo a 

60 nM, 6 diluciones totales en amortiguador de corrida. Se 

inmovilizó el receptor a 2.5 µg/ml (55 RU). Cada ciclo de 15 

análisis consiste de: (1) inyección de muestra a 30 µl/min 

con tiempo de contacto a 180 seg., (2) disociación por 

inyección del amortiguador por 900 seg., a 30 µl/min, (3) 

regeneración en una solución al 0.5% de SDS con tiempo de 

contacto de 30 seg., a una velocidad de flujo de 40 µl/min. 20 

Se procesaron los datos usando referenciado de doble hebra y 

fijado a un modelo de unión 1:1 usando el software Evaluation 

2000 Biacore®, versión 4.1, para determinar el índice de 

asociación (kasoc, unidades M-1s-1), índice de disociación 

(kdisoc, unidades s-1) y Rmax (unidades RU). Se calculó la 25 
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constante de disociación de equilibrio (KD) de la relación de 

KD = kdisoc/kasoc. El KD está en unidades molares. 

  El anticuerpo 1 tiene un KD de 1.3 x 10
-10 M. El 

conjugado 1 se une a huFGFR3(IIIb) con un índice de 

asociación promedio (kasoc) de (2.27 ± 0.001) X 10
5 e índice de 5 

disociación (kdisoc) de (1.87 ± 0.13) x 10-4. La Tabla 1 

muestra un resumen de los resultados experimentales con 

desviaciones estándar calculados de experimentos 

independientes n=3. El conjugado 1 se une a huFGFR3(IIIb) 

bajo pH fisiológico y resistencia iónica con un KD de (8.23 ± 10 

0.59) x 10-10 M. 

TABLA 3: Cinéticas y Afinidad de Unión al Conjugado 

1 a FGFR3(IIIb) humano 

 

 15 

Por lo tanto, la conjugación no altera la 

funcionalidad de unión del ligando del anticuerpo no 

conjugado, desnudo.  

Ensayo Inmuno Sorbente (ELISA) Enlazado a la Enzima 

Bloqueo del Conjugado 1 de Unión del Ligando FGF1 a 20 

FGFR3(IIIb) Humano 

Se recubrió por mancha una placa Multi-Array® de 96 

cavidades (Meso Scale Discovery® (MSD®) #L15Xa-6) con 100 ng 

per cavidad de FGFR3(IIIb)-Fc humano (5 µl/cavidad de 20 

µg/ml de solución en PBS), se cubrió e incubó durante la 25 

Antígeno Kasoc (1/Ms) Kdisoc (1/s) KD (M) 

HuFGFR3(IIIb) (2.27±0.001)x105 (1.87±0.13)x10-4 (8.23±0.59)x10-10 
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noche a temperatura ambiente. Para bloquear la unión no 

específica en las cavidades, se agregó 150 µl de 5% del 

bloqueador A MSD® (R93BA-1) a cada cavidad y se incubó por 1 

hora a temperatura ambiente. En una placa ELISA de 96 

cavidades separada, se prepararon diluciones seriales 1:3 de 5 

artículos de ensayo partiendo a 1 µg/ml en PBS, 0.05% Tween® 

20 (PBS-T), 1% de BSA. Se desechó el bloqueador y se 

transfirió 30 µl por cavidad de estas diluciones en las 

cavidades apropiadas de la placa MSD® recubierta y bloqueada 

y suavemente se agitó por 1 hora a temperatura ambiente. Se 10 

decantó la placa y se lavó dos veces con 200 µl/cavidad de 

PBS-T. Se agregó 30 µl por cavidad de 1 µg/ml de FGF1 

etiquetado con rutenio en PBS-T, 1% de BSA, 10 µg/ml de 

heparina (Sigma cat #H3149-50KU) a la placa y se agitó 

suavemente por 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. 15 

Se decantó la placa nuevamente y se lavó dos veces con 200 

µl/cavidad de PBS-T. Después del lavado, se agregó 150 µl de 

1X Amortiguador de Lectura MSD® (MSD®, #R92TC-2) a cada 

cavidad. En la estimulación electroquímica, la etiqueta de 

rutenio en el FGF-1 unido emite luz luminiscente a 620 nm. Se 20 

detectaron las señales ECL por una cámara de dispositivo de 

carga acoplada en un lector de placa Imager 2400 SECTOR® 

(MSD®, #1250). Se graficó la luminiscencia, se midió como 

unidades de luz relativa (RLU), en el software GraphPad Prism 

®, versión 6.0. Se calcularon los valores IC50 por análisis de 25 



66 

 

ajuste de curva de regresión ni lineal utilizando el 

log[inhibidor] del software contra la función de respuesta. 

La unión de FGF1 bloquea el conjugado 1 a FGFR3 con 

un IC50 de 3.6 nM, lo cual soporta que además al FGFR3 unido, 

el Conjugado 1 también bloquea la función en esta unión de 5 

ligando (FGF1) semejante a los bloques a FGFR3. 

  Unión de FGF1 y FGF9 Bloqueo al Anticuerpo 1 a 

FGFR3 

Se valoró la capacidad del Anticuerpo 1, el 

componente de anticuerpo del Conjugado 1, para la 10 

proliferación inducida por el ligando neutralizado de las 

líneas celulares que albergan varias formas de FGFR3, que 

incluyen mutaciones, fusiones y tipo nativo (WT). 

La BaF3 es una línea de célula pro-B que es 

independiente en IL-3 de ratón para supervivencia. Cuando los 15 

receptores son inducidos en células BF3, pueden proliferar en 

respuesta a los ligandos del receptor, sin la necesidad para 

IL-3 exógeno. 

Se prepararon las líneas de célula BaF3 que 

expresan ya sea FGFR3 humano de tipo nativo o mutante por 20 

transducción retroviral. Cada línea es una combinación 

estable, resistente a puromicina. Se mantienen las líneas 

celulares en medio de cultivo BaF3 (que contienen IL-3 de 

ratón y puromicina) a una densidad de célula de 20,000 a 

1,000,000 células /ml y se diluyeron cada 1-4 días con medio 25 
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de cultivo fresco. Se diluyeron las células BaF3+FGFR3 usadas 

en ensayos de incorporación de Histidina 3H de 20 a 50,000 

células/ml 1 a 3 días antes del ensayo. Para el ensayo, la 

densidad del cultivo celular está entre 100,000 y 1,000,000 

células/ml. Inicialmente, se probó FGF-1 (FGF acídico) y/o 5 

FGF-9 para estimulación dependiente de la dosis de 

incorporación de timidina 3H en células BaF3+FGFR(III3b) WT, 

+FGFR3(IIIc) WT y se comparó a células de control del vector 

vacío BaF3+MSCV. Se centrifugaron las líneas BaF3 a 1,000 rpm 

por 3 minutos a TA y se lavaron 3 veces con 20 ml de medio de 10 

ensayo BaF3 (centrifugando en la misma forma después de 

alcanzar cada lavado). Se agregó 100 ml de líneas de célula 

BaF3+FGFR3(IIIb) WT, +FGFR3(IIIc) WT, o + vector vacío a 

200,000 células/ml o 800,000 células/ml (20,000 o 80,000 

células/cavidad) a las cavidades 60 interiores de las placas 15 

de cultivo de tejido de 96 cavidades (BD FalconTM No. 35-

3072). Se agregó 50 µl heparina 4X (concentración final 5 o 

10 µg/ml)(o medio de ensayo) a las cavidades. Se diluyeron 

serialmente FGF-1 o FGF-9 (1:2-1:5) en medio de ensayo (en 

placas de polipropileno). Se agregó 50 µl de FGF-1, 4X, FGF-9 20 

4X, o medio de ensayo solo, a las cavidades (por triplicado). 

Se agregó 250 ml de medio de ensayo o PBS de Dulbecco a las 

cavidades del borde para reducir la evaporación. Las células 

se incubaron por 72 horas a 37°C, 5% de CO2 y 95% de RH. Se 

agregó 20 µl de 0.1 mCi/ml de timidina-[metil-3H] en D-PBS 25 
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(MP Biomedicals No. 2406605) por cavidad durante las 6 horas 

de incubación. Se congelaron las placas de ensayo a -80°C, se 

descongelaron a 37°C, y se recolectaron en placas GF/C, 

UniFilter-96 (Perkin Elmer No. 6005174) usando un Cosechador 

FiltermateTM (Packard). Se secaron las placas UniFilter y se 5 

agregó 20 µl de escintilante Microscint-0 (Perkin Elmer No. 

6013611) por cavidad. Se cuantificó la 3H timidina 

incorporada en las placas de filtro durante 1 minutos por 

cavidad en un contador de escintilación líquido 1450-021 

Microbeta (Wallac). Para evaluar el Anticuerpo 1 para 10 

neutralización de actividad FGF-1 o GFG-9 en FGFR3 tipo 

nativo o FGFR3 mutante, se usaron cantidades constantes de 

células que expresan GFG-1 humano o FGF-9 humano (FGF-1: 80 

ng/ml en FGFR3(IIIc), 800 ng/ml en células que expresan 

FGFR3(IIIb); FGF-9: 100 ng/ml en células que expresan 15 

FGFR3(IIIc), 800 ng/ml en células que expresan FGFR3(IIIb)). 

Estas concentraciones de FGF-1 o FGF-9 proporcionadas por al 

menos dos veces incremento en incorporación de 3H-timidina, 

comparado al medio de ensayo solo. Para convertir los valores 

de concentración de µg/ml a nM, se utiliza la siguiente 20 

fórmula: 

Concentración en µg/ml x factor de conversión = 

Concentración en nM en donde el factor de conversión es 

inversamente proporcional a MW (peso molecular); 6.667 es el 

factor de conversión para un anticuerpo monoclonal, asumiendo 25 
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que el MW es 150 kD. FGF-1: peso molecular = 15.5 kD, por lo 

tanto el factor de conversión es 64.45. FGF-9: peso molecular 

= 23 kD, por lo tanto el factor de conversión es 43. 

Se centrifugaron las líneas BaF3 (entre los pasajes 

2 y 8 después de la ganancia de resistencia a puromicina) a 5 

1,000 rpm por 3 minutos a TA y lavado 3 veces con 20 ml de 

medio de ensayo BaF3. Se agregó 50 µl de células BaF3 que 

expresan FGFR3(IIIb) WT, FGFR3(IIIc), FGFR3(IIIb) mutantes o 

FGFR3(IIIc) mutantes, a 400,000 células/ml (20,000 

células/cavidad) a las 60 paredes interiores de las placas de 10 

cultivo de tejido de 96 cavidades (BD FalconTM). En una placa 

de dilución separada (polipropileno), se diluyó el Anticuerpo 

1 o anticuerpo de control del isotipo IgG1 humano (a 4X la 

concentración de trabajo superior) en medio de ensayo. 

