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DESCRIPCION
Reactivos SIRP-alfa de alta afinidad
Antecedentes de la invencion

La renovacion de las células comienza con la induccién de un programa apoptético u otros cambios celulares que los
marcan para su eliminacioén y el posterior reconocimiento de los marcadores por los fagocitos, incluyendo macréfagos,
células dendriticas y similares. Este proceso requiere una eliminacion especifica y selectiva de células no deseadas.
La discriminacion de las células sanas de las células no deseadas/envejecidas/moribundas muestra marcadores o
ligandos llamados sefiales de "comeme", es decir, "auto alteradas", que a su vez pueden reconocerse por los
receptores en los fagocitos. Las células sanas pueden mostrar sefiales de "no me comas" que inhiben activamente la
fagocitosis; estas sefiales se regulan negativamente en las células moribundas o se presentan en una conformacion
alterada. La proteina de superficie celular CD47 en células sanas y su compromiso de un receptor de fagocitos, SIRPa,
constituye una sefial clave de "no me comas" que puede detener el envolvimiento mediado por multiples modalidades,
incluyendo eliminacion de células apoptoéticas y fagocitosis mediada por FcR. Bloquear el compromiso mediado por
CD47 de SIRPa en un fagocito, o la pérdida de expresién de CD47 en ratones de inactivacion génica, puede provocar
la eliminacion de células vivas y eritrocitos no envejecidos. De manera alternativa, bloquear el reconocimiento de
SIRPa también permite la inmersion de dianas que normalmente no se fagocitan.

CDA47 es una glucoproteina transmembrana ampliamente expresada con un solo dominio similar a Ig y cinco regiones
que abarcan la membrana, que funciona como un ligando celular para SIRPa con unién mediada a través del dominio
tipo NH2-terminal V de SIRPa. SIRPa se expresa principalmente en células mieloides, incluyendo macréfagos,
granulocitos, células dendriticas mieloides (DC), mastocitos y sus precursores, incluyendo células madre
hematopoyéticas. Los determinantes estructurales en SIRPa que median la unién a CD47 se analizan por Lee et al.
(2007) J. Immunol. 179:7741-7750; Hatherley et al. (2007) J.B.C. 282:14567-75; y el papel de la dimerizacion cis de
SIRPa en la unién de CD47 se analiza por Lee et al. (2010) J.B.C. 285:37953-63.

De acuerdo con el papel de CD47 para inhibir la fagocitosis de las células normales, existe evidencia de que esta
regulada de forma transitoria en células madre hematopoyéticas (HSC) y progenitoras justo antes y durante su fase
migratoria, y que el nivel de CD47 en estas células determina la probabilidad de que se engullan in vivo. CD47 también
esta constitutivamente regulado positivamente en una serie de canceres. La sobreexpresion de CD47 por las células
tumorales puede aumentar la patogenicidad al permitir que la célula evada la fagocitosis.

Los documentos WO 2010/130053 A1 y WO 2009/046541 A1 describen métodos para modular la interaccion SIRPa-
CD47 mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido SIRPa que carece del
dominio transmembrana SIRPa capaz de unirse al dominio extracelular de CD47 humano en el tratamiento del cancer
hematolégico y para aumentar el injerto de células madre hematopoyéticas, respectivamente.

Sumario de la invencion
La invencion es como se define en el presente documento por las reivindicaciones.

Se proporcionan polipéptidos SIRPa de alta afinidad y analogos de los mismos, que se denominan en el presente
documento reactivos SIRPa de alta afinidad. Los reactivos son variantes de secuencia de la proteina SIRPa humana
nativa, y tienen utilidad para métodos in vivo e in vitro que bloquean la interaccion entre la proteina SIRPa nativa y su
receptor, CD47. Los cambios de aminoacidos que proporcionan una mayor afinidad se localizan en el dominio d1 vy,
por lo tanto, los reactivos SIRPa de alta afinidad de la divulgacién comprenden un dominio d1 de SIRPa humano, con
al menos un cambio de aminoacido con respecto a la secuencia de tipo silvestre dentro del dominio d1. Un reactivo
SIRPa de alta afinidad tal opcionalmente comprende secuencias de aminoacidos adicionales, por ejemplo secuencias
de anticuerpos Fc; porciones de la proteina SIRPa humana de tipo silvestre que no sea el dominio d1, incluyendo sin
limitacion los restos 150 a 374 de la proteina nativa o fragmentos de la misma, habitualmente fragmentos contiguos
con el dominio d1; y similares. Los reactivos SIRPa de alta afinidad pueden ser monoméricos o multiméricos, es decir,
dimero, trimero, tetramero, etc.

La divulgacion proporciona reactivos SIRPa solubles de alta afinidad, que carecen del dominio transmembrana de
SIRPa y comprenden al menos un aminodacido y no mas de 15 cambios en el dominio d1 en relacion con SIRPa
humano de tipo silvestre, realizandose las modificaciones a los restos con respecto a los restos seleccionados del
grupo que consiste en: L4, V6, A21, V27, 131, E47, K53, E54, H56, V63, S66, K68, V92, F94 y F103 de SEQ ID NO:1,
donde dicho cambio de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido SIRPa que se une a CD47 con respecto a la
afinidad del polipéptido SIRPa humano de tipo silvestre. El polipéptido SIRPa de alta afinidad puede modificarse
postraduccionalmente, por ejemplo por glucosilacion, pegilacion, efc. El reactivo SIRPa de alta afinidad puede ser una
proteina de fusiéon que comprende un dominio Fc.

La divulgacion también incluye formulaciones farmacéuticas de reactivos SIRPa de alta afinidad en combinacién con
un excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichas formulaciones pueden proporcionarse como una dosis unitaria,
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por ejemplo, una dosis eficaz para aumentar la fagocitosis dirigida en un individuo. Las formulaciones farmacéuticas
también incluyen preparaciones liofilizadas u otras de los reactivos SIRPa de alta afinidad, que pueden reconstituirse
para su uso.

Se proporcionan métodos para manipular la fagocitosis dirigida de las células, por ejemplo, por macréfagos u otras
células fagociticas de mamiferos. En dichos métodos, una célula que expresa CD47 se pone en contacto con un
reactivo SIRPa de alta afinidad de la divulgacién en una dosis eficaz para bloquear la interaccion entre SIRPa
enddgeno y CDA47. El bloqueo de esta interaccion permite el engullimiento de dianas que normalmente no se fagocitan.
La puesta en contacto puede realizarse in vivo, por ejemplo, con fines terapéuticos, e in vitro, por ejemplo, para
ensayos de cribado y similares. El reactivo SIRPa de alta afinidad para estos fines puede ser multimérico; o
monomeérico. Los reactivos monoméricos encuentran un uso particular para la administracién en combinacién con un
anticuerpo que se une selectivamente a la célula marcada como diana para la fagocitosis.

Las células tumorales, por ejemplo, tumores soélidos tales como carcinomas, sarcomas, melanomas, etc.; leucemias;
linfomas, efc. pueden dirigirse como diana para la fagocitosis al poner en contacto la célula tumoral con una dosis de
un polipéptido SIRPa de alta afinidad que sea eficaz para bloquear o enmascarar CD47 en la superficie celular,
permitiendo el engullimiento de dianas que normalmente no se fagocitan. La administracion de una dosis eficaz de
polipéptido SIRPa de alta afinidad a un paciente evita la interaccion entre CD47 y SIRPa, lo que aumenta la eliminacién
de las células tumorales a través de la fagocitosis. Para estos fines, puede ser ventajoso administrar una variante
SIRPa de alta afinidad en presencia de un Fc de inmunoglobulina unido a la célula marcada como diana para la
fagocitosis, que proporciona una sefial pro-fagocitica. En estos aspectos, el polipéptido SIRPa de alta afinidad puede
combinarse con anticuerpos monoclonales dirigidos contra uno o mas marcadores de células tumorales adicionales,
cuyas composiciones pueden ser sinérgicas para mejorar la fagocitosis y la eliminacion de células tumorales en
comparacion con el uso de agentes Unicos. Los reactivos monoméricos de alta afinidad SIRPa son ventajosos para
este fin ya que tienen baja toxicidad de glébulos rojos. Alternativamente una construccion de fusién SIRPa que
comprende una region Fc de inmunoglobulina, por ejemplo, una que proporciona una sefial pro-fagocitica, puede
administrarse.

El reactivo SIRPa de alta afinidad puede comprender un marcador detectable. Un reactivo marcado puede usarse para
propésitos de formacion de imagen in vitro o in vivo, por ejemplo, en la formacién de imagen de un tumor.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-1E. Evolucion dirigida de variantes de SIRPa de alta afinidad. A. Esquema del bloqueo de CD47 por SIRPa
soluble de alta afinidad. (Izquierda) En el estado basal, la expresién de CD47 en células cancerosas activa SIRPa en
macrofagos, iniciando una cascada inhibitoria a través de las tirosina fosfatasas SHP 1 y 2 y previniendo la fagocitosis
de células cancerosas. (Derecha) La proteina SIRPa de alta afinidad soluble, antagoniza competitivamente a CD47 y
evita la interaccion con SIRPa en los macréfagos, desinhibiendo de esta manera la fagocitosis. B. Representacion
esquematica de la presentacion en superficie de levadura del dominio de Ig SIRPa V-set (dominio 1, d1). Los clones
de levadura (células grises) presentan diferentes variantes de SIRPa (protuberancias de color). El recuadro indica la
union de SIRPa a la superficie celular de la levadura mediante fusion con Aga2 y seleccion con CD47 biotinilado. C.
Resumen de secuencias y mediciones de afinidad SPR de variantes de SIRPa disefiadas por ingenieria. La posicion
de los restos mutados y su secuencia correspondiente en el alelo 1 de tipo silvestre se indica en la parte superior de
la tabla. El color rojo del texto indica las mutaciones consenso y el sombreado azul indica los restos de contacto en el
consenso. A la derecha se muestran sensorgramas SPR representativos de SIRPa de tipo silvestre y variante de alta
afinidad FD6 que se une a CD47 inmovilizado. UR = unidades de respuesta. D. La estructura cristalina del complejo
FD6:CD47 representada como superficies transparentes que contienen representaciones de cinta de FD6 (naranja) y
CDA47 (azul). E. Superposicion de los complejos SIRPa:CD47 de tipo silvestre (magenta) y de alta afinidad (verde).
Los recuadros muestran restos de contacto mutados en el bucle SIRPa C'D (barras) y la interfaz de uniéon de CD47
(arriba, relleno de espacio; abajo, barras).