Además, se diluyeron serialmente (1:3) los anticuerpos en 15 

medio de ensayo. Se agregó 50 µl de cada concentración de 

prueba del anticuerpo a las cavidades que contienen células 

BaF3. La prueba utilizó cavidades por triplicado por 

tratamiento. En lugar de los anticuerpos, se agregó 50 µl de 

medio de ensayo para controles de “solo el medio” y “solo 20 

FGF”. Se incubaron las placas que contienen mezclas de célula 

y anticuerpo por 45 minutos a 37°C, 95% RH, 5% CO2, antes de 

la adición de heparina y FGF. Se agregó 50 µl de heparina 4X 

(concentración final 10 µg/ml) a las cavidades. Se agregó 50 

µl de FGF-1 4X o FGF-9 4X (diluido en medio de ensayo) medio 25 
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de ensayo solo, a las cavidades (por triplicado). Se agregó 

250 µl del medio de ensayo a las cavidades del borde para 

reducir la evaporación. Se incubaron las células por 72 horas 

(células que expresan FGFR3(IIIc) WT o mutantes) a las 96 

horas (células que expresan FGFR3(IIIb) WT o mutantes) a 5 

37°C, 5% de CO2 y 95% RH. Se agregó 20 µl de 0.1 mCi/ml de 

timidina-[metil-3H] en D-PBS (MP Biomedicals No. 2406605) por 

cavidad por las últimas 6 horas de incubación. Se recolectó 

3H-timidina incorporada y se cuantificó como se describe 

anteriormente usando un contador de escintilación líquida 10 

1450-021 Microbeta. 
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Tabla 4: Valores IC50 del Anticuerpo 1 para FGF1 o 

FGF9 neutralizado en FGFR3 Humano Tipo Nativo o Mutante 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

PROM = promedio; IC50 = concentración inhibitoria 

media máxima; ND = no determinado; WT = tipo nativo. 

Nota: los cálculos para el valor IC50 para FGF1 que 

neutraliza el Anticuerpo 1 o incorporación de 3H-timidina que 20 

induce FGF9 en células BaF3 que expresan FGFR3(IIIb) WT, 

FGFR3(IIIc) WT o FGFR3 mutaciones. 

En la Tabla 4, el Anticuerpo 1, el componente de 

anticuerpo del Conjugado 1, efectivamente neutraliza la 

proliferación que induce ligando FGF1 y FGF9 de líneas de 25 

Receptor 

Isoforma/Mutación 

Ligando 

(Concentración) 

IC50 PROM 

(nM) 

FGFR3(IIIb) WT FGF1 (51.6 nM) 4.20 

FGFR3(IIIb) R248C FGF1 (51.6 nM) 1.32 

FGFR3(IIIb) S249C FGF1 (51.6 nM) 2.17 

FGFR3(IIIb) G372C FGF1 (51.6 nM) 4.81 

FGFR3(IIIb) Y375C FGF1 (51.6 nM) 8.77 

FGFR3(IIIc) WT FGF1 (5.16 nM) 11.86 

FGFR3(IIIc) S249C FGF1 (5.16 nM) 30.4 

FGFR3(IIIc) K650E FGF1 (5.16 nM) 8.11 

FGFR3(IIIb) WT FGF9 (34.72 nM) 0.40 

FGFR3(IIIb) R248C FGF9 (34.72 nM) ND 

FGFR3(IIIb) S249C FGF9 (34.72 nM) 0.46 

FGFR3(IIIb) G372C FGF9 (34.72 nM) ND 

FGFR3(IIIb) Y375C FGF9 (34.72 nM) 1.42 

FGFR3(IIIc) WT FGF9 (4.34 nM) 1.41 

FGFR3(IIIc) S249C FGF9 (4.34 nM) 1.50 

FGFR3(IIIc) K650E FGF9 (4.34 nM) 2.07 
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células contienen el receptor FGFR3 WT y mutado. 

Estudios de Citotoxicidad 

Citotoxicidad del Conjugado 1 en Líneas de Célula 

del Tumor que sobreexpresan FGFR3 

Para determinar la citotoxicidad del Conjugado 1, 5 

establece la densidad de superficie de la célula FGFR3 

relativa para líneas de célula del tumor de vejiga y mieloma 

múltiple que expresan FGFR3. 

Se cultivaron las líneas de célula por 48 horas, se 

cosecharon con Amortiguador de Disociación Celular Gibco® 10 

(enzima libre) (Gibco®, #13151-014), y se cuantificaron las 

células. Se centrifugaron las células a 1000 rpm por 5 

minutos, se lavó una vez con PBS frío, pH 7.4, y se 

resuspendió a 2 x 106 células/ml en PBS frío, pH 7.4. Se 

bloquearon las células con 30 µg/ml de IgG humano en FACS 15 

(clasificación de la célula de fluorescencia activada) 

amortiguador de teñido (PBS, pH 7.4, 3% de BSA) en una placa 

de fondo redondo de 96 cavidades por 1 hora en hielo. Después 

del bloqueo, se centrifugaron las células a 1200 rpm por 5 

minutos y se removió lo sobrenadante. Se agregó 1000 µl de 20 

amortiguador de teñido FACS a las cavidades de control sin 

teñir. Se agregó 100 µl del Anticuerpo 1 etiquetado con 

Alexa488 15 µg/ml (usado para monitorear la internalización 

de FGFR3), anti-KLH (conjugado de control no objetivo) o 

anticuerpo chLTI (conjugado de control no objetivo) en 25 
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amortiguador de teñido FACS a las cavidades de prueba 

apropiadas que contienen células. Se agregó el amortiguador y 

los anticuerpos a las cavidades vacías, y después se 

agregaron 2 gotas de cada una de las soluciones de perlillas 

estándar del Kit de Perlillas Simply Cellular® QuantumTM 5 

(Bangs Labs, #816B) a las cavidades apropiadas. Se incubó la 

placa en la oscuridad sobre hielo por 1 hora. Se lavaron las 

células y las perlillas dos veces con Amortiguador de Lavado 

FACS (PBS, pH 7.4, 0.5% BSA). Se resuspendieron las células 

en 50 µl de 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) a 5 µg/ml en 10 

Amortiguador de Lavado FACS, y se resuspendieron las 

perlillas en 50 µl de Amortiguador de Lavado FACS. Se leyeron 

las cavidades en HTFC IntelliCyt® y se analizaron usando el 

software FlowJo. Se insertaron los valores de intensidad de 

fluorescencia media (MFI) generados por FlowJo en la hoja de 15 

cálculo Excel proporcionada por Bangs Lab para determinación 

de Capacidad de Unión del Anticuerpo (ABC). Los valores 

reportados son un resultado de sustracción de los valores ABC 

no específicos determinados usando el anticuerpo anti-KLH o 

chKTI de los valores ABC específicos determinados usando el 20 

Anticuerpo 1 desnudo (véase la columna etiquetada “expresión 

de superficie celular FGFR3 (ABC)” en la Tabla 5). Se nota 

que se usó la metodología anterior para determinar el ABC de 

otras líneas de célula discutidas en la presente que no son 

explícitamente listadas en la Tabla 5. 25 
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TABLA 5: Citotoxicidad del Conjugado 1 en Líneas de 

Célula de Tumor 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

NS = no significante 

Se observó una tendencia de citotoxicidad 

incrementada con expresión incrementada de FGFR3 en la 

superficie de la célula. Estos datos también soportan la 20 

sensibilidad incrementada al Conjugado 1 en la presencia de 

mutaciones y/o fusiones de FGFR3 lo cual resulta en 

citotoxicidad de la célula mejorada. 

 

 25 

Línea de 

célula de 

tumor 

Estado de 

FGFR3 

Expresión 

de 

superficie 

de célula 

FGFR3 

(ABC) 

Citoto-

xicidad del 

Conjugado 1 

IC50 

Citoto-

xicidad del 

control 

Isotipo  IC50 

BFTC-905 

(vejiga) 

WT 11,000 2.7 nM NS 

UMUC-14 

(vejiga) 

S249C 27,000 0.5 nM NS 

RT-112 

(vejiga) 

WT, 

TACC3 

fusion 

16,000 1.3 nM NS 

KU-19-19 

(vejiga) 

WT ≤ 4,000 NS NS 

KMS-11 

(mieloma 

múltiple) 

T(4;14) + 

Y373C 

120,000 0.04 nM NS 
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Prueba de Citotoxicidad: Anticuerpo 1, el 

Componente del Anticuerpo 1 de la Presente Invención, puede 

Selectivamente Suministrar una Carga útil Citotóxica 

 Anticuerpo 1, el componente del anticuerpo de la 

presente invención, puede selectivamente suministrar una 5 

carga útil citotóxica a células del tumor. 

Se colocaron células en placas de cultivo de tejido 

de 96 cavidades a 2500 células por placa en 90 µl de medio 

completo y se incubaron por 4 horas a 37°C en una atmósfera 

humidificada que contiene 5% de CO2. Justo antes del final de 10 

esta incubación, se diluyeron los artículos de prueba con el 

medio completo en series de diluciones 3 veces en placas de 

96 cavidades de fondo redondo. Después de las 4 horas de 

incubación, se mezcló 10 µl de los anticuerpos diluidos con 

una cantidad constante del Fab conjugado (10 nM), se agregó a 15 

las cavidades correspondientes en la placa de la célula, y se 

incubó por 96 horas a 37°C en una atmósfera humidificada que 

contiene 5% de CO2. Después de esta incubación, se removieron 

las placas de la incubadora y se dejaron llegar a temperatura 

ambiente para todas las etapas subsecuentes. Se agregó 100 µl 20 

del reactivo Cell Titer-Glo® (Promega #TB288) a cada cavidad 

y se incubaron las placas por 2 horas, protegidas de la luz. 

Se detectaron señales de luminiscencia en un lector de 

microplaca M5e Multi-Mode Espectra Max®. Se calcularon las 

cavidades experimentales como un porcentaje de cavidades 25 
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control sin tratar. Se graficaron los datos usando GraphPad 

Prism® 6 y se determinaron los IC50 usando el inhibidor log 

contra respuesta normalizada, traslape variable, análisis. 

La citotoxicidad significante se observa con línea 

de célula de mieloma múltiple KMS-11 [t(4; 14), Y373C] (IC50 = 5 

0.11 nM) que expresa 120,000 antígenos que proporcionan 

validación al Anticuerpo 1, el componente de anticuerpo del 

Conjugado 1, puede suministrar carga útil mediante vínculo 

con FGFR3. Estos datos sugieren que la potencia citotóxica se 

incrementa con el incremento de la densidad del antígeno 10 

FGFR3 y el estado mutacional se puede observar cuando se 

compara a través de las numerosas líneas de célula de tumor 

de la vejiga (RT-112 (TACC3)) expresan ~16,000 antígenos 

contra BFTC-905 (tipo nativo) expresa ~11,000 antígenos) y 

líneas de célula de tumor de Mieloma Múltiple (KMS-11 [t(4; 15 

14), Y373C] expresa ~120,000 antígenos contra OPM-2 [t(4; 

14), K650E] expresa ~51,000 antígenos contra LP-1[t(4; 14) 

(tipo nativo) expresa ~9,000 antígenos) evaluados. Mientras 

un importante componente de la actividad citotóxica conjugada 

es la densidad del antígeno, la densidad del antígeno se 20 

acompaña con el estado mutacional FGFR3 también puede ser 

importante en algunas líneas de célula. 

 

 

TABLA 6: Potencia Correlacionada con Expresión de 25 
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Superficie FGFR3 y estado mutacional FGFR3 

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

    15 

       

 

 

NA= IC50 no conseguido a la concentración máxima de 

30nM 20 

Líneas Celulares: RT112 (TACC3), Cal-29 de Vejiga, 

KMS-11[t5(4:14, Y373 C], OPM-2, LP-1 de Mieloma Múltiple, 

Kato-III Gástrico, OE-33 SCHNN, Baf3-FGFR3(IIIb), Baf3-

FGFR3(IIIc) transfectada. 

Vejiga (RT112-TACC3), MM (KMS-11 [t(4;14) Y373C], 25 

Líneas Celulares 

(Expresión de 

superficie de 

célula FGFR3 (ABC)) 

IC50 (nM) 

Anticuerpo 1 Conjugado 1 KLH-sulfo-

SPDB-DM4 

RT112 

(11,000) 

NA 2.1 10.0 

Cal-29 

(16,000) 

NA 10.5 NA 

KMS-11 

(120,000) 

NA 0.24 NA 

OPM-2 

(51,000) 

NA 1.8 20.5 

LP-1 

(9,000) 

NA NA 15.7 

Kato-III 

(142,000) 

NA 5.4 19.4 

OE-33 

(25,000) 

NA 15.0 16.8 

Baf3-FGFR3(IIIb) 

(48,000) 

NA 2.5 NA 

Baf3-FGFR3(IIIc) 

(20,000) 

NA 5.0 NA 
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OPM-2 [t(4;14), K650E]), Kato-III Gástrico y líneas celulares 

Baf3-FGFR3(IIIb), Baf3-FGFR3(IIIc) transfectadas son 

sensibles a la acción de eliminación citotóxica selectiva del 

Conjugado 1. Esta potencia se correlaciona con la expresión 

de superficie de FGFR3 y estado mutacional FGFR3. 5 

Pruebas de Citotoxicidad de las Líneas de Célula de 

Tumor de Vejiga con el Conjugado 1 

El conjugado 1 es citotóxico en numerosas líneas de 

célula de tumor de vejiga in vitro que sobreexpresan varias 

formas de FGFR3. 10 

Se colocaron células en placas de cultivo de tejido 

de 96 cavidades a 2500 células por cavidad en 90 µl de medio 

completo y se incubaron por 4 horas a 37°C en una atmósfera 

humidificada que contiene 5% de CO2. Justo antes del final de 

esta incubación, se diluyeron los artículos de prueba con el 15 

medio completo en series de diluciones 3 veces en placas de 

96 cavidades de fondo redondo. Después de las 4 horas de 

incubación, se agregó 10 µl de los anticuerpos diluidos a las 

cavidades correspondientes en la placa de la célula y se 

incubó por 96 horas a 37°C en una atmósfera humidificada que 20 

contiene 5% de CO2. Después de esta incubación, se removieron 

las placas de la incubadora y se dejaron llegar a temperatura 

ambiente para todas las etapas subsecuentes. Se agregó 100 µl 

del reactivo Cell Titer-Glo® (Promega #TB288) a cada cavidad 

y se incubaron las placas por 2 horas, protegidas de la luz. 25 
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Se detectaron señales de luminiscencia en un lector de 

microplaca M5e Multi-Mode Espectra Max®. Se calcularon las 

cavidades experimentales como un porcentaje de cavidades 

control sin tratar. Se graficaron los datos usando GraphPad 

Prism® 6 y se determinaron los IC50 usando el inhibidor log 5 

contra respuesta normalizada, traslape variable, análisis. 

Los resultados muestran citotoxicidad significante 

del Conjugado 1 cuando se usa la molécula para tratar cada 

una de las líneas de célula de tumor de vejiga que 

sobreexpresan FGFR3 (véase Tabla 5). El compuesto es 10 

ligeramente más potente en la línea de célula de tumor UMUC-

14, la cual sobreexpresa FGFR3 que contiene una mutación en 

el ECCD, lo cual hace al receptor constitutivamente activo. 

El conjugado apareado con el isotipo de control negativo no 

nuestra citotoxicidad en los intervalos de concentración 15 

observados con el Conjugado 1 en cualquiera de las líneas. 

Las líneas de célula del tumor de vejiga KU-19-19, la cual no 

sobreexpresa FGFR3, es incluida en el experimento para 

valorar citotoxicidad no específica. El conjugado 1 no es 

citotóxico para la línea KU-19-19. Los resultados muestran 20 

que la citotoxicidad in vitro específica puede ser inducida 

por el Conjugado 1 en las líneas de célula que sobreexpresan 

FGFR3 WT, FGFR3 mutantes S249C o Y373C, en la ausencia o 

presencia de receptores de fusión FGFR3-TACC3. 

Internalización de FGFR3 25 
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Se realizaron estudios in vitro empleando formación 

de imagen de la célula viva, citometría FLOW, y varios 

análisis bioquímicos, para entender la relación entre el 

estado mutacional de FGFR3, expresión de superficie e 

internalización den anticuerpo mediado por el receptor. Se 5 

determinó cómo estos factores se combinan para por último 

influenciar en la citotoxicidad del conjugado. 

Los datos en la presente demuestran que los índices 

incrementados de internalización de FGFR3 asociados con 

conductores mutacionales de FGFR3, que incluyen mutaciones 10 

S249C y fusiones FGFR3-TACC3, y que estas anormalidades se 

correlacionan con sensibilidad mejorada al Conjugado 1. Se 

realizaron análisis cuantitativo de la internalización del 

anticuerpo en un panel de líneas de célula que albergan una 

variedad de mutaciones y expresan niveles variados de FGFR3 15 

de superficie. Estas líneas de célula incluyen: RT-4 (TACC3 

exon-4, capacidad de unión del anticuerpo de densidad de 

superficie (ABC) de ~ 29,000), UMUC-14 (S249C, ABC ~27,000), 

RT-112 (TACC3 exon-10, ABC ~16,000), BFTC-905 (WT, ABC 

~11,000), KU-19-19 (WT, ABC ≤4,000), y UMUC-3 (WT, ABC≤4,000) 20 

(véase en parte las Tablas 5 y 6). 

Se inició la caracterización de estas líneas por 

microscopio confocal de célula viva y los anticuerpos 

etiquetados fluorescentemente con Alexa488 demostraron 

internalización específica del anticuerpo anti-FGFR3, el 25 
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Anticuerpo 1, se compara a un control IgG humano (chLTI), en 

un panel de líneas de célula de vejiga. 

La internalización mediada por el receptor del 

Anticuerpo 1-Alexa488 (67 nM) en células RT-112 fue evidente 

a las 24 horas después de la adición del anticuerpo. En el 5 

experimento de célula viva, el Anticuerpo 1 se observa por 

internalizarse en la célula. 

En experimentos de célula viva paralelos, se 

cuantificó el suministro de complejos anticuerpo-receptor al 

lisosoma con el uso de un tinte activado por pH (pHrodoTM), el 10 

cual exhibe fluorescencia mínima a pH neutral e intensidad de 

fluorescencia incrementada como las gotas de pH. Se observan 

incrementos significantes en la acumulación de la señal del 

tinte a pH en el Anticuerpo 1 además, como se compara con el 

anticuerpo IgG control, y este efecto es mediado por el 15 

receptor, como las células de control que no expresan FGFR3 

(Baf3R2) no proporcionan una señal apreciable encima del 

antecedente. 

El anticuerpo 1 fluorescentemente etiquetado y el 

anticuerpo de control chKTI (Anticuerpo 1-Alexa488 o chKIT-20 

Alexa488), se incubó este con el mismo panel de las líneas de 

célula y se permitió a los anticuerpos etiquetados 

internalizarse durante un periodo de tiempo de 48 horas. Se 

recolectaron las muestras a 0.5, 1, 2, 4, 6, 24 y 48 horas y 

se cuantificó la fluorescencia asociada a la célula por 25 
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Citometría de Flujo. 

Los resultados destacan las diferencias 

significantes en el grado de internalización del Anticuerpo 

1-Alexa488 a través del panel de las líneas de célula. Las 

células UMUC-14 que albergan la mutación S249C internalizan 5 

la mayoría del anticuerpo FGFR3, más de 9 veces sobre el 

control en términos tanto de cantidad como de índice, 

mientras que las líneas de célula que contienen fusiones 

TACC3, RT-112 y RT-4, internalizan el Anticuerpo 1-Alexa488 a 

aproximadamente 7 veces sobre el antecedente. BFTC-905, KU-10 

1919 y UMUC-3, los cuales representan las líneas de célula de 

tipo nativo de expresión baja, demuestran poca o nada de 

internalización apreciable del Anticuerpo 1. Estos datos 

ilustran que la densidad del receptor de superficie es 

solamente un determinante de la internalización del 15 

anticuerpo; los datos enfatizan que la activación de 

mutaciones FGFR3 y/o proteínas de fusión FGFR3-TACC3 en el 

tráfico del receptor y la citotoxicidad inducida por el 

conjugado puede jugar un papel clave en la internalización. 

Modelos de Eficacia 20 

Se evaluó la actividad anti-tumor del Conjugado 1 

en múltiples modelos de injerto heterólogo de tumor, que 

incluyen tanto línea de célula como modelos derivados del 

paciente, y se comparan al anticuerpo desnudo no conjugado, 

Anticuerpo 1. Los controles consisten de controles tratados 25 
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con vehículo o anticuerpo no específico; chKTI o KLH y 

controles no objetivo, chKTI-sulfo-SPDB-DM4 o KLH-sulfo-SPDB-

DM4. 

El tratamiento con el Conjugado 1 exhibe actividad 

anti-tumor resultando en regresión o estasis de tumor en un 5 

número de injertos heterólogos de vejiga o mieloma múltiple 

humano con un diverso patrón de expresión del antígeno FGFR3. 

En cada estudio, el Conjugado 1 muestra eficacia antitumoral 

superior comparado al Anticuerpo 1 desnudo. El tratamiento 

inhibe el crecimiento del tumor por inducción de apoptosis de 10 

célula del tumor monitoreado por inducción de caspasa 3 

desdoblada. 

Se utilizan métodos de investigación animal 

aprobados por el Comité de Cuidado y Uso Animal 

Institucional, y se realizan de conformidad con las 15 

regulaciones y estándares actuales del Departamento de 

Agricultura de los Estados Unidos y el Instituto Nacional de 

la Salud. 

Se generaron modelos de injerto heterólogo después 

del implante de líneas de célula de carcinoma de vejiga o 20 

mieloma múltiple humano ya sea en HBSS o como una mezcla con 

50% de Matrigel, o después del implante de fragmentos de 

tumor de 3-4 mm frescos en un costado de los ratones 

inmunodeficientes (atímicos) o NOD/SCID Gamma (NSG) hembras. 

Se realizó la preparación e implantes de fragmento del tumor 25 
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usando técnicas asépticas de conformidad con la guía del 

protocolo IACUC aprobado. 

Cuando los tumores alcanzaron un tamaño específico 

(típicamente 200-300 mm3), se aleatorizaron los ratones que 

portan el tumor por volumen de tumor y se dividieron en uno 5 

de los grupos de tratamiento, típicamente que incluye 

vehículo, control de anticuerpo chKTI o KLH, Anticuerpo 1 

(control mAb desnudo), KLH-sulfo-SPDB-DM4 o chKTI-sulfo-SPDB-

DM4 (control conjugado no objetivo) y Conjugado 1. Los 

artículos de prueba se administraron intravenosamente (i.v.) 10 

a través de inyección del bolo por la vena de la cola ya sea 

en un esquema de dosificación única o repetida (típicamente 

cada semana o cada dos semanas). En la mayoría de los 

estudios, se recolectó plasma de EDTA y tejidos de tumor en 

puntos de tiempo específicos para medir la exposición al 15 

compuesto y marcadores de apoptosis, respectivamente. Se 

determinaron las concentraciones de plasma del Conjugado 1 

usando tres diferentes ELISA: uno que es específico para la 

porción del anticuerpo del conjugado (Ensayo Total), uno que 

reconoce tanto la porción del anticuerpo y carga útil de 20 

maitansina (Ensayo Conjugado), y uno que detecta maitansina 

libre (Ensayo Libre). En resumen, para el Ensayo Total, se 

capturó de la molécula con FGFR3(IIIb) y se detectó usando 

una molécula IgG anti-humano. Para el Ensayo Conjugado, se 

capturó la molécula con FGFR3(IIIb). Se detectó el conjugado 25 
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usando un anticuerpo anti-maitansina, por lo tanto este 

ensayo es sensible a la relación carga útil:anticuerpo. En el 

Ensayo Libre, primero se precipitó toda la proteína de la 

muestra usando acetona mientras la maitansina libre 

permaneció en lo sobrenadante. Se removió lo sobrenadante y 5 

se analizó en una ELISA de competición. 