Figuras 2A-2H. Las variantes de SIRPa de alta afinidad bloquean CD47 y estimulan la fagocitosis in vitro. A. Curvas
de respuesta a dosis del antagonismo de CD47 en células de linfoma Raiji con alelo 1 de SIRPa de tipo silvestre (a1TS,
rosa), fragmentos Fab anti-clon CD47 B6H12 (naranja) o dos variantes SIRPa de alta afinidad (FD6, CV1, verde).
Células tenidas con concentraciones de titulacion de agentes bloqueantes de CD47 en competicion con el tetramero
SIRPa de tipo silvestre conjugado con Alexa Fluor 647 100 nM. B. Imagenes representativas de ensayos de fagocitosis
realizados con células de linfoma Raji marcadas con CFSE y macréfagos RFP+ con control vehiculo (PBS) o un
mutante SIRPa de alta afinidad fusionado con IgG4 humana (CV1-higG4). Los recuadros muestran macréfagos que
han ingerido multiples células cancerosas. Barra de escala = 50 ym. C. Graficos representativos que muestran
ensayos de fagocitosis analizados por citometria de flujo. Los macréfagos humanos se co-cultivaron con células GFP+
DLD-1 vy los tratamientos indicados. Las ventanas de adquisicion se usaron para evaluar los macréfagos GFP+ (rojo)
como un porcentaje de la poblacion total de macrofagos (azul). D. Fagocitosis de células tumorales GFP+ por
macrofagos humanos derivados de donantes, segun lo evaluado por citometria de flujo. Todos los tratamientos con
proteinas se usan a 100 nM. El porcentaje de macréfagos GFP+ se normalizé a la respuesta maxima de cada donante
contra cada linea celular. E. Fagocitosis de células GFP+ DLD-1 con concentraciones variables de variantes SIRPa-
Fc o un anticuerpo anti-CD47 compatible con el isotipo (clon B6H12). F. Fagocitosis de células GFP+ DLD-1 con
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control de isotipo no especifico (mlgG1), anticuerpos anti-CD47 (2D3) o anti-EpCam no blogueantes. Todos los
anticuerpos se usaron a 20 ug/ml. Se usaron monémeros FD6 TS SIRPa o variante SIRPa de alta afinidada 1 yM y
se combinaron como se indica. G. Fagocitosis de células GFP+ DLD-1 con concentraciones variables de cetuximab
(anti-EGFR) solo (rojo) o en combinacion con mondmero TS SIRPa (rosa) o monémeros SIRPa de alta afinidad
(verde). Todas las variantes de SIRPa se usan a 100 nM. H. Fagocitosis de células GFP+ Raji con concentraciones
variables de rituximab (anti-CD20) solo (rojo) o en presencia de mondmero TS SIRPa (rosa) o monémeros SIRPa de
alta afinidad (verde). Todas las variantes de SIRPa se usaron a 100 nM. D-H Todos los ensayos de fagocitosis de
macrofagos humanos se realizaron con macrofagos derivados de un minimo de tres donantes de sangre
independientes. Las barras de error indican desviacion estandar. ns = no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
frente a variantes TS SIRPa (d,g,h), frente a B6H12-higG4 (e), o como se indique de otra manera.

Figuras 3A-3H. Las proteinas de fusion SIRPa-Fc de alta afinidad son eficaces como agentes Unicos para el cancer.
A. Imagen representativa de células GFP-luciferasa+ DLD-1 injertadas en la cavidad peritoneal, que forman nédulos
tumorales diseminados entre asas intestinales circundantes. B. Supervivencia de ratones injertados con células GFP-
luciferasa+ DLD-1 tras el tratamiento con control vehiculo (PBS, rojo) o proteina de fusion SIRPa-higG4 de alta afinidad
(CV1-hlgG4, azul). C. Analisis representativo de Fc humano unido a la superficie de células sanguineas enteras de
animales tratados en b. D. Andlisis de sangre de animales tratados en b que muestran desviacion media y estandar
de cuatro animales por cohorte a lo largo del tiempo. La linea de puntos muestra el limite inferior de los valores
normales. E. Crecimiento de células de cancer de vejiga GFP-luciferasa+ 639-V en el tejido subcutaneo dorsal de
ratones NSG tras el tratamiento con las terapias indicadas evaluadas por formacion de imagen de bioluminiscencia.
Las barras representan valores medios, los puntos muestran valores de ratones individuales. F. Imagenes
representativas de bioluminiscencia de ratones injertados con 639-V de cada grupo de tratamiento el dia 37 después
del injerto. G. Volumenes tumorales de ratones injertados con 639-V en el dia 38 después del injerto. Las barras
representan valores medios, los puntos muestran valores de ratones individuales. H. Supervivencia de ratones
injertados con células GFP-luciferasa+ 639V. AH. Las flechas negras marcan el inicio y la finalizacion del tratamiento
diario. ns = no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 para tratamiento de control vehiculo frente a CV1-higG4.

Figuras 4A-4F. Los mondmeros SIRPa de alta afinidad mejoran la efectividad de los anticuerpos monoclonales in vivo.
A. Crecimiento de tumores de linfoma de GFP-luciferasa+ Raiji tras el tratamiento diario con PBS (rojo), monémero
CV1 (naranja), rituximab (verde) o rituximab mas monémero CV1 (azul), como se evalla por formaciéon de imagenes
de luminiscencia. Las barras indican valores medios, los puntos indican valores de ratones individuales. B. Imagenes
representativas de bioluminiscencia de ratones en el dia 29 después del injerto. Los circulos rojos indican sitios de
tumores primarios, la flecha roja indica el sitio de metastasis a los ganglios linfaticos axilares. C. Mediciones de
volumen tumoral medio de ratones de A. Las barras de error representan la desviacion estandar. D. Supervivencia de
ratones portadores de linfoma de A. E. Crecimiento de tumores de linfoma GFP-luciferasa+ Raji tras tratamiento
bisemanal con PBS (rojo), monémero CV1 (naranja), alemtuzumab (verde) o alemtuzumab mas monémero CV1 (azul),
segun lo evaluado por las mediciones de volumen tumoral. Las barras indican valores medios, los puntos indican
valores de ratones individuales. F. Supervivencia de ratones portadores de linfoma de E. A-F Las flechas negras
indican el inicio y la finalizacion del tratamiento. ns = no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 para todos los
grupos frente a rituximab+mondmero CV1, o alemtuzumab solo frente a alemtuzumab+monémero CV1.

Figuras 5A-5B. Disefio de biblioteca y secuencias de selecciones de primera generacion. A. Izquierda: Tabla de
posiciones aleatorias de la biblioteca de 'resto de contacto' con posibles variantes de aminoacidos y la ubicacion de
las posiciones aleatorias dentro de SIRPa. Derecha: Ubicacion y descripcion de las posiciones aleatorizadas para la,
biblioteca de 'restos centrales' de no contacto. SIRPa se representa en verde, CD47 se representa en magenta y las
posiciones aleatorias se representan como cadenas laterales que llenan el espacio. B. Resumen de secuencias de
variantes de SIRPa obtenidas después de la primera generacion de selecciones. La posicion de los restos mutados y
su secuencia correspondiente en el alelo 1 de tipo silvestre se indica en la parte superior de la tabla. El sombreado
azul indica mutaciones de 'contacto' que se producen en la interfaz SIRPa:CD47. La fuente en cursiva indica
mutaciones en posiciones que no fueron aleatorizadas en la biblioteca agrupada (Glu47 e His56).

Figura 6. Disefio de biblioteca de selecciones de segunda generacion. Tabla de posiciones aleatorizadas y posibles
aminoacidos para la biblioteca de segunda generacion y la posicion de los restos variables dentro de la estructura de
SIRPa. SIRPa se representa en verde, CD47 se representa en magenta y las posiciones aleatorias se representan
como cadenas laterales que llenan el espacio.

Figura 7. Mapa de densidad electrénica representativo del complejo FD6:CD47. Mapa de densidad electronica 2mF,-
DF. en contorno a 2,00. Los restos de aminoacidos modelados se representan como barras, con los restos de FD6 en
amarillo y los restos de CD47 en verde. El resto de acido piroglutamico 1 de CD47 se indica como PCA1 por encima
del resto y la densidad correspondientes.

Figuras 8A-8C. Las variantes de SIRPa de alta afinidad se unen y bloquean CD47 de manera potente en las células
cancerosas. A. Curvas de titulacion de mondmero de alelo 1 SIRPa de tipo silvestre (a1TS mono, rosa), tetramero de
alelo 1 SIRPa de tipo silvestre (tetramero a1TS, granate) o variantes de SIRPa de alta afinidad (FD6, FA4, verde) que
se une a las células de leucemia de Jurkat. Las barras de error indican la desviacion estandar. B. Ensayo de bloqueo
de CD47 en células Jurkat. Los antagonistas de CD47 se afiadieron en competicion con el tetramero SIRPa de tipo
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silvestre conjugado con Alexa Fluor 647. El bloqueo se probé con un mutante SIRPa de primera generacion como un
monomero (1A5 mono, verde azulado), un mutante SIRPa de segunda generacién como un monémero (FD6 mono,
verde), un mutante SIRPa de segunda generacién como una fusion Fc con IgG4 humana (FD6-higG4, azul) y el clon
B6H12 anti-CD47 (naranja). Las barras de error indican la desviacion estandar. C. Unién de proteinas SIRPa-Fc de
tipo silvestre (a1TS-hlgG4, rosa; a2TS-hlgG4, purpura), Proteinas SIRPa-Fc de alta afinidad (FD-hilgG4, CV1-higG4,
verde) y el anticuerpo anti-CD47 clon B6H12 (B6H12-hlgG4, naranja) a las células de cancer de colon DLD-1.

Figura 9. Las variantes SIRPa-Fc de alta afinidad restringen el crecimiento de las células de cancer de colon DLD-1 in
vivo. Curvas de crecimiento tumoral tras el tratamiento con vehiculo (PBS, rojo) o proteina de fusion SIRPa-hlgG4 de
alta afinidad (CV1-hlgG4, azul), como se mide por imagenes de bioluminiscencia de las cavidades peritoneales de
ratones tratados. Los puntos indican valores de ratones individuales, las lineas representan valores medios. **p<0,01
por ANOVA de 2 vias con prueba posterior de Bonferroni.

Figuras 10A-10D. El tratamiento con variantes Fc de SIRPa-de alta afinidad provoca infiltracion de macréfagos y afecta
a los indices de globulos rojos. A. Masa de tejido subcutaneo palpable disecada de un raton tratado con CV1-higG4.
Izquierda = luz blanca, derecha = fluorescencia GFP. Los dévalos discontinuos rodean dos nédulos tumorales
superficiales, los asteriscos marcan el infilirado estromal rico en macrofagos. Barra de escala = 5 mm. B. Tincidon con
hematoxilina y eosina de una masa de tejido subcutaneo palpable de un ratén tratado con CV1-higG4, demostrando
la presencia de macréfagos infiltrantes. Se ve un nédulo tumoral en la parte superior izquierda de la imagen con un
infiltrado inflamatorio que lo rodea. El recuadro muestra macrofagos representativos en el area marcada por el cuadro
discontinuo. C. Tincién inmunohistoquimica para F4/80, un marcador de macréfagos de ratdén, en masa de tejido
subcutaneo palpable de un raton tratado con CV1-higG4. Se ve un nédulo tumoral en la parte derecha de la imagen,
con macrofagos infiltrantes tefiidos a la izquierda. El recuadro muestra macréfagos representativos en el area marcada
por el cuadro discontinuo, con evidencia de macréfagos en el proceso de fagocitosis (flechas negras) y el engullimiento
exitoso de células tumorales (flechas rojas). D. Analisis de sangre de ratones con tumores de vejiga GFP-luciferasa+
639-V el dia 34 después del injerto. El tratamiento con CV1-higG4 produjo una disminucién moderada en los indices
de glébulos rojos (amarillo). No se observoé toxicidad para otros linajes sanguineos.

Figuras 11A-11C. El tratamiento con monémeros SIRPa de alta afinidad no provoca toxicidad de los glébulos rojos. A.
Mediciones de hematocrito de ratones durante el transcurso del tratamiento con las terapias indicadas. B. Niveles de
hemoglobina de ratones durante el transcurso del tratamiento con las terapias indicadas. C. Recuentos absolutos de
glébulos rojos de ratones en el transcurso del tratamiento con las terapias indicadas. A-C. ns = no significativo. Las
flechas negras indican el inicio y la finalizacion del tratamiento diario.

Figura 12. Las variantes de SIRPa de alta afinidad exhiben seguridad en primates no humanos. Los macacos
cangrejeros fueron tratados con una inyeccion intravenosa Unica de SIRPa-Fc de alta afinidad (FD6-higG4, rojo) o una
serie de escalada de dosis de mondémero SIRPa de alta afinidad (FD6 mono, azul). Las lineas de puntos representan
dias de tratamiento con las dosis indicadas anteriormente en mg/kg. Se observé una toxicidad moderada para los
glébulos rojos como una caida en el hematocrito tras el tratamiento con FD6-higG4, y no se observd pérdida de
gldbulos rojos con la terapia con monémero FD6. No se observo toxicidad para otros sistemas de 6rganos.

Figuras 13A-13C. Las variantes de SIRPa de alta afinidad radiomarcadas son eficaces como agentes de formacion de
imagen no invasivos para el cancer. A. Los ratones NSG se injertaron subcutaneamente con células de cancer de
colon humano DLD-1 en el flanco superior derecho. Los ratones portadores de tumor se inyectaron con monémero
FD6 marcado con Cu-64 y se tomaron imagenes por exploracion PET. Las puntas de flecha rojas indican la absorcion
por el tumor, las puntas de flecha negras indican la absorcion por los rifiones. Los paneles superiores muestran
imagenes dorsales y los paneles inferiores muestran secciones transversales a través de tumores. M2, M3 representan
imagenes de dos animales independientes. B. Cuantificacion de la sefial de los animales a lo largo del tiempo. FD6
persiste en el tumor durante al menos 24 horas. C. Tabla que muestra la presencia de FD6 radiomarcado en tumores
y tejidos normales. T:N = relacion de absorcion en el tumor con respecto al tejido indicado. ID/g = dosis inyectada por
gramo de tejido.

Figuras 14A-14F. La clasificacion celular de macrofagos activada por fluorescencia demuestra que las variantes de
SIRPa de alta afinidad inducen la fagocitosis de las células cancerosas. A Los macréfagos humanos primarios y las
células de cancer de colon GFP+ DLD-1 se cultivaron conjuntamente en presencia de CV1-higG4 100 nM. La
fagocitosis se cuantifico6 como el porcentaje de macrofagos CD45+ que se convirti6 en GFP+. Las poblaciones de
macrofagos se clasificaron por citometria de flujo para aquellas que fueron GFP negativas (azul), GFP bajas (rojo) o
GFP altas (verde). B Los macréfagos ordenados con GFP alto contienen células tumorales envueltas como se visualiza
por microscopia bajo luz transmitida en campo claro (imagen superior) y luz fluorescente (imagen inferior; rojo = CD45,
verde = GFP). C Tincién de Wright-Giemsa de células de cancer de colon DLD-1. D Tincién de Wright-Giemsa de
poblaciones clasificadas de macréfagos negativos a GFP que carecen de material engullido. E Tincion de Wright-
Giemsa de poblaciones clasificadas de macroéfagos bajos en GFP enriquecidas para material engullido. F Tincion de
Wright-Giemsa de poblaciones clasificadas de macréfagos con alto contenido de GFP que contienen células tumorales
engullidas. La barra de escala BF representa 100 pm.

Figura 15. Las variantes SIRPa de alta afinidad se sinergizan con trastuzumab para el cancer de mama Her2+. Los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2816 647 T3

macrofagos humanos primarios se co-cultivaron con células de cancer de mama GFP+ SK-BR-3 y las terapias
indicadas. La fagocitosis se evalué mediante citometria de flujo. La adicién de monémero SIRPa de alta afinidad FD6
o CV1 a trastuzumab aumenté la fagocitosis. ns = no significativo, ***p<0,001, ****p<0,0001 frente a los tratamientos
control o los tratamientos de SIRPa de tipo silvestre en combinacién con trastuzumab.

Figuras 16A-D: Las variantes de SIRPa de alta afinidad inducen maxima efectividad en presencia de cadenas Fc de
anticuerpos unidos a tumores. A. Esquema que muestra variantes de SIRPa de alta afinidad. B Filtracién analitica en
gel que muestra que las proteinas de fusion SIRPa-Fc de alta afinidad se purifican como una sola especie (volumen
de elucion = 13,44) con agregacion limitada. C Ensayo de fagocitosis con macréfagos de raton RFP+ y células Raiji de
linfoma humano GFP+. El bloqueo de CD47 con mondmero CV1 de variante SIRPa de alta afinidad o fragmentos Fab
anti-CD47 produjo aumentos marginales en la fagocitosis, mientras que el tratamiento con SIRPa-Fc de alta afinidad
o anticuerpos anti-CD47 intactos produjeron una fagocitosis elevada. D La oligomerizacion de CD47 no induce
fagocitosis. Ensayo de fagocitosis realizado con macréfagos humanos primarios y células de cancer de colon humano
GFP+ DLD-1. El tratamiento con dimeros SIRPa de alta afinidad que carecen de un estimulo pro fagocitico no induce
niveles sustanciales de fagocitosis.

Figuras 17A-17D: Las variantes de SIRPa de alta afinidad se unen y bloquean otros ortélogos de CD47 de mamiferos.
A. Unién de la variante SIRPa de alta afinidad FD6, pero no SIRPa humano de alelo 1 de tipo silvestre, a las células
de cancer de colon de ratéon CT26. B. La variante SIRPa de alta afinidad FD6-Fc bloguea la unién de los tetrameros
SIRPa de ratdn de tipo silvestre al CD47 de ratén que se muestra en la superficie de la levadura. C. La variante SIRPa
de alta afinidad CV1 se une al CD47 de ratén que se muestra en la superficie de la levadura. D. Unién de SIRPa alelo
2-Fc de tipo silvestre 100 nM, SIRPa-Fc de alta afinidad o anticuerpos anti-CD47 (clones B6H12 y 5F9) a células
MDCK caninas, detectado por citometria de flujo con un anticuerpo secundario anti-IlgG humano.

DEFINICIONES

En la descripcién que sigue, se usan varios términos usados convencionalmente en el campo del cultivo celular. Con
el fin de proporcionar una comprension clara y coherente de la especificacion y las reivindicaciones, y el alcance que
debe darse a dichos términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Los términos y frases "inhibidores", "agentes de bloqueo" y "agentes de enmascaramiento" de la interaccion entre
SIRPa y su ligando CD47 se refieren a moléculas que evitan la unién de SIRPa y CD47. Para fines de desarrollo, la
unién puede realizarse en condiciones experimentales, por ejemplo, usando proteinas aisladas como compafieros de
union, usando porciones de proteinas como compaiieros de unién, usando la presentacion de levadura de proteinas
o porciones de proteinas como compafieros de union y similares.

Para fines fisiolégicamente relevantes, la unién de SIRPa y CD47 es habitualmente un evento entre dos células, donde
cada célula expresa uno de los comparieros de unién. De particular interés es la expresion de SIRPa en células
fagociticas, tales como los macrofagos; y la expresion de CD47 en células que podrian ser dianas para la fagocitosis,
por ejemplo, células tumorales, células hematopoyéticas circulantes, y similares. Los inhibidores pueden identificarse
usando ensayos de unién in vitro e in vivo o sefializacion de receptor o ligando.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de restos de aminoacidos. Los términos también se aplican a polimeros de aminoacidos en donde uno o
mas restos de aminoacido son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi
como a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural.

El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como a analogos y miméticos de
aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos de origen
natural son los codificados mediante el codigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se modifican
posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos se
refiere a los compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que la de un aminoacido de origen natural, es
decir, un carbono alfa que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metil sulfonio de metionina. Dichos analogos pueden tener grupos R
modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica
basica que un aminoacido de origen natural. Aminoacidos miméticos se refiere a compuestos quimicos que tienen una
estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de manera similar
a un aminoacido de origen natural.

Los términos "sujeto", "individuo" y "paciente" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un
mamifero que se esta evaluando para el tratamiento y/o se esta tratando. El mamifero puede ser un ser humano. Los
términos "sujeto”, "individuo" y "paciente" abarcan, sin limitacion, individuos que tienen cancer. Los sujetos pueden ser
humanos, pero también incluyen otros mamiferos, particularmente aquellos mamiferos utiles como modelos de
laboratorio para enfermedades humanas, por ejemplo, ratén, rata, efc.

Los términos "cancer”, "neoplasia" y "tumor" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a células
que exhiben un crecimiento auténomo no regulado, de manera que presentan un fenotipo de crecimiento aberrante
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caracterizado por una pérdida significativa de control sobre la proliferacion celular. Las células de interés para la
deteccion, el analisis o el tratamiento en la presente solicitud incluyen células precancerosas (por ejemplo, benignas),
malignas, pre-metastasicas, metastasicas y no metastasicas. Se conocen canceres de practicamente todos los tejidos.
La frase "carga de cancer" se refiere a la cantidad de células cancerosas o el volumen de cancer en un sujeto. Por
consiguiente, reducir la carga de cancer se refiere a reducir la cantidad de células cancerosas o el volumen de cancer
en un sujeto. La frase "célula cancerosa", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier célula que es
una célula cancerosa o deriva de una célula cancerosa, por ejemplo, un clon de una célula cancerosa. Los expertos
en la materia conocen muchos tipos de canceres, incluyendo tumores sélidos tales como carcinomas, sarcomas,
glioblastomas, melanomas, linfomas, mielomas, etc. y canceres circulantes tales como leucemias. Los ejemplos de
cancer incluyen, pero no se limitan a, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer
de préstata, cancer hepatocelular, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer de cuello de Utero, cancer de ovario,
cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma,
cancer de cabeza y cuello y cancer de cerebro.

La "patologia” del cancer incluye todos los fendmenos que comprometen el bienestar del paciente. Esto incluye, sin
limitacion, crecimiento celular anormal o incontrolable, metastasis, interferencia con el funcionamiento normal de las
células vecinas, liberacion de citocinas u otros productos secretores a niveles anormales, supresion o agravamiento
de la respuesta inflamatoria o inmunolégica, neoplasia, pre-neoplasia maligna, neoplasia maligna, invasion de tejidos
u érganos circundantes o distantes, tales como los ganglios linfaticos, efc.

Como se usa en el presente documento, las frases "recurrencia del cancer" y "recurrencia tumoral" y variantes
gramaticales de las mismas, se refieren a un mayor crecimiento de células neoplasicas o cancerosas después del
diagndstico de cancer. En particular, La recurrencia puede producirse cuando se produce un mayor crecimiento de
células cancerosas en el tejido canceroso. La "propagacion del tumor”, de manera similar, se produce cuando las
células de un tumor se diseminan en tejidos y 6rganos locales o distantes; por lo tanto, la propagacion tumoral abarca
la metastasis tumoral. La "invasion tumoral" se produce cuando el crecimiento tumoral se propaga localmente para
comprometer la funcién de los tejidos implicados por compresién, destruccion o prevencion de la funcién normal de
los 6rganos.