Se analizaron los tejidos de tumor recolectados 

para caspasa-3 desdoblada usando MSD®. Se lisaron fragmentos 

de tumor congelados al instante (aproximadamente 100-200 mm3) 

usando TissueLyser II Qiagen. Se normalizaron los lisados 10 

clarificados para concentración de proteína usando el 

controlador líquido STAR Hamilton y se selló en las placas 

MSD® para análisis. Se realizó el CC3 MSD® de conformidad con 

el protocolo del fabricante usando placas de 34 cavidades 

separadas para Caspasa-3 Desdoblada, así como también 15 

Caspasa-3 total (resultados expresados como una relación de 

desdoblada/total). Después de las etapas de bloqueo e 

incubación, se lavaron las placas usando el lavador de placa 

EL406TM BioTek y se analizaron usando el formador de imagen 

Sector® Mesoscale. Para el análisis de datos, incluyendo 20 

análisis estadístico ANOVA de 1 vía, se usó en software 

Prism® Graphpad. 

Se midieron los volúmenes de tumor con calibradores 

y se registraron los pesos corporales al menos dos veces por 

semana, inicialmente, y después seguido por mediciones 25 
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semanales. Los volúmenes de tumor se calcularon por la 

fórmula de Volumen = [(Pi/6) 1 x W2], en donde Pi igual a 

3.14, w representa al ancho y 1 representa el largo. Se 

determinó la duración del tratamiento por: 1) pre-determinado 

(por ejemplo, terminación para análisis histológico en 5 

mecanismos de estudios de acción), 2) se alcanzó un punto 

final del estudio (es decir, se logró la inhibición 

estadísticamente significante de crecimiento del tumor, o no 

es aparente el efecto anti-tumor), o 3) se alcanzó un punto 

final clínico (por ejemplo, la carga tumoral está afectando 10 

el bienestar o supervivencia animal). 

Se expresó la eficacia antitumoral de los 

tratamientos experimentales como la relación T/C (en 

porcentaje y se calculó como se resumen abajo. 

%T/C = 100 x ∆T/∆C, si ∆T > 0 15 

en donde ∆T = significa volumen de tumor del grupo 

tratado con el fármaco en el día final del estudio menos el 

volumen de tumor medio del grupo tratado con el fármaco en el 

día inicial de dosificación; ∆C = volumen de tumor medio del 

grupo de control (especificado en cada estudio) en el día 20 

final del estudio menos el volumen de tumor del grupo control 

en el día inicial de la dosificación. Si ∆T < 0, se calculó 

la Regresión (% Reg) en lugar del %T/C usando la fórmula = 

100 x ∆T/T inicial. Si se logra un tumor a ≥ 50% de 

regresión, es una respuesta parcial (PR). Si es indetectable, 25 
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entonces el tumor tiene una respuesta completa (CR). Para 

comparar el crecimiento de tumor entre los grupos, se usó un 

análisis de mediciones repetidas de varianza (RM ANOVA) a 

través del día final para determinar el valor P (P) usando el 

Paquete de Descubrimiento Estadístico JMP (V.9., SAS 5 

Institute Inc. Cary, NC).  

La tabla 7 resumen los modelos de injerto 

heterólogo del tumor probados en la presente. La Densidad del 

Receptor FGFR3 (ABCs) reproducido abajo se reportaron en la 

Tabla 5. 10 

TABLA 7: Resumen de Modelos de Injerto Heterólogo 

Probados 
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 20 

 

 

 

Eficacia del Conjugado 1 en un Modelo de Injerto 

Heterólogo de Vejiga 25 

Modelo Tipo/Patología 

de Tumor 

Estado 

genético 

Densidad del 

Receptor FGFR3 

(ABCs) 

RT-112 Conductor 

UCC/R3 de 

vejiga 

FGFR3-TACC3, 

NRAS 

16,000 

UMUC-14 UCC de vejiga S249C 27,000 

BFTC-905 UCC de 

vejiga/papilar 

WT, NRAS, 

TP53 

11,000 

KU-19-19 UCC de vejiga WT ≤ 4,000 

KMS11 Mieloma 

Múltiple  

T(4;14)+Y373C 120,000 
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Se realizaron tres estudios independientes en el 

modelo de injerto heterólogo de vejiga humana RT-112 (FGFR3-

TACC3) para evaluar la eficacia antitumoral y durabilidad de 

la respuesta después de la dosificación i.v. repetida del 

Conjugado 1. La RT-112(FGFR3-TACC3) es una línea de célula de 5 

carcinoma de vejiga humana que expresa 16,000 receptores como 

se determinó por el análisis FACS/BANGS, los cuales albergan 

la fusión del gen FGFR3-TACC3 recientemente reportada. 

Se aleatorizaron los ratones por volumen de tumor 

cuando lograron un volumen de tumor promedio que varía de 220 10 

-270 mm3. Después de la aleatorización, se dosificó a los 

animales con injertos heterólogos de tumor (n = 6) a 

12/grupo) con ya sea control de vehículo (10 µl/g; Tris 10 

mM, NaCl 80 mM, 3.5% de sacarosa, 0.01% de Tween-20, pH 7.5), 

KHL, Anticuerpo de control 1, KLH-sulfo-SPDB-DM4 o Conjugado 15 

1. 

En estos estudios, incluye un grupo separado de 

animales de cohorte PK/PD (n = 4) para estudiar el mecanismo 

de acción. En estos estudios, se administra una dosis i.v. 

única de KLH-sulfo-SPDB-DM4 dosificado a 5 mg/kg o Conjugado 20 

1 dosificado a 2.5 y 5 mg/kg y animales sacrificados a 24 y 

96 horas para plasma y tejido de tumor. Se evaluaron las 

muestras de plasma para las concentraciones de plasma del 

compuesto, y se analizaron los tejidos de tumor por 

marcadores de apoptosis. 25 



89 

 

En el estudio 1 de RT-112, los animales con 

injertos heterólogos de fragmento del tumor (n = 6/grupo) 

recibieron un total de 2 dosis i.v. separadas por un 

intervalo de 14 días de ya sea control de Vehículo (10 µl/g; 

Tris 10 mM, NaCl 80 mM, 3.5% de sacarosa, 0.01% de Tween-20, 5 

pH 7.5), KLH-sulfo-SPDB-DM4 (5 mg/kg), o Conjugado 1 (5 

mg/kg) después de la aleatorización. 

Como se muestra en la Tabla 8, el Conjugado 1, a 

una dosis de 5 mg/kg inhibe el crecimiento de tumores RT-112 

resultando en una respuesta completa (CR) en 6 de 6 (100%) de 10 

animales para el día 99 y 86% de regresión en el día 154 (5 

de 6 regresiones completas) después de dos dosis i.v. De 

estos 6 animales, 4 de 5 ratones sobrevivientes permanecieron 

libres de tumor hasta el día 21 mientras se observa un nuevo 

crecimiento del tumor en un solo animal. Una dosis de 5 mg/kg 15 

de KLH-sulfo-SPDB-DM4 resulta en un CR en 2 de 6 animales. 

En el estudio 2 de RT-112, se repitió el estudio de 

eficacia de la dosificación, los ratones que portan el tumor 

generados después del implante de célula (n = 12/grupo) 

recibieron un total de 3 dosis i.v. (días 13, 35 y 49) de 20 

salina USP (10 µg/g), Anticuerpo 1 (10 mg/kg), KLH-sulfo-

SPDB-DM4 (5 mg/kg) o Conjugado 1 (5 mg/kg). En este estudio, 

el Conjugado 1 se dosificó a 5 mg/kg resultó en 44% de 

regresión del tumor comparado a los controles del vehículo (p 

<0.0001) en el día 47 después de 2 dosis. La respuesta es 25 
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mantenida a más de 100 días después de la dosis final en 

donde 9 de 12 animales lograron una respuesta completa (CR). 

La dosificación de KLH-sulfo-SPDB-DM4 a 5 mg/kg resultó en un 

T/C de 46% comparado al control de salina (p = 0.02). El 

Conjugado 1 es significativamente más eficaz que el 5 

Anticuerpo 1 desnudo en donde el Anticuerpo 1 desnudo 

comparador dosificado a 10 mg/kg resulta en un T/C de 55%. 

En el estudio 3 de RT-112, un estudio de respuesta 

a la dosis (n = 8) en el cual la eficacia antitumoral del 

Conjugado 1 se evalúa a 1.25, 2.5 y 5 mg/kg después de un 10 

total de 5 dosis i.v. (días 21 y 35 seguido por 3 dosis 

semanales). Los controles en el estudio son KLH a 10 mg/kg, 

Anticuerpo 1 a 10 mg/kg y KLH-sulfo-SPDB-DM4 a 5 mg/kg. Un 

grupo de animales PK/PD (n = 4) recibieron una dosis i.v. 

única de KLH-sulfo-SPDB-DM4 a 5 mg/kg o Conjugado 1 a 2.5 y 5 15 

mg/kg.  

El Conjugado 1 dosificado a 2.5 o 5 mg/kg resultó 

en una regresión de tumor que corresponde a 93% y 100% (al 

día 82) respectivamente. Los resultados muestran una 

respuesta completa en 2/5 a 1.25 mg/kg, y 8/8 animales cada 20 

uno después de la dosificación a 2.5 y 5 mg/kg 

respectivamente, hasta el día 166. El Conjugado 1 dosificado 

a 1.25 mg/kg resultó en estasis de tumor. El KLH-sulfo-SPDB-

DM4 dosificado a 5 mg/kg resultó en estasis de tumor con 

regresión completa en 2/7 animales y el efecto es 25 
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estadísticamente significante comparado a los controles del 

vehículo (p = 0.02). Los tumores de regresión no volvieron a 

crecer durante el periodo de observación (>160 días). 