Como se usa en el presente documento, el término "metastasis" se refiere al crecimiento de un tumor canceroso en
un 6rgano o parte del cuerpo, que no esta directamente conectado al 6érgano del tumor canceroso original. Se
entendera que la metastasis incluye micrometastasis, que es la presencia de una cantidad indetectable de células
cancerosas en un organo o parte del cuerpo que no esta directamente conectada al 6rgano del tumor canceroso
original. La metastasis también puede definirse como varias etapas de un proceso, tales como la salida de las células
cancerosas del sitio original del tumor y la migracién y/o invasion de las células cancerosas a otras partes del cuerpo.

El término "muestra” con respecto a un paciente abarca muestras de sangre y otras muestras liquidas de origen
biolégico, muestras de tejido sélido tales como una muestra de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas de la
misma y la progenie del mismo. La definicion también incluye muestras que se han manipulado de alguna manera
después de su adquisicién, tales como mediante tratamiento con reactivos; lavado; o enriquecimiento para ciertas
poblaciones celulares, tales como las células cancerosas. La definicion también incluye muestras que se han
enriquecido para tipos particulares de moléculas, por ejemplo, acidos nucleicos, polipéptidos, efc. La frase "muestra
bioldgica" abarca una muestra clinica y también incluye tejido obtenido mediante reseccion quirtrgica, tejido obtenido
por biopsia, células en cultivo, sobrenadantes celulares, lisados celulares, muestras de tejido, érganos, médula ésea,
sangre, plasma, suero y similares. Una "muestra biolégica" incluye una muestra obtenida de la célula cancerosa de un
paciente, por ejemplo, una muestra que comprende polinucleotidos y/o polipéptidos que se obtiene de la célula
cancerosa de un paciente (por ejemplo, un lisado celular u otro extracto celular que comprende polinucleétidos y/o
polipéptidos); y una muestra que comprende células cancerosas de un paciente. Una muestra bioldgica que
comprende una célula cancerosa de un paciente también puede incluir células no cancerosas.

El término "diagndstico” se usa en el presente documento para referirse a la identificacion de un estado molecular o
patolégico, enfermedad o afeccion, tales como la identificacion de un subtipo molecular de cancer de mama, cancer
de préstata u otro tipo de cancer.

El término "pronéstico” se usa en el presente documento para referirse a la prediccién de la probabilidad de muerte o
progresion atribuible al cancer, incluyendo recurrencia, propagacion metastasica y resistencia a farmacos, de una
enfermedad neoplasica, tales como cancer de ovario. El término "predicciéon” se usa en el presente documento para
referirse al acto de predecir o estimar, basandose en la observacion, la experiencia o el razonamiento cientifico. En
un ejemplo, un médico puede predecir la probabilidad de que un paciente sobreviva, después de la extirpacion
quirargica de un tumor primario y/o quimioterapia durante un cierto periodo de tiempo sin recurrencia del cancer.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar" y similares, se refieren a administrar un
agente o llevar a cabo un procedimiento, para los fines de obtener un efecto. El efecto puede ser profilactico en
términos de prevenir completa o parcialmente una enfermedad o un sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico
en términos de una cura parcial o completa de una enfermedad y/o sintomas de la enfermedad. El "tratamiento”, como
se usa en el presente documento, puede incluir el tratamiento de un tumor en un mamifero, particularmente en un ser
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humano, e incluye: (a) prevenir la aparicion de la enfermedad o un sintoma de una enfermedad en un sujeto que puede
estar predispuesto a la enfermedad pero al que aln no se le haya diagnosticado que la tenga (por ejemplo, incluyendo
enfermedades que pueden estar asociadas o provocadas por una enfermedad primaria; (b) inhibir la enfermedad, es
decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad.

El tratamiento puede referirse a cualquier indicio de éxito en el tratamiento o mejora o prevenciéon de un cancer,
incluyendo cualquier parametro objetivo o subjetivo tales como moderacion; remision; disminucion de los sintomas o
hacer que la enfermedad o afeccion sea mas tolerable para el paciente; ralentizar la tasa de degeneracién o
disminucién; o hacer que el punto final de degeneracion sea menos debilitante. El tratamiento o mejora de los sintomas
puede basarse en parametros objetivos o subjetivos; incluyendo los resultados de un examen realizado por un médico.
En consecuencia, el término "tratar" incluye la administracion de los compuestos o agentes de la presente divulgacion
para prevenir o retrasar, para aliviar o detener o inhibir el desarrollo de los sintomas o afecciones asociadas al cancer
u ofras enfermedades. La frase "efecto terapéutico” se refiere a la reduccién, eliminacién o prevencién de la
enfermedad, los sintomas de la enfermedad o los efectos secundarios de la enfermedad en el sujeto.

"En combinacion con", "terapia de combinacién" y "productos de combinacion" se refieren a la administracion
concurrente a un paciente de un primer agente terapéutico y los compuestos como se usan en el presente documento.
Cuando se administran en combinacién, cada componente puede administrarse al mismo tiempo o de manera
secuencial en cualquier orden en distintos momentos en el tiempo. Por lo tanto, cada componente puede administrarse
por separado pero lo suficientemente cerca en el tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico deseado.

El tratamiento puede cumplirse administrando una combinacién de un reactivo SIRPa de alta afinidad de la divulgacion
con un agente citotoxico. Una clase a modo de ejemplo de agentes citotoxicos son los agentes quimioterapéuticos.
Los agentes quimioterapéuticos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, aldesleucina, altretamina,
amifostina, asparaginasa, bleomicina, capecitabina, carboplatino, carmustina, cladribina, cisaprida, cisplatino,
ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina (DTIC), dactinomicina, docetaxel, doxorubicina, dronabinol, duocarmicina,
etopdsido, filgrastim, fludarabina, fluorouracilo, gemcitabina, granisetrén, hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida,
interferon alfa, irinotecan, lansoprazol, levamisol, leucovorina, megestrol, mesna, metotrexato, metoclopramida,
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, omeprazol, ondansetrén, paclitaxel (Taxol™), pilocarpina, procloroperazina,
rituximab, saproina, tamoxifeno, taxol, clorhidrato de topotecan, trastuzumab, vinblastina, vincristina y tartrato de
vinorelbina.

La administracion de un reactivo SIRPa de alta afinidad de la divulgacion puede combinarse con una dosis eficaz de
un agente que aumente el hematocrito del paciente, por ejemplo, agentes estimulantes de la eritropoyetina (ESA).
Tales agentes son conocidos y se usan en la técnica, incluyendo, por ejemplo, Aranesp® (darbepoetina alfa),
Epogen®NF/Procrit®NF (epoetina alfa), Omontys® (peginesatida), Procrit®, etc.

Otras terapias de combinacion incluyen la administracion con anticuerpos especificos de células, por ejemplo
anticuerpos selectivos para marcadores de células tumorales, radiacion, cirugia y/o privacion hormonal (Kwon et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 96: 15074-9, 1999). Los inhibidores de la angiogénesis también pueden combinarse con
los métodos de la divulgacion.

En la actualidad varios anticuerpos estan en uso clinico para el tratamiento del cancer, y otros se encuentran en
diferentes etapas de desarrollo clinico. Por ejemplo, existen varios antigenos y los correspondientes anticuerpos
monoclonales para el tratamiento de tumores malignos de células B. Un antigeno diana es CD20. El rituximab es un
anticuerpo monoclonal quimérico no conjugado dirigido al antigeno CD20. CD20 tiene un papel funcional importante
en la activacion, proliferacion y diferenciacion de células B.

El antigeno CD52 estd marcado como diana por el anticuerpo monoclonal alemtuzumab, que esta indicado para el
tratamiento de la leucemia linfocitica cronica. CD22 se marca como diana por varios anticuerpos, y recientemente ha
demostrado eficacia combinada con toxina en la leucemia de células pilosas resistente a la quimioterapia. Dos nuevos
anticuerpos monoclonales dirigidos a CD20, tositumomab e ibritumomab, se han enviados a la Food and Drug
Administration (FDA). Estos anticuerpos estan conjugados con radioisétopos. Alemtuzumab (Campath) se usa en el
tratamiento de la leucemia linfocitica cronica; El gemtuzumab (Mylotarg) encuentra uso en el tratamiento de la leucemia
mieldgena aguda; Ibritumomab (Zevalin) encuentra uso en el tratamiento del linfoma no Hodgkiniano; Panitumumab
(Vectibix) encuentra uso en el tratamiento del cancer de colon.

Los anticuerpos monoclonales utiles en los métodos de la divulgacion que se han usado en tumores sélidos incluyen,
sin limitacion, edrecolomab y trastuzumab (herceptin). Edrecolomab se dirige al antigeno 17-1A que se ve en el cancer
de colon y rectal y se ha aprobado para su uso en Europa para estas indicaciones. Trastuzumab se dirige al antigeno
HER-2/neu. Este antigeno se observa en el 25 % al 35 % de los canceres de mama. El cetuximab (Erbitux) también
es de interés para su uso en los métodos de la divulgacion. El anticuerpo se une al receptor de EGF (EGFR) y se ha
usado en el tratamiento de tumores solidos que incluyen cancer de colon y carcinoma de células escamosas de cabeza
y cuello (SCCHN).

Ademas de las terapias contra el cancer, los reactivos SIRPa de la divulgacion son Utiles en otras terapias en las que
los anticuerpos monoclonales se administran con el fin de agotar las células, por ejemplo, en el tratamiento de
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enfermedades inflamatorias por agotamiento de las células inmunitarias. Para tales fines, el reactivo SIRPa de la
divulgacion se administra en combinaciéon con un anticuerpo terapéutico, por ejemplo, con rituximab para el
agotamiento de las células B en enfermedades inflamatorias y afecciones autoinmunitarias; alemtuzumab para la
esclerosis multiple; OKT3 para inmunosupresion; otros para acondicionamiento de trasplante de médula ésea; y
similares.

"Administracion concomitante” de un farmaco terapéutico contra el cancer, ESA o el anticuerpo dirigido contra el tumor
con una composicion farmacéutica de la presente divulgacion significa la administracion con el reactivo SIRPa de alta
afinidad en tal momento que tanto el farmaco, ESA o anticuerpo y la composicion de la presente divulgacion tendra
un efecto terapéutico. Dicha administracion concomitante puede implicar la administracion concurrente (es decir, al
mismo tiempo), previa o posterior del farmaco, ESA o anticuerpo con respecto a la administracion de un compuesto
de la divulgacién. Una persona experta en la materia no tendria dificultades para determinar el momento, la secuencia
y las dosificaciones apropiados de administracion para farmacos y composiciones particulares de la presente
divulgacion.

Como se usa en el presente documento, la frase "supervivencia libre de enfermedad", se refiere a la falta de dicha
recurrencia y/o diseminacion tumoral y al destino de un paciente después del diagndstico, con respecto a los efectos
del cancer en la esperanza de vida del paciente. La frase "supervivencia general" se refiere al destino del paciente
después del diagndstico, a pesar de la posibilidad de que la causa de la muerte en un paciente no se deba directamente
a los efectos del cancer. Las frases, "probabilidad de supervivencia libre de enfermedad", "riesgo de recurrencia" y
variantes de las mismas, se refieren a la probabilidad de recurrencia o diseminacién tumoral en un paciente posterior
al diagndstico de cancer, en donde la probabilidad se determina de acuerdo con el proceso de la divulgacion.

Como se usa en el presente documento, la frase "se correlaciona”, o "se correlaciona con" y términos similares, se
refieren a una asociacion estadistica entre instancias de dos eventos, donde los eventos incluyen nimeros, conjuntos
de datos y similares. Por ejemplo, cuando los eventos implican ndmeros, una correlacion positiva (también
denominada en el presente documento una "correlacion directa") significa que a medida que uno aumenta, el otro
también aumenta. una correlacidon negativa (también denominada en el presente documento una "correlacion inversa")
significa que a medida que uno aumenta, el otro disminuye.

"Dosificacion unitaria”" se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el
individuo particular a tratar. Cada unidad puede contener una cantidad predeterminada de compuesto o compuestos
activos calculada para producir el efecto o efectos terapéuticos deseados en asociacién con el vehiculo farmacéutico
requerido. La especificacion para las formas unitarias de dosificacion puede dictarse por (a) las caracteristicas Unicas
del compuesto o compuestos activos y el efecto o efectos terapéuticos particulares a lograr y (b) las limitaciones
inherentes en la técnica de la formaciéon de compuestos de tales compuesto o compuestos activos.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable" significa un excipiente que es util en la preparacion de una composicion
farmacéutica que es generalmente segura, no toxica y deseable, e incluye excipientes que son aceptables para su
uso veterinario, asi como para su uso farmacéutico humano. Tales excipientes pueden ser solidos, liquidos,
semisolidos o, en caso de una composicion en aerosol, gaseosos.

"Sales y ésteres farmacéuticamente aceptables” significan sales y ésteres que son farmacéuticamente aceptables y
tienen las propiedades farmacoldgicas deseadas. Dichas sales incluyen sales que pueden formarse donde los
protones acidos presentes en los compuestos son capaces de reaccionar con bases inorganicas u organicas. Las
sales inorganicas adecuadas incluyen aquellas formadas con los metales alcalinos, por ejemplo, sodio y potasio,
magnesio, calcio y aluminio. Las sales organicas adecuadas incluyen aquellas formadas con bases organicas tales
como bases de amina, por ejemplo, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N metilglucamina y
similares. Dichas sales también incluyen sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos (por ejemplo,
acidos clorhidrico y bromhidrico) y acidos organicos (por ejemplo, acido acético, acido citrico, acido maleico y los
acidos alcano- y areno-sulfénicos tales como acido metanosulfénico y acido bencenosulfénico). Los ésteres
farmacéuticamente aceptables incluyen ésteres formados a partir de grupos carboxi, sulfoniloxi y fosfonoxi presentes
en los compuestos, por ejemplo, ésteres de alquilo Cis. Cuando hay dos grupos acidos presentes, una sal o éster
farmacéuticamente aceptable puede ser un monoacido-mono-sal o éster o una di-sal o éster; y de manera similar
donde hay mas de dos grupos acidos presentes, algunos o todos de tales grupos pueden estar salificados o
esterificados. Los compuestos nombrados en esta divulgacion pueden estar presentes en forma no salificada o no
esterificada, o en forma salificada y/o esterificada, y la denominacion de tales compuestos esta destinada a incluir
tanto el compuesto original (no salificado y no esterificado) y sus sales y ésteres farmacéuticamente aceptables.
También, ciertos compuestos nombrados en esta divulgacion pueden estar presentes en mas de una forma
estereoisomérica, y la denominacion de tales compuestos esta destinada a incluir todos los estereoisémeros
individuales y todas las mezclas (ya sean racémicas o no) de tales esterecisémeros.

Las expresiones "farmacéuticamente aceptable”, "fisioldgicamente tolerable" y las variaciones gramaticales de las
mismas, que se refieren a composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y representan
que los materiales son capaces de administrarse a o sobre un ser humano sin la produccién de efectos fisiolégicos
indeseables en un grado que prohibiria la administracion de la composicion.
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Una "cantidad terapéuticamente eficaz" significa la cantidad que, cuando se administra a un sujeto para tratar una
enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para esa enfermedad.

Descripcion detallada

Se proporcionan polipéptidos SIRPa de alta afinidad y analogos de los mismos, que pueden denominarse
genéricamente como reactivos SIRPa de alta afinidad. Los reactivos son variantes de la proteina SIRPa humana
nativa. La presente divulgacion proporciona un polipéptido variante SIRPa soluble, en donde el polipéptido carece del
dominio transmembrana de SIRPa y comprende al menos uno y no mas de 15 cambios de aminoacidos en relacion
con la secuencia de SIRPa de tipo silvestre y en donde el cambio de aminoacido aumenta la afinidad de la union del
polipéptido SIRPa a CD47, por ejemplo, disminuyendo la tasa de descuento en al menos 10 veces, al menos 20 veces,
al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces o mas.

De acuerdo con la presente divulgacion, los cambios de aminoacidos incluyen cualquier modificacion de aminoacidos
producida naturalmente o por el hombre conocida o descubierta mas tarde en el campo. Los cambios de aminoacidos
pueden incluir, por ejemplo, sustitucion, delecion, adicion, insercion, etfc. de uno o mas aminoacidos. Los cambios de
aminoacidos pueden incluir reemplazar un aminoacido existente por otro aminoacido. Los cambios de aminoacidos
pueden incluir reemplazar uno o mas aminoacidos existentes por aminoacidos no naturales o insertar uno o mas
aminoacidos no naturales. Pueden hacerse cambios de aminoacidos en al menos 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 120
mas restos de aminoacidos en relacion con una secuencia nativa. El uno o mas cambios de aminoacidos alteran las
propiedades de SIRPa, por ejemplo, afectando la estabilidad, la actividad de unidn y/o la especificidad, etc.

El reactivo SIRPa de alta afinidad de la descripcién comprende al menos una modificaciéon de aminoacidos dentro del
dominio d1 de SIRPa, cuyo dominio se establece en SEQ ID NO: 1y corresponde a los restos 31 a 149 de la proteina
humana de longitud completa humana nativa. El reactivo SIRPa de alta afinidad puede consistir en todo o una parte
del dominio d1; y puede comprender ademas uno o mas aminoacidos de SIRPa fuera del dominio d1; o puede
comprender secuencias de aminoacidos distintas de SIRPa, que incluyen, sin limitacién, secuencias de la region Fc
de inmunoglobulina.

Los polipéptidos SIRPa de alta afinidad pueden tener al menos aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, al
menos aproximadamente 110, al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 150, al menos
aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, hasta la longitud total de la proteina de tipo silvestre en el dominio
transmembrana, es decir, aproximadamente 343 aminoacidos de longitud, y opcionalmente se fusiona con un
polipéptido heterdlogo, por ejemplo, Fc inmunoglobulina.

Los péptidos mas cortos dentro del dominio d1 y que comprenden al menos un cambio de aminoacido establecido en
el presente documento encuentran uso, donde tales péptidos comprenden habitualmente un tramo contiguo de
aminoacidos de una secuencia establecida en el presente documento de no mas de 10 aminoacidos de longitud, no
mas de 15 aminoacidos de longitud, no mas de 20, no mas de 25, no mas de 30 aminoacidos, no mas de
35 aminoacidos, no mas de 40 aminoacidos, no mas de 45 aminoacidos, no mas de 50 aminoacidos, no mas de
55 aminoacidos, no mas de 60 aminoacidos, no mas de 65 aminoacidos, no mas de 70 aminoacidos, no mas de
75 aminoacidos, no mas de 80 aminoacidos, no mas de 85 aminoacidos, no mas de 90 aminoacidos, no mas de
95 aminoacidos, no mas de 100 aminoacidos.

Los cambios de aminoacidos en el polipéptido SIRPa de alta afinidad se realizan en uno o mas de los aminoacidos
dentro del conjunto de restos del nucleo hidréfobo de SIRPa, que incluyen, sin limitacion, los restos (numeracion
definida por la secuencia de tipo silvestre del dominio d1, expuesta como SEQ ID NO:1) L4, V6, V27, 136, F39, L48,
149, Y50, F57, V60, M72, F74, 176, V92, F94 y F103. Los cambios de aminoacidos pueden realizarse en la secuencia
del alelo 2 de tipo silvestre, por ejemplo, como se muestra para CV1.

Pueden hacerse cambios de aminoacidos en uno o mas de los aminoacidos dentro del conjunto de restos de contacto
que interactian con CD47, que incluyen, sin limitacion, A29, L30, 131, P32, V33, G34, P35, Q52, K53, E54, S66, T67,
K68, R69, F74, K93, K96, G97, S98 y D100 (SEQ ID NO:1).

Pueden hacerse cambios de aminoacidos a dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas y no mas de
14 aminoacidos dentro del conjunto combinado de restos de contacto y el conjunto de restos centrales hidréfobos
definidos anteriormente.

Los cambios de aminoacidos se realizan en uno o mas de los aminoacidos dentro del conjunto que incluye, sin
limitacion, los restos L4, V6, A21, V27, 131, E47, K53, E54, H56, S66, V63, K68, V92, F94 y F103 o una combinacion
de los mismos, por ejemplo en dos o0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, seis o0 mas, siete 0 mas y no mas
de 15 restos.

El reactivo SIRPa de alta afinidad puede comprender al menos un cambio de aminoacido seleccionado de (1) L4V;
L4l; (2) V6l; VBL; (3) A21V; (4) V271; V27L; (5) 131T; 131S; I31F; (6) E47V; E47L; (7) K53R; (8) E54Q; (9) H56P; H56R;
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(10) S66T; S66G; (11) K68R; (12) V2I; (13) F94L; F94V; (14) V63I; y (15) F103V. El polipéptido SIRPa de alta afinidad
puede comprender modificaciones seleccionadas de (1) a (15) anteriores, en dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, 10, 11, 12, 13, 14 o todos los 15 de los restos; y combinaciones y equivalentes conservativos de los mismos.

Los conjuntos de cambios de aminoacidos pueden incluir combinaciones de los anteriores, por ejemplo:

+ V2710 V27L; K53R; S66T o S66G; K68R; y F103V.

+ L4V o L4l; V271 0 V27L; E47V o0 E47L; K53R; E54Q; S66T o S66G; K68R; VI2I; y F103V.

+ L4V o L4l; V6l o VBL; A21V; V271 0 V27L,; I31T, 131S 0 I131F; E47V o E47L; K53R; H56P o H56R; S66T o S66G;
K68R; y F94L o F94V.

* V6loV6L; V271 0 V27L; I31T, 131S 0 I31F; E47V o0 E47L; K53R; E54Q; H56P o H56R; S66T o S66G; V92I; y F94L
o Fo4V.

+ L4V o L4l; A21V; V271 0 V27L; I131T, 131S 0 I131F; E47V o E47L; K53R; E54Q; H56P o H56R; S66T 0 S66G; F94L
o F94V; y F103V.

+ L4V o L4l; V6l o V6L; V271 0 V27L; I31T, 131S 0 I31F; E47V o E47L; K53R; H56P o H56R; S66T o S66G; K68R;
VO2l; y F94L o F94V.

* L4V o L4l; V6l o VBL; I31T, 131S o I131F; E47V o E47L; K53R; H56P o H56R; S66T o S66G; V92I; y F103V.