TABLA 8: Resumen de Modelo de Injerto Heterólogo de 

Vejiga de RT-112 Humano 5 
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Modelo N Tratamiento 
Total 

%T/C 
Reg. CR/PR 

Valor P 
 Dosis/ 

Esquema 
(%)  

  Vehículo 

2 (días 56 

y 70) 

NA NA NA NA 

RT-112 

(TF) 
6 

KLH- 

sulfo-SPDB- 

DM4 

(5 mg/kg) 

25 NA 
2/6 

CR 
0.37* 

(Estudio 1 

de RT-112) 
 

Conjugado 1 

(5 mg/kg) 
NA 86 

5/6 

CR 
0.055* 

  Salina USP 

3 (días 

13, 35, 

49) 

NA NA NA NA 

RT-112 12 
Anticuerpo 1 

(10 mg/kg) 
55 NA NA 0.08* 

(Matrigel+)  

KLH- 

sulfo-SPDB- 

DM4 

(5 mg/kg) 

46 NA 

2/12 

CR, 

3/12 

PR 

0.02* 

(Estudio 2 

de RT-112) 
 

Conjugado 1 

(5 mg/kg) 
NA 44 

9/12 

CR, 

2/12 

PR 

<0.0001* 

  
KLH 

(10 mg/kg) 

5 (días 21 

y 35 

seguido 

por 3 

dosis 

semanales) 

NA NA NA NA 

  
Anticuerpo 1 

(10 mg/kg) 
83 NA NA 0.86* 

RT-112 8 

KLH- 

sulfo-SPDB- 

DM4 

(5 mg/kg) 

6 NA 
2/7 

CR 
0.02* 

(Matrigel+)  
Conjugado 1 

(1.25 mg/kg) 
5 NA 

2/5 

CR 
0.03* 

(Estudio 3 

de RT-112) 
 

Conjugado 1 

(2.5 mg/kg) 
NA 93 

8/8 

CR 
0.004* 

  
Conjugado 1 

(5.0 mg/kg) 
NA 100 

8/8 

CR 
0.008* 
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*: Comparación al vehículo, Salina USP o control 

KLH 

NA: No aplicable  

Se evaluaron las muestras de plasma para las 

concentraciones de plasma del compuesto y se analizaron los 5 

tejidos de tumor para marcadores de apoptosis. El perfil de 

concentración-tiempo de plasma para el Conjugado 1 muestra 

concentraciones dependientes de la dosis con administración 

de bolo i.v. a 2.5 y 5.0 mg/kg (12.6 y 32.5 µg/ml, 

respectivamente a 24 horas) durante el lapso de tiempo de 10 

muestreo (96 horas) como se determina por ELISA para el 

Conjugado 1 e IgG total. Adicionalmente, la respuesta de RT-

112 al Conjugado 1 el tratamiento es detectable en tejido de 

tumor que muestra un incremento dependiente a la dosis en 

niveles de caspasa-3 desdoblada indicando la posible forma de 15 

acción del compuesto. 

En los estudios de RT-112, el Conjugado 1 resultó 

en una eficacia significante dependiente de la dosis 

resultando en respuesta completa en la mayoría de los 

animales y el efecto fue durable (más de 100 días). El 20 

Conjugado 1 es significativamente más eficaz que el 

Anticuerpo 1, el anticuerpo desnudo. 

Eficacia del Conjugado 1 en un Modelo de Injerto 

Heterólogo de Vejiga de UMUC-14 Humano 

La eficacia in vivo del Conjugado 1 comparado con 25 
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el Anticuerpo 1 desnudo en injertos heterólogos de carcinoma 

de vejiga humano de UMUC-14 es genéticamente distinta del 

modelo RT-112 (FGFR3-TACC3). Las líneas de célula UMUC-14 

expresan aproximadamente 27,000 de densidad del receptor como 

se determina por el análisis FACS y BANGS y es 5 

constitutivamente activo dado que alberga la mutación S249C. 

Se inocularon ratones Gamma NOD/SCID (NSG) 

(hembras, 5-6 semanas de edad) subcutáneamente con 5X106 

células UMUC-14 en HBSS. Los animales se asignaron 

aleatoriamente en grupos de tratamiento, de forma que el 10 

volumen de tumor medio para cada grupo es 240-250 mm3. Se 

administraron el Anticuerpo 1 y el Conjugado 1 i.v. ya sea 2 

dosis separadas por un intervalo de 14 días o 4 dosis 

semanales. El control utiliza ya sea el amortiguador de 

formulación del conjugado (Tris 10 mM, NaCl 80 mM, 3.5% de 15 

sacarosa, 0.01% de Tween-20, pH 7.5) o anticuerpos chKTI no 

objetivo, chKTI-sulfo-SPDB-DM4 o KLH-sulfo-SPDB-DM4 a 5 

mg/kg. 

En el primer estudio en el modelo UMUC-14, el 

Conjugado 1, a una dosis de 5 mg/kg con una dosis en el día 20 

17 y 31 después del implante del tumor, resulta en una 

regresión completa en 10/10 animales en el injerto heterólogo 

de UMUC-14. Los resultados muestran que el estado libre de 

tumor es mantenido por ~15 días. Aproximadamente 30 días 

después de la interrupción dl tratamiento, se observó 25 
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nuevamente crecimiento del tumor. En el retratamiento de 

estos tumores en los días 78 y 81, el Conjugado 1 dosificado 

a 5 mg/kg no disminuyó el tamaño de tumor lo que sugiere el 

desarrollo de resistencia al tumor. 

Tanto el Anticuerpo 1 desnudo dosificado a 10 mg/kg 5 

como el KLH-sulfo-SPDB-DM4 dosificado a 5 mg/kg no afectan 

significativamente el crecimiento del tumor. Los niveles del 

Conjugado 1 de plasma alcanzaron ~87 µg/ml a 48 horas después 

de la dosis, y se observó incremento significante en niveles 

de caspasa-3 desdoblada tan pronto como 48 horas después de 10 

la administración. 

En un segundo estudio en el modelo UMUC-14, el 

estado libre de tumor se prolonga significativamente después 

de 4 dosis semanales del Conjugado 1. El Conjugado 1 inhibe 

el crecimiento de tumor UMUC-14 en una manera dependiente de 15 

la dosis, con 5 mg/kg logrando regresión de tumor completa en 

8 de 8 animales, 2.5 mg/kg alcanzando estasis de tumor y no 

afectado a 1.25 mg/kg. Los animales permanecieron libres de 

tumor por ~30 días después de los cuales los tumores 

iniciaron a crecer nuevamente. 20 

 

 

 

 

 25 
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TABLA 9: Resumen de Modelo de Injerto Heterólogo de 

Vejiga de UMUC-14 Humano 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

*: Comparación al Vehículo o control chKTI 

NA: No aplicable 20 

En el estudio de vejiga de UMUC-14 humano, se logró 

afectar significativamente 100% de CR después de dosificación 

i.v. repetida fue seguido por el crecimiento nuevamente del 

tumor. 

 25 

Modelo N Tratamiento 
Total 

%T/C 
Reg. CR/PR 

Valor P 
 Dosis/ 

Esquema 
(%)  

  Vehículo 

2 (días 17 

y 31) 

NA NA NA NA 

UMUC-14 10 

Anticuerpo 

1 

(10 mg/kg) 

65 NA NA 0.15* 

(Estudio 1 

de UMUC) 
 

KLH- 

sulfo-SPDB- 

DM4 

(5 mg/kg) 

89 NA NA 0.76* 

  
Conjugado 1 

(5 mg/kg) 
NA 100 

10/10 

CR 
<0.0001* 

  
chKTI 

(5 mg/kg) 

4 (4 dosis 

semanales) 

NA NA NA NA 

  

Anticuerpo 

1 

(5 mg/kg) 

71 NA NA 0.28* 

UMUC-14 8 

chKTI- 

sulfo-SPDB- 

DM4 

(5 mg/kg) 

99 NA NA 0.86* 

(Estudio 2 

de UMUC) 
 

Conjugado 1 

(1.25 

mg/kg) 

77 NA NA 0.31* 

 
 

Conjugado 1 

(2.5 mg/kg) 
13 NA 

2/8 

CR 
<0.0001* 

  
Conjugado 1 

(5.0 mg/kg) 
NA 100 

8/8 

CR 
<0.0001* 
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Eficacia del Conjugado 1 en Modelos de Injerto 

Heterólogo de Vejiga de BFTC-905 FGFR3 Humano de Tipo Nativo 

(WT) 

Se determinó la eficacia del Conjugado 1 en la 

presencia de la expresión FGFR3 de tipo nativo. Se inoculó 5 

NOD/SCID Gamma (NSG) con 2x106 de BFTC-905 suspendido en 

HBSS. Después de la aleatorización, se administró el 

Anticuerpo y el Conjugado 1 i.v. en un esquema semanal. El 

control utiliza ya sea anticuerpos KLH o chKTI y KLH-sulfo-

SPDB-DM4 o chKTI-sulfo-SPDB-DM4. En un estudio de 10 

combinación, se administró cisplatina i.p. semanalmente. 

El tratamiento del Conjugado 1 exhibe eficacia 

anti-tumor dependiente de la dosis en injerto heterólogo de 

BFTC-905 logrando estasis de tumor a 5 mg/kg, mientras 

significativamente se inhibe el crecimiento del tumor a 1.25 15 

y 2.5 mg/kg. La combinación del Conjugado 1 y cisplatina 

resulta en regresión del tumor con 10/10PR, y el efecto es 

significativamente mayor que cada monoterapia. El Conjugado 1 

muestra una tendencia para incrementar los niveles de capasa-

3 desdoblados de tejido. 20 

 

 

 

 

 25 
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TABLA 10. Resumen del Modelo de Injerto Heterólogo 

de Vejiga de BFTC-905 Humano Tipo Nativo 

  

 

  5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

Modelo N Tratamiento 

Total 

%T/C 

Reg. CR/PR 
Valor P 

 Dosis/ 
Esquema 

(%)  

  
KLH 

(10 mg/kg) 
4 (4 dosis 
semanal 
mente) 

NA NA NA NA 

BFTC-905  
Anticuerpo 1 
(10 mg/kg) 

83 NA NA 0.37* 

(Estudio 1 de 
FGFR3 WT) 

12 
KLH- 

sulfo-SPDB-DM4 
(5 mg/kg) 

5 (5 dosis 
semanal 
mente) 

18 NA NA <0.0001* 

  
Conjugado 1 

(5 mg/kg) 
NA 16 NA <0.0001* 

  
chKTI 

(5 mg/kg) 

4 (4 dosis 
semanal 
mente) 

NA NA NA NA 

  
Anticuerpo 1 

(5 mg/kg) 
95 NA NA 0.71* 

BFTC-905 8 

chKTI- 
sulfo-SPDB- 

DM4 
(5 mg/kg) 

2 NA NA <0.0001* 

(estudio 2 de 
FGFR3 WT) 

 
Conjugado 1 
(1.25 mg/kg) 

58 NA NA 0.005* 

  
Conjugado 1 
(2.5 mg/kg) 

21 NA NA <0.0001* 

  
Conjugado 1 
(5.0 mg/kg) 

NA -23 
1/8 

CR, 1/8 
PR 

<0.0001* 

 
BFTC-905 

(estudio 3 de 
FGFR3 WT) 

 
chKTI 

(5 mg/kg) 

4 (4 dosis 
semanal 
mente) 

NA NA NA NA 

  
Conjugado 1 
(5.0 mg/kg) 

7 NA 1/10PR <0.0001* 

  
Cisplatina        (4 

mg/kg) 
69 NA 0/10 0.05* 

  
Conjugado 1 + 

Cisplatina 
NA 67 10/10 

<0.0001* 
<0.0001** 
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*: Comparación al control chKTI o KLH 

**: Comparación a cisplatina y Conjugado 1 

NA: No aplicable 

En BFTC-905, las líneas de célula de injerto 

heterólogo de vejiga de FGFR3 de tipo nativo humano expresan 5 

aproximadamente 11,00 receptores de densidad como se 

determina por el análisis FACS y BANGS. El Conjugado 1 

solamente logra estasis de tumor en la dosis más alta 

probada. En combinación con cisplatina, la terapia de 

combinación del Conjugado 1 y cisplatina significativamente 10 

mejora los efectos del Conjugado 1 solo, resultando en 

regresión del tumor con 10/10PR. El efecto de la combinación 

es mayor que el del aditivo como se define por el Método de 

Independencia Bliss. 