V6I; V271; 131F; E47L; K53R; E54Q; H56P; y S66T.

L4V; V6l; V271; 131F; E47V; K53R; E54Q; H56P; V63I; S66T; K68R; y V92I.

Vel; V271; 131T; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66G; K68R; V92I; y F103V.

V6I; V271; 131F; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66T; y VI2I.

El polipéptido SIRPa de alta afinidad puede comprender el conjunto de cambios de aminoacidos:

+ {V271; K53R; S66T; S66G; K68R; F103V} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID NO:3);

« {L4V; V27L; E47V; K53R; E54Q; S66G; K68R; V92I} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID NO:4);

«  {L4V; V6l; A21V; V27I; I31T; E47L; K53R; H56P; S66T; K68R; F94L} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID
NO:5);

« {V6Il; V27I; 131S; I31F; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66G; VV92I; F94L} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID
NO:6);

o {L4l; A21V; V271; I31F; E47V; K53R; E54Q; H56R; S66G; F94V; F103V} por ejemplo como se muestra en (SEQ
ID NO:7);

«  {L4V; V6I; V27I; 131F; E47V; K53R; H56R; S66G; K68R; V92I; FO94L} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID
NO:8); o

+ {L4V; V6L; I31F; E47V; K53R; H56P; S66G; V92I; F103V} por ejemplo como se muestra en (SEQ ID NO:9)

« {V6l; V27I; I31F; E47L; K53R; E54Q; H56P; S66T} por ejemplo como se muestra en SEQ ID NO: 37.

+ {L4V; V6l; V27I; 131F; E47V; K53R; E54Q; H56P; V63I; S66T; K68R; V92I} por ejemplo como se muestra en SEQ
ID NO:38.

« {V6Il; V271; I131T; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66G; K68R; V92I; F103V} por ejemplo como se muestra en SEQ ID
NO:39.

« {V6l; V271; 131F; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66T; V92I} por ejemplo como se muestra en SEQ ID NO:10.

Para los fines de la divulgacion, un reactivo de la divulgacion comprende la porcion de SIRPa que es suficiente para
unir CD47 en una afinidad reconocible, por ejemplo, alta afinidad, que normalmente se encuentra entre la secuencia
sefial y el dominio transmembrana, o un fragmento de la misma que retiene la actividad de unién. El reactivo SIRPa
de alta afinidad generalmente comprendera al menos el dominio d1 de SIRPa (SEQ ID NO:1) con restos de
aminoacidos modificados como se describe anteriormente. El polipéptido SIRPa de alta afinidad puede comprender al
menos los aminoacidos 1-3, 7-20, 32-46, 69-91, 95-102 de un polipéptido SIRPa d1 de tipo silvestre (SEQ ID NO:1) o
una variante alélica del mismo, es decir, alelo 2 de tipo silvestre. El polipéptido SIRPa de alta afinidad puede
comprender ademas porciones de la proteina SIRPa humana nativa ademas del dominio d1, incluyendo sin limitacién
los restos 150 a 374 de la proteina nativa (establecida como SEQ ID NO:2) o incluyendo, sin limitacién, al menos
10 aminoacidos contiguos de la secuencia establecida en SEQ ID NO:2, al menos 20 aminoacidos contiguos, al menos
50 aminoacidos contiguos, al menos 100 aminoacidos contiguos, al menos 125 aminoacidos contiguos, al menos
250 aminoacidos contiguos o mas.

Los reactivos SIRPa de alta afinidad de la presente divulgacién pueden modificarse adicionalmente, por ejemplo,
uniendo a una amplia diversidad de otros oligopéptidos o proteinas para diversos fines. Por ejemplo, modificarse post-
traduccionalmente, por ejemplo por prenilacién, acetilacion, amidacion, carboxilacion, glucosilacion, pegilacion, efc.
Dichas modificaciones también pueden incluir modificaciones de glucosilacion, por ejemplo, aquellas realizadas
mediante la modificacion de los patrones de glucosilacion de un polipéptido durante su sintesis y procesamiento o en
etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, mediante la exposicion del polipéptido a enzimas que afectan a la
glucosilacién, tales como enzimas glucosilantes o desglucosilantes de mamifero. Las variantes de SIRPa de la
presente descripcion incluyen variantes de SIRPa que tienen restos de aminoacidos fosforilados, por ejemplo,
fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.

El reactivo SIRPa de alta afinidad puede tener una Kp cinética de al menos aproximadamente 1 x 108 M para CD47.
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El reactivo SIRPa de alta afinidad puede tener una Kp cinética de al menos aproximadamente 1 x 10° M para CD47.
El reactivo SIRPa de alta afinidad puede tener una Kp cinética de al menos aproximadamente 1 x 107'° M para CD47.
El reactivo SIRPa de alta afinidad puede exhibir una Kp cinética a CD47 que es al menos aproximadamente 5 veces
mayor que la Kp cinética del polipéptido SIRPa humano nativo, ejemplificado en SEQ ID NO:1 y 2. El reactivo SIRPa
de alta afinidad tiene una Kp cinética a CD47 que es al menos aproximadamente 10 veces, 50 veces, 100 veces,
500 veces, 1000 veces mayor que la Kp cinética del polipéptido SIRPa nativo.

La unién a CD47 puede determinarse, por ejemplo, por la capacidad del reactivo SIRPa para unirse a CD47 recubierto
sobre una placa de ensayo; exhibido en una superficie celular microbiana; en solucién; efc. La actividad de unién de
las variantes de SIRPa de la presente divulgacion a CD47 puede ensayarse inmovilizando el ligando, por ejemplo,
CD47 o la variante SIRPa, en una perla, sustrato, célula, efc. Los agentes pueden afadirse en un tampoén apropiado
y los compafieros de union se incuban durante un periodo de tiempo a una temperatura dada. Después de los lavados
para retirar el material no unido, la proteina unida puede liberarse con, por ejemplo, SDS, tampones con un pH alto y
similares y analizarse.

Una variante SIRPa de la presente divulgacion puede ser una proteina de fusioén, por ejemplo, fusionada en marco
con un segundo polipéptido. El segundo polipéptido puede ser capaz de aumentar el tamario de la proteina de fusion,
por ejemplo, para que la proteina de fusion no se elimine de la circulacion rapidamente. El segundo polipéptido puede
ser parte o la totalidad de una regién Fc de inmunoglobulina. De manera alternativa, el segundo polipéptido puede ser
cualquier polipéptido adecuado que sea sustancialmente similar a Fc, por ejemplo, proporcionando mayor tamario,
dominios de multimerizacion y/o unién o interaccion adicional con moléculas de Ig. Estas proteinas de fusién pueden
facilitar la purificacion, multimerizacion y muestran una semivida in vivo aumentada. Las proteinas de fusidon que tienen
estructuras multiméricas enlazadas por disulfuro también pueden ser mas eficientes en la unién y neutralizacion de
otras moléculas que un SIRPa monomeérico.

El dominio de unién de SIRPa de alta afinidad, es decir, un dominio SIRPa d1 modificado como se establece en el
presente documento para proporcionar una union de alta afinidad a CD47, puede proporcionarse como una proteina
multimérica, es decir, dos, tres, cuatro o mas dominios de unién a SIRPa estan unidos covalentemente o no
covalentemente, por ejemplo, como una proteina de fusion; por uniones disulfuro; a través de la union de biotina a
avidina, estreptavidina, efc. Dichas proteinas de uniéon a SIRPa multiméricas de alta afinidad son utiles como agentes
Unicos para aumentar la fagocitosis de las células que expresan CD47; o en combinacion con otros agentes de unién,
por ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos de células.

El dominio de unién a SIRPa de alta afinidad puede fusionarse o unirse de otra manera a una secuencia de
inmunoglobulina para formar una proteina quimérica. La secuencia de inmunoglobulina preferentemente, pero no
necesariamente, es el dominio o dominios constantes de inmunoglobulina. La fraccion de inmunoglobulina en tales
quimeras puede obtenerse de cualquier especie, habitualmente el ser humano, e incluye los subtipos IgG1, IgG2, IgG3
01gG4, IgA, IgE, IgD o IgM. La fraccién de inmunoglobulina puede comprender uno o mas dominios, por ejemplo CH1,
CH2, CH3, etc.

Las quimeras construidas a partir de una secuencia enlazada a una secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina apropiada se conocen en la técnica. En tales fusiones, el polipéptido quimérico codificado puede
retener al menos una bisagra funcionalmente activa, dominios CH2 y CH3 de la regién constante de una cadena
pesada de inmunoglobulina. Las fusiones también se hacen al extremo C-terminal de la porciéon Fc de un dominio
constante, o inmediatamente N-terminal al CH1 de la cadena pesada o la region correspondiente de la cadena ligera.
El sitio preciso en el que se realiza la fusion no es critico; los sitios particulares son bien conocidos y pueden
seleccionarse para optimizar la actividad bioldgica, las caracteristicas de secrecion o de unién de las quimeras de
polipéptido SIRPa-inmunoglobulina. Las quimeras de polipéptido SIRPa-inmunoglobulina pueden ensamblarse como
monomeros o hetero- u homo-multimeros, y particularmente como dimeros o tetrameros.

Aunqgue no se requiere la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina, puede incluirse una cadena ligera de
inmunoglobulina, ya sea asociada covalentemente a un polipéptido de fusion de polipéptido SIRPa-cadena pesada de
inmunoglobulina, como directamente fusionado al polipéptido SIRPa. Puede usarse una construccion de cadena Unica
para proporcionar regiones constantes de cadena pesada vy ligera.

En otras construcciones de proteinas de fusién, el segundo polipéptido es una secuencia marcadora, tal como un
péptido que facilita la purificacion del polipéptido fusionado. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos del marcador
puede ser un péptido de hexa-histidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259
Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311), entre otros, muchos de los cuales estan disponibles en el mercado. Como
se describe en Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 821-824, 1989, por ejemplo, la hexa-histidina permite la
purificacién conveniente de la proteina de fusion. Otra etiqueta peptidica Util para la purificacion, la etiqueta "HA",
corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe. Wilson et al., Cell 37: 767, 1984. La adicion
de fracciones peptidicas para facilitar el manejo de polipéptidos son técnicas familiares y rutinarias en la técnica.

El dominio de unién a SIRPa de alta afinidad puede proporcionarse como una proteina monomérica, que puede ser
un dominio d1 aislado, o un dominio d1 fusionado a SIRPa o secuencias quiméricas. Los dominios de unién a SIRPa
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monomeéricos son utiles, por ejemplo, como un adyuvante para aumentar la fagocitosis de las células que expresan
CD47, cuando se combina con un agente de unién especifico de células, por ejemplo, un anticuerpo, particularmente
un anticuerpo especifico de células tumorales como se define en el presente documento. Los dominios de unién a
SIRPa monoméricos también son utiles como adyuvantes para aumentar la fagocitosis, asi como otras funciones
inmunitarias, por ejemplo, ADCC, captacion de antigenos para la presentacion de antigenos, y similares por parte de
varias células inmunitarias, tales como los macroéfagos, células dendriticas, neutréfilos, granulocitos y similares, que
expresan SIRPa y responden al bloqueo con los reactivos SIRPa de la divulgacion, Los dominios de union a SIRPa
de alta afinidad monoméricos también son utiles como agentes de formacion de imagen, por ejemplo, cuando se
conjuga con un marcador detectable.

Los reactivos SIRPa de alta afinidad de la descripcion incluyen reactivos modificados adicionalmente para mejorar su
resistencia a la degradacion proteolitica o para optimizar las propiedades de solubilidad o para hacerlos mas
adecuados como agente terapéutico. Por ejemplo, las variantes de la presente descripcion incluyen ademas analogos
que contienen restos distintos de los L-aminoacidos de origen natural, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos
sintéticos que no son de origen natural. Los D-aminoacidos pueden sustituirse por algunos o todos los restos de
aminoacidos.

El reactivo SIRPa de alta afinidad puede acoplarse o conjugarse con uno o mas restos de formacion de imagen, es
decir, un marcador detectable. Como se usa en el presente documento, "fraccion citotdxica" se refiere a una fraccion
que inhibe el crecimiento celular o promueve la muerte celular cuando esta cerca de o se absorbe por la célula. Las
fracciones citotoxicas adecuadas con respecto a esto incluyen isétopos radiactivos (radionudclidos), agentes
quimiotdxicos tales como inductores de diferenciacion y farmacos quimiotéxicos pequefios, proteinas de toxinas y
derivados de las mismas.

Como se utiliza en el presente documento, "fraccion de formacion de imagen" o marcador detectable, se refiere a una
fraccion que puede utilizarse para aumentar el contraste entre un tumor y el tejido sano circundante en una técnica de
visualizacion, por ejemplo, radiografia, tomografia de emision de positrones, obtencion de imagenes por resonancia
magnética, inspeccion visual directa o indirecta. Por lo tanto, las fracciones de formacion de imagen adecuadas
incluyen restos de radiografia, por ejemplo, fracciones de metales pesados y emisoras de radiacion, fracciones
emisoras de positrones, radicales de contraste de resonancia magnética y radicales opticamente visibles (por ejemplo,
tintes fluorescentes o de espectro visible, particulas visibles, etc. Un experto en la materia apreciara que existe cierta
superposicion entre lo que es una fraccion terapéutica y lo que es una fraccion de formacion de imagenes.

En general, los agentes terapéuticos o de formacion de imagen pueden conjugarse con la fraccion de reactivo SIRPa
de alta afinidad mediante cualquier técnica adecuada, con la consideracion adecuada de la necesidad de estabilidad
farmacocinética y una toxicidad global reducida para el paciente. Una reaccion directa entre un agente y SIRPa es
posible cuando cada uno posee un grupo funcional capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo nucleofilico,
tales como un grupo amino o sulfhidrilo, puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene carbonilo, tales
como un anhidrido o un haluro de acido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (por ejemplo, un
haluro). De manera alternativa, puede usarse un grupo enlazador quimico adecuado. Un grupo enlazador puede
funcionar como un espaciador para evitar interferencias con las capacidades de union.

Sera evidente para los expertos en la materia que diversos reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto homo- como
hetero-funcionales (tales como aquellos descritos en el catalogo de Pierce Chemical Co., Rockford, lIl.), puede
emplearse como un grupo enlazador. El acoplamiento puede efectuarse, por ejemplo, a través de grupos amino,
grupos carboxilo, grupos sulfhidrilo o restos de carbohidratos oxidados. Existen numerosas referencias que describen
dicha metodologia. Alternativamente, el SIRPa se une a la fraccion citotdxica o de formacion de imagen mediante el
uso de un par de unién no covalente, tales como estreptavidina/biotina o avidina/biotina. En estos casos, un miembro
del par esta acoplado covalentemente a SIRPa y el otro miembro del par de unién esta acoplado covalentemente a la
fraccion citotoxica o de formacion de imagenes. Puede ser deseable acoplar mas de un resto citotoxico y/o de
formacién de imagenes. Al poli-derivatizar el reactivo SIRPa de alta afinidad, pueden implementarse varias estrategias
simultaneamente, un anticuerpo puede hacerse util como agente de contraste para varias técnicas de visualizacion, o
un anticuerpo terapéutico puede marcarse para seguimiento mediante una técnica de visualizacion.

Un vehiculo puede llevar a los agentes de varias maneras, incluyendo enlaces covalentes ya sea directamente o por
medio de un grupo enlazador, y asociaciones no covalentes. Los vehiculos de union covalente adecuados incluyen
proteinas tales como albuminas, péptidos y polisacaridos tales como aminodextrano, cada uno de los cuales tiene
multiples sitios para la fijacion de fracciones. Un transportista también puede portar un agente por asociaciones no
covalentes, tales como enlaces no covalentes o por encapsulacion.

Los vehiculos y enlazadores especificos para agentes radiontclidos incluyen moléculas pequefas radiohalogenadas
y compuestos quelantes. Puede formarse un quelato de radionuclidos a partir de compuestos quelantes que incluyen
aquellos que contienen atomos de nitrégeno y azufre como los atomos donadores para unir el radionuclido de metal u
oxido de metal.

Las fracciones radiograficos para su uso como restos de formacion de imagenes en la presente divulgacion incluyen
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compuestos y quelatos con atomos relativamente grandes, tales como oro, iridio, tecnecio, bario, talio, yodo y sus
isétopos. Se prefiere que las fracciones de formacion de imagen radiografica menos téxicos, tales como yodo o
isétopos de yodo, se utilicen en las composiciones y métodos de la divulgacion. Tales restos pueden conjugarse con
el resto de anticuerpo reactivo SIRPa de alta afinidad a través de un enlazador quimico o vehiculo de quelaciéon
aceptable. Los restos que emiten positrones para usar en la presente divulgacion incluyen '®F, que puede conjugarse
facilmente mediante una reaccién de fluoracion con el reactivo SIRPa de alta afinidad.

Los restos de contraste de resonancia magnética incluyen quelatos de cromo (lll), manganeso (ll), hierro (ll), niquel
(I1), cobre (I), praseodimio (Ill), neodimio (1), samario (Ill) e iones de iterbio (Ill). Debido a su muy fuerte momento
magnético, se prefieren especialmente los iones gadolinio (l1l), terbio (ll1), disprosio (l1l), holmio (lll), erbio (lll) y hierro

).

Los restos dpticamente visibles para su uso como restos de formacion de imagenes incluyen colorantes fluorescentes
o colorantes de espectro visible, particulas visibles y otros restos de marcaje visibles. Los colorantes fluorescentes
tales como fluoresceina, cumarina, rodamina, bodipy rojo de Texas y tintes de cianina, son utiles cuando puede
proporcionarse suficiente energia de excitacion al sitio para inspeccionarse visualmente. Los procedimientos de
visualizacién endoscopica pueden ser mas compatibles con el uso de tales etiquetas. Los tintes aceptables incluyen
tintes y colores para alimentos aprobados por la FDA, que no son toxicos, aunque se prefieren los colorantes
farmacéuticamente aceptables que se han aprobado para administracion interna.

La cantidad eficaz de una composiciéon conjugada de imagen para administrar a un paciente en particular dependera
de diversos factores, que seran varios de ellos diferentes de un paciente a otro. Un médico competente podra
determinar una cantidad eficaz para facilitar la visualizacién de un tumor. La dosificacion dependera del tratamiento
del tumor, la via de administracién, la naturaleza de la terapéutica, la sensibilidad del tumor a la terapéutica, etc.
Utilizando las habilidades habituales, el médico competente sera capaz de optimizar la dosificacion de una
composicion terapéutica o de imagenes particular durante el transcurso de ensayos clinicos rutinarios.

Una dosis tipica puede ser de 0,001 a 100 miligramos de conjugado por kilogramo de peso corporal del sujeto. Las
dosis relativamente grandes, en el intervalo de 0,1 a 10 mg por kilogramo de peso corporal del paciente puede usarse
para formar imagenes de conjugados con una fraccién de imagenes relativamente no toxico. La cantidad utilizada
dependera de la sensibilidad del método de imagen y de la toxicidad relativa de la fraccion de formacion de imagen.

Las variantes de SIRPa de la presente descripcidon pueden producirse por cualquier medio adecuado conocido o
descubierto posteriormente en el campo, por ejemplo, producido a partir de células eucariotas o procariotas,
sintetizado in vitro, etc. Cuando la proteina se produce por las células procariotas, puede procesarse adicionalmente
por desplegamiento, por ejemplo, por desnaturalizacion térmica, reduccion de DTT, efc. y puede volverse a plegar
adicionalmente, usando métodos conocidos en la técnica.

Los polipéptidos pueden prepararse mediante sistemas de traduccion sin células o sintesis in vitro sintéticos, usando
métodos convencionales conocidos en la técnica. Diversos aparatos sintéticos comerciales estan disponibles, por
ejemplo, sintetizadores automatizados por Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, Beckman, etc. Mediante el uso
de sintetizadores, los aminoacidos de origen natural pueden sustituirse por aminoacidos no naturales. La secuencia
particular y la forma de preparacion se determinaran por conveniencia, economia, pureza requerida y similares.

Los polipéptidos pueden aislarse y purificarse también de acuerdo con métodos convencionales de sintesis
recombinante. Puede prepararse un lisado del hospedador de expresion y el lisado purificado usando HPLC,
cromatografia de exclusion, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad u otras técnicas de purificacion. En su
mayoria, las composiciones que se usan comprenderan al menos el 20 % en peso del producto deseado, mas
normalmente al menos aproximadamente el 75 % en peso, preferentemente al menos aproximadamente el 95 % en
peso y, para fines terapéuticos, normalmente al menos aproximadamente el 99,5 % en peso, en relacién con los
contaminantes relacionados con el método de preparacion del producto y su purificacion. Habitualmente, los
porcentajes se basaran en la proteina total.

Pueden usarse métodos que son bien conocidos por los expertos en la materia para construir vectores de expresion
que contienen las secuencias codificantes del anticuerpo y las sefiales de control de la transcripcion/traduccion
adecuadas. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y
recombinacion in vivo/recombinacion genética. De manera alternativa, EIl ARN capaz de codificar los polipéptidos de
interés puede sintetizarse quimicamente. Un experto en la materia puede utilizar faciimente tablas de uso de codones
bien conocidas y métodos sintéticos para proporcionar una secuencia de codificacion adecuada para cualquiera de
los polipéptidos de la divulgacién, Los acidos nucleicos pueden aislarse y obtenerse con una pureza sustancial.
Habitualmente, los acidos nucleicos, ya sea como ADN o ARN, se obtendran sustancialmente libres de otras
secuencias de acido nucleico de origen natural, generalmente siendo al menos aproximadamente el 50 %,
habitualmente al menos aproximadamente el 90 % de pureza y son normalmente "recombinantes” por ejemplo,
flanqueado por uno o mas nucleétidos con los que normalmente no esta asociado en un cromosoma natural. Los
acidos nucleicos de la descripcion pueden proporcionarse como una molécula lineal o dentro de una molécula circular
y pueden proporcionarse dentro de moléculas (vectores) que se replican de forma auténoma o dentro de moléculas
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sin secuencias de replicacion. La expresion de los acidos nucleicos puede regularse por si mismos o por otras
secuencias reguladoras conocidas en la técnica. Los acidos nucleicos de la descripcion pueden introducirse en células
hospedadoras adecuadas usando diversas técnicas disponibles en la técnica.