Eficacia del Conjugado 1 en Modelos de Injerto 15 

Heterólogo de Vejiga de KU-19-19 FGFR3 Negativo Humano 

Se evaluó el Conjugado 1 en un modelo de injerto 

heterólogo de carcinoma de vejiga de FGFR3 negativo, KU-19-19 

para establecer la especificidad del Conjugado 1. De manera 

breve, se inoculó Nu/nu (hembras, 5-6 semanas de edad) 20 

subcutáneamente con células KU-19-19 a 2x106 células/ratón 

suspendidas en HBSS. Después de la aleatorización, se 

administró el Anticuerpo 1 y el Conjugado 1 i.v. en un 

esquema semanal. El control utiliza los anticuerpos chKTI y 

chKTI-sulfo-SPDB-DM4 no objetivo. 25 
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TABLA 11. Resumen de Modelo de Injerto Heterólogo 

de Vejiga en HU-19-19 FGFR3 Negativo Humano 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

*: Comparación al control chKTI 

NA: No aplicable 

Como se espera, el Conjugado 1 dosificado a 5 mg/kg 

en un esquema semanal no exhibe efecto anti-tumor contra 15 

tumores KU-19-19, indicando la especificidad del artículo de 

prueba hacia el antígeno FGFR3. Igualmente, el anticuerpo 

desnudo (Anticuerpo 1) y chKTI-sulfoSDPD-DM4, ambos 

dosificados semanalmente a 5 mg/kg, no exhiben actividad 

anti-tumor. 20 

Eficacia del Conjugado 1 en un Modelo de Injerto 

Heterólogo de Mieloma Múltiple de KMS-11 humano 

Se evaluó la eficacia in vivo del Conjugado 1 en 

modelos de injerto heterólogo de mieloma múltiple (MM) de 

KMS-11 y KMS-11LP (luciferasa positiva). El KMS-11 expresa 25 

Modelo N Tratamiento 
Total 

%T/C 
Reg. CR/PR Valor 

P 
 

Dosis/ 
Esquema 

(%)  

  
chKTI 

(5 mg/kg) 

2 (2 dosis 

semanal 

mente) 

NA NA NA NA 

  

Anticuerpo 

1 

(5 mg/kg) 

79 NA NA >0.05* 

KU-19-

19 
8 

chKTI- 

sulfo-SPDB-

DM4 

(5 mg/kg) 

91 NA NA >0.05* 

  
Conjugado 1 

(5 mg/kg) 
89 NA NA >0.05* 
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altos niveles de GFGR3 (~120,000) y se lleva a cabo tanto una 

traslocación cromosómica (t(4; 14)) como una mutación de 

punto único, Y373C. El KMS-11LP es un derivado de una línea 

de KMS-11 parenteral que es luciferasa positiva y expresa 

altos niveles del antígeno FGFR3 (~159,000).   5 

Se inocularon ratones NOD/SCID Gamma (NSG) 

(hembras, 5-6 semanas de edad) subcutáneamente con 10 x 106 

de células KMS-11 o KMS-11LP suspendidas en HBSS. Cuando los 

tumores alcanzaron un volumen de tumor medio de ~300 mm3, se 

asignaron aleatoriamente los animales en grupos de 10 

tratamiento. Se administró el Anticuerpo 1 y el Conjugado 1 

i.v. ya sea una vez, semanalmente o cada dos semanas. El 

control utiliza ya sea amortiguador de formación del 

conjugado (Tris 10 mM, NaCl 80 mM, 3.5% de sacarosa, 0,01% de 

Tween-20, pH 7.5) o anticuerpo KLH no objetivo y KLH-sulfo-15 

SPDB-DM4. 

En el estudio KMS-11, el tratamiento con una dosis 

única del Conjugado 1 inhibe significantemente el crecimiento 

de tumores KMS-11 con estasis tumoral inicial seguida por 

recrecimiento del tumor. Los análisis de tejidos de tumor 20 

recolectados indican incremento significante en los niveles 

de caspasa-3 desdoblados que inician 12 horas posteriores a 

la dosis y picos a 24 horas. 

La eficacia del Conjugado 1 mejora 

significantemente con un esquema de dosificación más 25 
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agresivo. En el estudio 3 de KMS-11, un total de 5 dosis 

semanales del Conjugado 1 resultan en respuesta completa en 2 

de 7 animales mientras 5 de 7 animales logran respuesta 

parcial. Existe sin embargo, efecto significante con el 

control de conjugado no objetivo con este esquema de 5 

dosificación. 

TABLA 12. Resumen de Modelo de Injerto Heterólogo 

de Mieloma Múltiple en Humano KMS-11 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 

Modelo N Tratamiento 

Total 

%T/C 

Reg. CR/PR 
Valor P 

 Dosis/ 
Esquema 

(%)  

  Vehículo 

1 (día 19) 

NA NA NA NA 

KMS-11 
(MM) 

 
Anticuerpo 1 (10 

mg/kg) 
75 NA NA 0.02* 

(Estudio 1 
KMS-11) 

10 
KLH-sulfo-SPDB-

DM4 (5 mg/kg) 
70 NA NA 0.002* 

  
Conjugado 1 (5 

mg/kg) 
30 NA NA <0.0001* 

  Vehículo 

2 (días 20 y 
34) 

NA NA NA NA 

KMS-11 
(MM) 

 
Anticuerpo 1 (10 

mg/kg) 
63 NA NA 0.03* 

(Estudio 2 
KMS-11) 

10 
KLH-sulfo-SPDB-

DM4 (5 mg/kg) 
25 NA NA <0.0001* 

  
Conjugado 1 (5 

mg/kg) 
3 (días 20, 30 

y 48) 
NA 39 10/10 CR <0.0001* 

  KHL (10 mg/kg) 
3 (3 dosis 

semanales) 

NA NA NA NA 

KMS-11 
(MM) 

 
Anticuerpo 1 (10 

mg/kg) 
52 NA NA 0.01* 

(Estudio 3 
KMS-11) 

12 
KLH-sulfo-SPDB-

DM4 (5 mg/kg) 5 (5 dosis 
semanales 

12 NA 1/7 PR <0.0001* 

  
Conjugado 1 (5 

mg/kg) 
NA 40 NA <0.0001* 
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  *: Comparación al Vehículo o control KHL 

  NA: No aplicable 

Los estudios mostraron eficacia robusta 

significante en injertos heterólogos de KMS-HLP tratados con 

el Conjugado 1 que expresan densidad de antígeno ligeramente 5 

superior (152,000) comparado con KMS-11 (119,000) parenteral. 

El tratamiento del Conjugado 1 resulta en respuesta completa 

en 10 de 10 animales después de un total de 3 dosis 

administradas cada 14 días y el estado libre del tumor se 

mantiene durante el periodo de observación del Día 70. 10 

SECUENCIAS ADICIONALES 

SEQ ID NO 11 

MGAPACALALCVAVAIVAGASSESLGTEQRVVGRAAEVPGPEPGQELVFGS

GDAVELSCPPPGGGPMGPTVWVKDGTGLVPSERVLVGPQRLVLNASHEDSGAYSCRQRLTR

VLCHFSVRVTDAPSSGDDEDGEDEAEDTGVDTGAPYWTRPERMDKKLLAVPAANTVRFRCP15 

AAGNPTPSISWLKNGREFRGEHRIGGIKLRQQWSLVMESVVPSDRGNYTCVVENKFGSIRQ

TYTLDVLERSPHRPILQAGLPANQTAVLGSDVEFHCKVYSDAPHIQWLKHVEVNGSKVGPD

GTPYVTVLKTAGANTTDKELEVLSLHNVTFEDAGEYTCLAGNSIGFSHHSAWLVVLPAEEE

LVEADEAGSVYAGILSYGVGFFLFILVVAAVTLCRLRSPPKKGLGSPTVHKISFPLKRQVS

LESNASNSSNTPLVRIARLSSGEGPTLANVSELELPADPKWELSRARLTLGKPLGEGCFGQ20 

VVMAEAIGIDKDRAAKPVTVAVKMLKDDATDKDLSDLVSEMEMMKMIGKHKNIINLLGACT

QGGPLYVLVEYAAKGNLREFLRARRPPGLDYSFDTCKPPEEQLTFKDLVSCAYQVARGMEY

LASKCIHRDLAARVLVTEDNVMKIADFGLARDVHNLDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRV

YTHSDVSFGVLLWEIFTLGGSPYPGIPVEELFKLLKEGHRMDKPANCTHDLYMIMRECWHA

APSRPTFKLVEDLDRVLTVTSTDEYLDLSAPFEYSPGGQDTPSSSSSGDDSVFAHDLLPPA25 
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PPSSGGSRT 

SEQ ID NO 12 

gaggtccagctggtacagtctggagctgaggtgaagaagcctggggcctca

gtgaaagtctcctgcaaggcttctggctacatgtttaccagctatgggatcagttgggtgc

gacaggcccctggacaagggcttgagtggatgggatgggtcagcacttacaatggtgacac5 

aaactatgcgcagaagttccagggcagagtcaccgtgaccacagacacatccacgagcaca

gcctacatggagctgaggagcctgagatctgaggacacggccgtgtattactgtgcgagag

tcttgggatactatgatagtatagatggctactactacggtatggacgtctggggccaagg

gaccacggtcaccgtctcaagcgctagcaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccc

tcctccaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttcc10 

ccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttccc

ggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagc

agcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtgg

acaagagagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacc

tgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatg15 

atctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgagg

tcaagttcaactggtatgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcggga

ggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaagactgg

ctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgaga

aaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatc20 

ccgggaggagatgaccaagaaccaagtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatccc

agcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgc

ctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctattccaagctcaccgtggacaagag

caggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccac

tacacgcagaagagcctctccctgtctccgggcaaa 25 



104 

 

SEQ ID NO 13 

Cagtctgtgctgactcagccaccctcactgtcagtggccccaggaaagacg

gccacctttacctgtgggggaaacaacattggagacaagagtgttcactggtaccggcaga

agccaggccaggcccctgtcctggtcatgtatcttgataccgaacggccctcagggatccc

tgagcgaatgtctggctccaactttgggaacacggccaccctgacgatcaccagggtcgaa5 

gccggggatgaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtggtagtgatcatgtggtct

tcggcggagggaccaagctgaccgtcctaggtcagcctaaggctgccccctcggtcactct

gttcccgccctcctctgaggagcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagt

gacttctacccgggagccgtgacagtggcctggaaggcagatagcagccccgtcaaggcgg

gagtggagaccaccacaccctccaaacaaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacct10 

gagcctgacgcctgagcagtggaagtcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaa

gggagcaccgtggagaagacagtggcccctgcagaatgctct. 

 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

 

 

 

 

 25 
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REIVINDICACIONES 

Habiéndose descrito la invención como antecede, se 

reclama como propiedad lo contenido en las siguientes. 

 

1. Un compuesto de Fórmula I: 5 

 

      

 

 

 10 

 

 

 

caracterizado porque n es un número entero desde 1 

– 10 y R es un agente de unión celular que se une a FGFR3 15 

humano (SEQ ID NO 11) y comprende una CDRH1 que tiene la 

secuencia GYMFTSYGIS (SEQ ID NO 1), una CDRH2 que tiene la 

secuencia WVSTYNGDTNYAQKFQG (SEQ ID NO 2), una CDRH3 que 

tiene la secuencia VLGYYDSIDGYYYGMDV (SEQ ID NO 3), una CDRL1 

que tiene la secuencia GGNNIGDKSVH (SEQ ID NO 4), una CDRL2 20 

que tiene la secuencia LDTERPS (SEQ ID NO 5), y una CDRL3 que 

tiene la secuencia QVWDSGSDHVV (SEQ ID NO 6). 

2. El compuesto de conformidad con la 

Reivindicación 1, caracterizado porque el agente de unión 

celular comprende además: una secuencia de aminoácido pesada 25 
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variable de: 

EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYMFTSYGISWVRQAPGQGLEWMGWV

STYNGDTNYAQKFQGRVTVTTDTSTSTAYMELRSLRSEDTAVYYCARVLGYYDSIDGYYYG

MDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO 7); y  

una secuencia de aminoácido ligera variable de: 5 

QSVLTQPPSLSVAPGKTATFTCGGNNIGDKSVHWYRQKPGQAPVLVMYLDT

ERPSGIPERMSGSNFGNTATLTITRVEAGDEADYYCQVWDSGSDHVVFGGGTKLTVLG 

(SEQ ID NO 8). 

3. El compuesto de conformidad con la 

Reivindicación 2, caracterizado porque el agente de unión 10 

celular comprende además: una cadena ligera que comprende la 

secuencia de aminoácido de la SEQ ID NO: 10; y una cadena 

pesada que comprende la secuencia de aminoácido de la SEQ ID 

NO: 9. 

4. El compuesto de conformidad con la 15 

Reivindicación 3, caracterizado porque el agente de unión 

celular comprende además: dos cadenas ligeras que comprende 

cada una la secuencia de aminoácido de la SEQ ID NO: 10; y 

dos cadenas pesadas que comprende cada una la secuencia de 

aminoácido de la SEQ ID NO: 9. 20 

5. El compuesto de conformidad con las 

Reivindicaciones 1-4, caracterizado porque tiene una relación 

de fármaco a anticuerpo de 2.0 a 5.0. 

6. El compuesto de conformidad con las 

Reivindicaciones 1-4, caracterizado porque tiene una relación 25 
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de fármaco a anticuerpo de 3.5 ± 0.5. 

7. Una composición farmacéutica, caracterizada 

porque comprende el compuesto de conformidad con cualquiera 

de las Reivindicaciones 1-6, junto con un portador, diluyente 

o excipiente farmacéuticamente aceptable. 5 

8. La composición farmacéutica de conformidad con 

la Reivindicación 7, caracterizada porque comprende además, 

un agente farmacéutico adicional. 

9. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso en terapia. 10 

10. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso en el tratamiento de 

cáncer. 

11. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso en el tratamiento de 15 

cáncer en un paciente que tiene un nivel de expresión de 

FGFR3 que es mayor que el nivel de expresión de FGFR3 en una 

población de control. 

12. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso de conformidad con la 20 

Reivindicación 11, en donde la población de control comprende 

al menos un individuo que no sufre de cáncer. 

13. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso en el tratamiento de 

cáncer en un paciente que tiene: 25 
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(a) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde 

la mutación se selecciona a partir del grupo que consiste de 

S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones de los mismos; 

(b) una fusión de FGFR3-TACC3; o 

(c) una combinación de (a) y (b). 5 

14. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso en el tratamiento de 

cáncer en un paciente que tiene: 

(a) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde 

la mutación se selecciona a partir del grupo que consiste de 10 

S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones de los mismos; 

(b) una fusión de FGFR3-TACC3; o 

(c) una combinación de (a) y (b), 

en donde el tratamiento comprende determinar si o 

no el paciente tiene (a) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 15 

11), en donde la mutación se selecciona a partir del grupo 

que consiste de S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones 

de los mismos; (b) una fusión de FGFR3-TACC3; o (c) una 

combinación de (a) y (b), determinando ex vivo o in vitro la 

presencia de (i) una o más de las mutaciones S249C, R248C, 20 

Y373C, Y375C; (ii) una fusión de FGFR3-TACC3; o (iii) una 

combinación de (1) y (2) en una muestra biológica del 

paciente. 

15. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso de conformidad con 25 
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cualquiera de las Reivindicaciones 10-14, en donde el cáncer 

es cáncer de vejiga o mieloma múltiple. 

16. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso de conformidad con 

cualquiera de las Reivindicaciones 10-15, en donde tal 5 

compuesto es administrado simultáneamente, separadamente o 

secuencialmente con otro tratamiento anti-cancerígeno. 

17. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso de conformidad con la 

Reivindicación 16, en donde tal tratamiento anti-cancerígeno 10 

se selecciona a partir del grupo que consiste de un agente 

anti-angiogénico, un agente quimioterapéutico, y un agente 

anti-neoplásico. 

18. El compuesto de conformidad con cualquiera de 

las Reivindicaciones 1-6, para uso de conformidad con la 15 

Reivindicación 17, en donde tal agente anti-neoplásico es 

cisplatino. 

19. Un método para tratar cáncer en un mamífero, 

caracterizado porque comprende administrar a tal mamífero en 

necesidad del mismo el compuesto de conformidad con las 20 

Reivindicaciones 1-6, en donde el cáncer se selecciona a 

partir del grupo que consiste de cáncer de vejiga o mieloma 

múltiple. 

20. El método de conformidad con la Reivindicación 

19, caracterizado porque comprende además, administrar otro 25 
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tratamiento anti-cancerígeno a tal mamífero en donde tal 

tratamiento anti-cancerígeno se selecciona a partir del grupo 

que consiste de un agente anti-angiogénico, un agente 

quimioterapéutico, y un agente anti-neoplásico. 

21. El método de conformidad con la Reivindicación 5 

20, caracterizado porque tal agente anti-neoplásico es 

cisplatino. 

22. Un método para tratar cáncer en un paciente, 

caracterizado porque comprende las etapas: 

(a) medir el nivel de expresión de FGFR3 (SEQ ID 10 

NO 11) en una muestra tomada del paciente en donde la muestra 

se selecciona a partir del grupo que consiste de sangre, 

suero, plasma, orina, y tejido; y  

(b) administrar al paciente el compuesto de 

conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, si el 15 

nivel de expresión de FGFR3 está arriba del nivel de 

expresión de FGFR3 encontrado en una población de control. 

23. Un método para tratar cáncer en un paciente, 

caracterizado porque comprende las etapas: 

(a) determinar la presencia de una anomalía en una 20 

muestra tomada del paciente, en donde la anomalía es: 

(1) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11), en donde 

la mutación se selecciona a partir del grupo que consiste de 

S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones de los mismos; 

(2) una fusión de FGFR3-TACC3; o 25 
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(3) una combinación de (1) y (2), 

y en donde la muestra se selecciona a partir del 

grupo que consiste de sangre, suero, plasma, orina, tejido, 

células tumorales, muestras de tejido tumoral, células de 

tumor de circulación, y ADN de circulación, y 5 

(b) administrar al paciente el compuesto de 

conformidad con cualquiera de las Reivindicaciones 1-6 si la 

anomalía está presente. 

24. Un método para determinar si un sujeto que 

tiene un cáncer es un candidato para el compuesto de 10 

conformidad con las Reivindicaciones 1-6, caracterizado 

porque comprende: determinar ex vivo o in vivo el nivel de 

expresión de FGFR3 (SEQ ID NO 11) en una muestra del sujeto, 

en donde la muestra se selecciona a partir del grupo que 

consiste de sangre, suero, plasma, orina, y tejido, en donde 15 

un incremento en el nivel de expresión de FGFR3, comparado 

con el nivel de expresión de FGFR3 en un individuo que no 

sufre de cáncer, es indicativo de que el sujeto es un 

candidato para el compuesto. 

25. Un método para determinar si un sujeto que 20 

tiene un cáncer es un candidato para el compuesto de 

conformidad con las Reivindicaciones 1-6, caracterizado 

porque comprende: 

(a) determinar ex vivo o in vitro la presencia de 

una anomalía en una muestra tomada de un paciente, en donde 25 
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la anomalía es: 

(1) una mutación de FGFR3 (SEQ ID NO 11) en donde 

la mutación se selecciona a partir del grupo que consiste de 

S249C, R248C, Y373C, Y375C, y combinaciones de los mismos; 

(2) una fusión de FGFR3-TACC3; o 5 

(3) una combinación de (a) o (b); y 

(b) en donde la muestra se selecciona a partir del 

grupo que consiste de sangre, suero, plasma, orina, tejido, 

células de tumor, muestras de tejido de tumor, células de 

tumor de circulación, y ADN de circulación. 10 
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Listado de secuencias
                         SEQUENCE LISTING

<110>  Eli Lilly and Company
 
<120>  COMPOUNDS TO FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTOR-3 (FGFR3) AND 
       METHODS OF TREATMENT

<130>  X20104

<150>  61/917457
<151>  2013-12-18

<150>  61/928025
<151>  2014-01-16

<160>  13    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1
<211>  10
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  1

Gly Tyr Met Phe Thr Ser Tyr Gly Ile Ser 
1               5                   10  

<210>  2
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  2

Trp Val Ser Thr Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 
1               5                   10                  15      

Gly 
    

<210>  3
<211>  17
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  3

Val Leu Gly Tyr Tyr Asp Ser Ile Asp Gly Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp 
1               5                   10                  15      
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Val 
    

<210>  4
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  4

Gly Gly Asn Asn Ile Gly Asp Lys Ser Val His 
1               5                   10      

<210>  5
<211>  7
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  5

Leu Asp Thr Glu Arg Pro Ser 
1               5           

<210>  6
<211>  11
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  6

Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His Val Val 
1               5                   10      

<210>  7
<211>  126
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  7

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Met Phe Thr Ser Tyr 
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            20                  25                  30          

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 
        35                  40                  45              

Gly Trp Val Ser Thr Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 
    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Val Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

Ala Arg Val Leu Gly Tyr Tyr Asp Ser Ile Asp Gly Tyr Tyr Tyr Gly 
            100                 105                 110         

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
        115                 120                 125     

<210>  8
<211>  109
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  8

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Leu Ser Val Ala Pro Gly Lys 
1               5                   10                  15      

Thr Ala Thr Phe Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Asp Lys Ser Val 
            20                  25                  30          

His Trp Tyr Arg Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Met Tyr 
        35                  40                  45              

Leu Asp Thr Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Met Ser Gly Ser 
    50                  55                  60                  

Asn Phe Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Thr Arg Val Glu Ala Gly 
65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His 
                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
            100                 105                 
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<210>  9
<211>  456
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  9

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Met Phe Thr Ser Tyr 
            20                  25                  30          

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 
        35                  40                  45              

Gly Trp Val Ser Thr Tyr Asn Gly Asp Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 
    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Val Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 
65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
                85                  90                  95      

Ala Arg Val Leu Gly Tyr Tyr Asp Ser Ile Asp Gly Tyr Tyr Tyr Gly 
            100                 105                 110         

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 
        115                 120                 125             

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr 
    130                 135                 140                 

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 
145                 150                 155                 160 

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 
                165                 170                 175     

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 
            180                 185                 190         

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile 
        195                 200                 205             
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Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val 
    210                 215                 220                 

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala 
225                 230                 235                 240 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 
                245                 250                 255     

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 
            260                 265                 270         

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 
        275                 280                 285             

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 
    290                 295                 300                 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 
305                 310                 315                 320 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala 
                325                 330                 335     

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro 
            340                 345                 350         

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr 
        355                 360                 365             

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 
    370                 375                 380                 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 
385                 390                 395                 400 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 
                405                 410                 415     

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 
            420                 425                 430         

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 
        435                 440                 445             

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
    450                 455     
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<210>  10
<211>  214
<212>  PRT
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  10

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Leu Ser Val Ala Pro Gly Lys 
1               5                   10                  15      

Thr Ala Thr Phe Thr Cys Gly Gly Asn Asn Ile Gly Asp Lys Ser Val 
            20                  25                  30          

His Trp Tyr Arg Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Met Tyr 
        35                  40                  45              

Leu Asp Thr Glu Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Met Ser Gly Ser 
    50                  55                  60                  

Asn Phe Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Thr Arg Val Glu Ala Gly 
65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His 
                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys 
            100                 105                 110         

Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln 
        115                 120                 125             

Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly 
    130                 135                 140                 

Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly 
145                 150                 155                 160 

Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala 
                165                 170                 175     

Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser 
            180                 185                 190         

Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val 
        195                 200                 205             
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Ala Pro Ala Glu Cys Ser 
    210                 

<210>  11
<211>  795
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<400>  11

Met Gly Ala Pro Ala Cys Ala Leu Ala Leu Cys Val Ala Val Ala Ile 
1               5                   10                  15      

Val Ala Gly Ala Ser Ser Glu Ser Leu Gly Thr Glu Gln Arg Val Val 
            20                  25                  30          

Gly Arg Ala Ala Glu Val Pro Gly Pro Glu Pro Gly Gln Glu Leu Val 
        35                  40                  45              

Phe Gly Ser Gly Asp Ala Val Glu Leu Ser Cys Pro Pro Pro Gly Gly 
    50                  55                  60                  

Gly Pro Met Gly Pro Thr Val Trp Val Lys Asp Gly Thr Gly Leu Val 
65                  70                  75                  80  

Pro Ser Glu Arg Val Leu Val Gly Pro Gln Arg Leu Val Leu Asn Ala 
                85                  90                  95      

Ser His Glu Asp Ser Gly Ala Tyr Ser Cys Arg Gln Arg Leu Thr Arg 
            100                 105                 110         

Val Leu Cys His Phe Ser Val Arg Val Thr Asp Ala Pro Ser Ser Gly 
        115                 120                 125             

Asp Asp Glu Asp Gly Glu Asp Glu Ala Glu Asp Thr Gly Val Asp Thr 
    130                 135                 140                 

Gly Ala Pro Tyr Trp Thr Arg Pro Glu Arg Met Asp Lys Lys Leu Leu 
145                 150                 155                 160 

Ala Val Pro Ala Ala Asn Thr Val Arg Phe Arg Cys Pro Ala Ala Gly 
                165                 170                 175     

Asn Pro Thr Pro Ser Ile Ser Trp Leu Lys Asn Gly Arg Glu Phe Arg 
            180                 185                 190         

Gly Glu His Arg Ile Gly Gly Ile Lys Leu Arg His Gln Gln Trp Ser 
        195                 200                 205             
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Leu Val Met Glu Ser Val Val Pro Ser Asp Arg Gly Asn Tyr Thr Cys 
    210                 215                 220                 

Val Val Glu Asn Lys Phe Gly Ser Ile Arg Gln Thr Tyr Thr Leu Asp 
225                 230                 235                 240 

Val Leu Glu Arg Ser Pro His Arg Pro Ile Leu Gln Ala Gly Leu Pro 
                245                 250                 255     

Ala Asn Gln Thr Ala Val Leu Gly Ser Asp Val Glu Phe His Cys Lys 
            260                 265                 270         

Val Tyr Ser Asp Ala Pro His Ile Gln Trp Leu Lys His Val Glu Val 
        275                 280                 285             

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

Lys Thr Ala Gly Ala Asn Thr Thr Asp Lys Glu Leu Glu Val Leu Ser 
305                 310                 315                 320 

Leu His Asn Val Thr Phe Glu Asp Ala Gly Glu Tyr Thr Cys Leu Ala 
                325                 330                 335     

Gly Asn Ser Ile Gly Phe Ser His His Ser Ala Trp Leu Val Val Leu 
            340                 345                 350         

Pro Ala Glu Glu Glu Leu Val Glu Ala Asp Glu Ala Gly Ser Val Tyr 
        355                 360                 365             

Ala Gly Ile Leu Ser Tyr Gly Val Gly Phe Phe Leu Phe Ile Leu Val 
    370                 375                 380                 

Val Ala Ala Val Thr Leu Cys Arg Leu Arg Ser Pro Pro Lys Lys Gly 
385                 390                 395                 400 

Leu Gly Ser Pro Thr Val His Lys Ile Ser Arg Phe Pro Leu Lys Arg 
                405                 410                 415     

Gln Val Ser Leu Glu Ser Asn Ala Ser Asn Ser Ser Asn Thr Pro Leu 
            420                 425                 430         

Val Arg Ile Ala Arg Leu Ser Ser Gly Glu Gly Pro Thr Leu Ala Asn 
        435                 440                 445             

Val Ser Glu Leu Glu Leu Pro Ala Asp Pro Lys Trp Glu Leu Ser Arg 
    450                 455                 460                 
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Ala Arg Leu Thr Leu Gly Lys Pro Leu Gly Glu Gly Cys Phe Gly Gln 
465                 470                 475                 480 

Val Val Met Ala Glu Ala Ile Gly Ile Asp Lys Asp Arg Ala Ala Lys 
                485                 490                 495     

Pro Val Thr Val Ala Val Lys Met Leu Lys Asp Asp Ala Thr Asp Lys 
            500                 505                 510         

Asp Leu Ser Asp Leu Val Ser Glu Met Glu Met Met Lys Met Ile Gly 
        515                 520                 525             

Lys His Lys Asn Ile Ile Asn Leu Leu Gly Ala Cys Thr Gln Gly Gly 
    530                 535                 540                 

Pro Leu Tyr Val Leu Val Glu Tyr Ala Ala Lys Gly Asn Leu Arg Glu 
545                 550                 555                 560 

Phe Leu Arg Ala Arg Arg Pro Pro Gly Leu Asp Tyr Ser Phe Asp Thr 
                565                 570                 575     

Cys Lys Pro Pro Glu Glu Gln Leu Thr Phe Lys Asp Leu Val Ser Cys 
            580                 585                 590         

Ala Tyr Gln Val Ala Arg Gly Met Glu Tyr Leu Ala Ser Lys Cys Ile 
        595                 600                 605             

His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val Leu Val Thr Glu Asp Asn Val 
    610                 615                 620                 

Met Lys Ile Ala Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Val His Asn Leu Asp 
625                 630                 635                 640 

Tyr Tyr Lys Lys Thr Thr Asn Gly Arg Leu Pro Val Lys Trp Met Ala 
                645                 650                 655     

Pro Glu Ala Leu Phe Asp Arg Val Tyr Thr His Ser Asp Val Ser Phe 
            660                 665                 670         

Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile Phe Thr Leu Gly Gly Ser Pro Tyr Pro 
        675                 680                 685             

Gly Ile Pro Val Glu Glu Leu Phe Lys Leu Leu Lys Glu Gly His Arg 
    690                 695                 700                 

Met Asp Lys Pro Ala Asn Cys Thr His Asp Leu Tyr Met Ile Met Arg 
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705                 710                 715                 720 

Glu Cys Trp His Ala Ala Pro Ser Arg Pro Thr Phe Lys Leu Val Glu 
                725                 730                 735     

Asp Leu Asp Arg Val Leu Thr Val Thr Ser Thr Asp Glu Tyr Leu Asp 
            740                 745                 750         

Leu Ser Ala Pro Phe Glu Tyr Ser Pro Gly Gly Gln Asp Thr Pro Ser 
        755                 760                 765             

Ser Ser Ser Ser Gly Asp Asp Ser Val Phe Ala His Asp Leu Leu Pro 
    770                 775                 780                 

Pro Ala Pro Pro Ser Ser Gly Gly Ser Arg Thr 
785                 790                 795 

<210>  12
<211>  1368
<212>  DNA
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  12
gaggtccagc tggtacagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaagtc       60

tcctgcaagg cttctggcta catgtttacc agctatggga tcagttgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg gtcagcactt acaatggtga cacaaactat      180

gcgcagaagt tccagggcag agtcaccgtg accacagaca catccacgag cacagcctac      240

atggagctga ggagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc gagagtcttg      300

ggatactatg atagtataga tggctactac tacggtatgg acgtctgggg ccaagggacc      360

acggtcaccg tctcaagcgc tagcaccaag ggcccatcgg tcttccccct ggcaccctcc      420

tccaagagca cctctggggg cacagcggcc ctgggctgcc tggtcaagga ctacttcccc      480

gaaccggtga cggtgtcgtg gaactcaggc gccctgacca gcggcgtgca caccttcccg      540

gctgtcctac agtcctcagg actctactcc ctcagcagcg tggtgaccgt gccctccagc      600

agcttgggca cccagaccta catctgcaac gtgaatcaca agcccagcaa caccaaggtg      660

gacaagagag ttgagcccaa atcttgtgac aaaactcaca catgcccacc gtgcccagca      720

cctgaactcc tggggggacc gtcagtcttc ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc      780

atgatctccc ggacccctga ggtcacatgc gtggtggtgg acgtgagcca cgaagaccct      840

gaggtcaagt tcaactggta tgtggacggc gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccg      900

cgggaggagc agtacaacag cacgtaccgt gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccaa      960
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gactggctga atggcaagga gtacaagtgc aaggtctcca acaaagccct cccagccccc     1020

atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggg cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg     1080

cccccatccc gggaggagat gaccaagaac caagtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc     1140

ttctatccca gcgacatcgc cgtggagtgg gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac     1200

aagaccacgc ctcccgtgct ggactccgac ggctccttct tcctctattc caagctcacc     1260

gtggacaaga gcaggtggca gcaggggaac gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct     1320

ctgcacaacc actacacgca gaagagcctc tccctgtctc cgggcaaa                  1368

<210>  13
<211>  642
<212>  DNA
<213>  Artificial Sequence

<220>
<223>  Synthetic

<400>  13
cagtctgtgc tgactcagcc accctcactg tcagtggccc caggaaagac ggccaccttt       60

acctgtgggg gaaacaacat tggagacaag agtgttcact ggtaccggca gaagccaggc      120

caggcccctg tcctggtcat gtatcttgat accgaacggc cctcagggat ccctgagcga      180

atgtctggct ccaactttgg gaacacggcc accctgacga tcaccagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtggta gtgatcatgt ggtcttcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggtcag cctaaggctg ccccctcggt cactctgttc      360

ccgccctcct ctgaggagct tcaagccaac aaggccacac tggtgtgtct cataagtgac      420

ttctacccgg gagccgtgac agtggcctgg aaggcagata gcagccccgt caaggcggga      480

gtggagacca ccacaccctc caaacaaagc aacaacaagt acgcggccag cagctacctg      540

agcctgacgc ctgagcagtg gaagtcccac agaagctaca gctgccaggt cacgcatgaa      600

gggagcaccg tggagaagac agtggcccct gcagaatgct ct                         642
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RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a conjugados que 

consisten de un agente de porción de fármaco y un agente de 

unión celular que dirige el receptor 3 del factor de 

crecimiento del fibroblasto humano (FGFR3, por sus siglas en 5 

inglés). Estos conjugados tienen uso terapéutico ya que son 

diseñados y adaptados para dirigir una población celular 

específica y suministrar una citotoxina potente dentro de la 

célula. El conjugado de la presente invención tiene ventajas 

significantes sobre los otros conjugados conocidos en la 10 

técnica proporcionando una terapia tumoral de objetivo así 

como también actividad transeúnte a células vecinas en un 

receptor de oncología importante que es solamente expresado 

de manera moderada. 