De acuerdo con la presente divulgacion, Las variantes de SIRPa pueden proporcionarse en composiciones
farmacéuticas adecuadas para su uso terapéutico, por ejemplo, para tratamiento humano. Las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen una o mas entidades terapéuticas de la presente divulgacion o sales
farmacéuticamente aceptables, ésteres o solvatos de los mismos. Las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacion incluyen una o mas entidades terapéuticas de la presente divulgacion en combinacion con otro agente
terapéutico, por ejemplo, otro agente antitumoral.

Las entidades terapéuticas de la presente descripcion a menudo se administran como composiciones farmacéuticas
que comprenden un agente terapéutico activo y otro excipiente farmacéuticamente aceptable. La forma preferida
depende del modo previsto de administracion y de la aplicacion terapéutica. Las composiciones también pueden
incluir, dependiendo de la formulacion deseada, farmacéuticamente aceptable portadores o diluyentes no téxicos, que
se definen como vehiculos cominmente usados para formular composiciones farmacéuticas para administracion a
animales o seres humanos. El diluyente se selecciona para que no afecte a la actividad biolégica de la combinacion.
Algunos ejemplos de dichos diluyentes son agua destilada, solucién salina fisioldgica tamponada con fosfato, solucion
de Ringer, solucion de dextrosa y solucion de Hank. Ademas, la composicion farmacéutica o formulacion puede incluir
también otros vehiculos, adyuvantes, o estabilizantes no téxicos, no terapéuticos, no inmunogénicos y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion también pueden incluir grandes moléculas, de
metabolizaciéon lenta, tales como proteinas, polisacaridos tales como quitosano, acidos polilacticos, acidos
poliglucolicos y copolimeros (tales como Sepharose™ funcionalizado con latex, agarosa, celulosa y similares),
aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y agregados lipidicos (tales como gotas de aceite o liposomas).

METODOS DE USO

Se proporcionan métodos para tratar, reducir o prevenir el cancer, incluyendo sin limitacion linfomas, leucemias,
carcinomas, melanomas, glioblastomas, sarcomas, mielomas, efc. como canceres primarios o metastasicos,
inhibiendo la interaccion entre SIRPa y CD47, aumentando de esta manera la fagocitosis in vivo de las células
tumorales. Dichos métodos incluyen administrar a un sujeto que necesita tratamiento una cantidad terapéuticamente
eficaz o una dosis eficaz de un reactivo SIRPa de alta afinidad de la divulgacién, incluyendo sin limitacion
combinaciones del reactivo con un farmaco quimioterapéutico, un anticuerpo especifico de tumor o un ESA.

Las dosis eficaces de la entidad terapéutica de la presente divulgacion, por ejemplo, para el tratamiento del cancer,
varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo medios de administracion, sitio diana, estado fisiolégico
del paciente, si el paciente es humano o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profilactico
o terapéutico. Habitualmente, el paciente es un ser humano, pero los mamiferos no humanos también pueden tratarse,
por ejemplo, animales de compaiiia tales como perros, gatos, caballos, etc., mamiferos de laboratorio tales como
conejos, ratones, ratas, etc. y similares. Las dosis de tratamiento pueden ajustarse para optimizar la seguridad y la
efectividad.

La dosificacion terapéutica puede variar de aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg y mas habitualmente de 0,01 a
5 mg/kg, del peso corporal del hospedador. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser de 1 mg/kg de peso corporal
o de 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento a modo de ejemplo
implica la administracién una vez cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6 meses. Las entidades
terapéuticas de la presente divulgacion generalmente se administran en multiples ocasiones. Los intervalos entre
dosificaciones individuales pueden ser semanal, mensual o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares
como se indica midiendo los niveles sanguineos de la entidad terapéutica en el paciente. De manera alternativa, Las
entidades terapéuticas de la presente descripcion pueden administrarse como una formulacion de liberacion sostenida,
en cuyo caso se requiere una administracion menos frecuente. La dosificacion y la frecuencia pueden variar
dependiendo de la semivida del polipéptido en el paciente.

En aplicaciones profilacticas, puede administrarse una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente
infrecuentes durante un periodo de tiempo prolongado. Algunos pacientes contindan recibiendo tratamiento el resto
de sus vidas. En ofras aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosis relativamente alta a intervalos
relativamente cortos hasta que la progresion de la enfermedad se reduzca o termine, y hasta que el paciente muestre
una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. En lo sucesivo, al paciente se le puede administrar
un régimen profilactico.

Los métodos de la presente divulgacion incluyen tratar, reducir o prevenir el crecimiento tumoral, metastasis tumoral
o invasion tumoral de canceres incluyendo linfomas, leucemias, carcinomas, melanomas, glioblastomas, sarcomas,
mielomas, etc. Para aplicaciones profilacticas, las composiciones farmacéuticas o medicamentos se administran a un
paciente susceptible de, o de otro modo en riesgo de enfermedad, en una cantidad suficiente para eliminar o reducir
el riesgo, disminuir la gravedad o retrasar la aparicion de la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2816 647 T3

histolégicos y/o de comportamiento de la enfermedad, sus complicaciones y los fenotipos patoldgicos intermedios que
se presentan durante el desarrollo de la enfermedad.

Pueden usarse los polipéptidos SIRPa de alta afinidad de la descripcion in vitro e in vivo para monitorizar el transcurso
de la terapia de la enfermedad, por ejemplo, midiendo el aumento o la disminucién en el nimero de células que
expresan CDA47, particularmente células cancerosas que expresan CD47, puede determinarse si un régimen
terapéutico particular dirigido a mejorar la enfermedad es eficaz. Para tales fines, el polipéptido SIRPa puede marcarse
de forma detectable.

Pueden usarse los polipéptidos SIRPa de alta afinidad de la divulgacion in vitro en ensayos de unién en los que pueden
utilizarse en fase liquida o unirse a un vehiculo en fase sélida. Ademas, los polipéptidos en estos inmunoensayos
pueden marcarse de manera detectable de diversas maneras. Algunos ejemplos de tipos de ensayos que pueden
utilizar polipéptidos SIRPa de alta afinidad de la divulgacion son citometria de flujo, por ejemplo, FACS, MACS,
histoquimica, inmunoensayos competitivos y no competitivos en formato directo o indirecto; y similares. La deteccion
de CD47 usando los polipéptidos SIRPa de alta afinidad puede hacerse con ensayos que se ejecutan en modos
directo, inverso o simultaneo, incluyendo ensayos histoquimicos en muestras fisiolégicas. Los expertos en la materia
sabran, o pueden discernir facilmente, otros formatos de ensayo sin experimentacion excesiva.

Los polipéptidos SIRPa de alta afinidad pueden unirse a muchos vehiculos diferentes y usarse para detectar la
presencia de células que expresan CD47. Algunos ejemplos de vehiculos bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno,
polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y
magnetita. La naturaleza del vehiculo puede ser soluble o insoluble para los fines de la divulgacion, Aquellos expertos
en la materia conoceran otros vehiculos y formas de dosificacion adecuados, o seran capaces de determinarlos,
usando experimentacién de rutina.

Hay muchos marcadores y métodos de marcaje diferentes conocidos por los expertos en la materia. Algunos ejemplos
de los tipos de marcadores que pueden usarse en la presente descripcion incluyen enzimas, radioisétopos,
compuestos fluorescentes, metales coloidales, compuestos quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes. Los
expertos en la materia conoceran otros marcadores adecuados para la union a los polipéptidos de la divulgacion o
seran capaces de determinarlos, usando experimentacion de rutina. Adicionalmente, la unién de estos marcadores a
los polipéptidos de la divulgacion puede hacerse usando técnicas convencionales comunes a los expertos en la
materia.

CD47 puede detectarse por los polipéptidos SIRPa de alta afinidad de la descripcién cuando esta presente en fluidos
y tejidos bioldgicos. Puede usarse cualquier muestra que contenga una cantidad detectable de CD47. Una muestra
puede ser un liquido tales como orina, saliva, liquido cefalorraquideo, sangre, suero y similares, o un sélido o
semisdlido tales como tejidos, heces y similares o, de manera alternativa, un tejido sélido como los cominmente
utilizados en el diagnéstico histologico.

Otra técnica de marcaje que puede dar como resultado una mayor sensibilidad consiste en acoplar los polipéptidos a
haptenos de bajo peso molecular. Estos haptenos pueden detectarse especificamente por medio de una segunda
reaccion. Por ejemplo, es comun usar haptenos tales como biotina, que reacciona con avidina o dinitrofenol, piridoxal
o fluoresceina, que puede reaccionar con anticuerpos anti-hapteno especificos.

Los conjugados de imagen de un reactivo SIRPa de alta afinidad pueden administrarse al sujeto en una serie de mas
de una administracion. Las composiciones conjugadas de formacién de imagenes pueden administrarse en un
momento apropiado antes de la técnica de visualizacion. Por ejemplo, la administracion dentro de una hora antes de
la inspeccién visual directa puede ser apropiada, o la administraciéon dentro de las doce horas antes de que una
exploracion por MRI pueda ser apropiada. Debe tenerse cuidado, sin embargo, en no dejar pasar demasiado tiempo
entre la administracion y la visualizacion, ya que el compuesto de formacion de imagen puede finalmente eliminarse
del sistema del paciente.

Las composiciones para el tratamiento del cancer pueden administrarse por via parenteral, tépica, intravenosa,
intratumoral, oral, subcutanea, intraarterial, intracraneal, intraperitoneal, por medios intranasales o intramusculares.
Una ruta tipica de administracion es intravenosa o intratumoral, aunque otras rutas pueden ser igualmente eficaces.

Normalmente, las composiciones se preparan como inyectables, ya sea en forma de soluciones o suspensiones
liquidas; también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspensién en, vehiculos liquidos
antes de la inyeccioén. La preparacion también puede emulsionarse o encapsularse en liposomas o microparticulas
tales como polilactida, poliglicélido o copolimero para un efecto adyuvante mejorado, como se ha analizado
anteriormente. Langer, Science 249: 1527, 1990 y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Los
agentes de esta divulgacion pueden administrarse en forma de una inyeccion de depdsito o una preparacion de
implante que puede formularse de tal manera que permita una liberacién sostenida o pulsatil del principio activo. Las
composiciones farmacéuticas se formulan generalmente como estériles, sustancialmente isotdnicas y en total
cumplimiento con todas las regulaciones de Buenas Practicas de Fabricacion (GMP) de la Administracion de Farmacos
y Alimentos de Estados Unidos.
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La toxicidad de los reactivos SIRPa de alta afinidad descritos en este documento puede determinarse mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo,
determinando la DLsg (la dosis letal para el 50 % de la poblacién) o la DL1go (la dosis letal para el 100 % de la poblacion).
La relacion de dosis entre el efecto tdxicos y terapéutico es el indice terapéutico. Los datos obtenidos de estos ensayos
de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la formulacion de un intervalo de dosificacion que no es
téxico para su uso en seres humanos. La dosificacién de las proteinas descritas en el presente documento se
encuentra preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la dosis eficaz con poca
0 ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica
empleada y la via de administracion utilizada. La formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden
elegirse por el médico individual a la vista del estado del paciente.

También dentro del alcance de la divulgacion estan los kits que comprenden las composiciones (por ejemplo, reactivos
SIRPa de alta afinidad y formulaciones de los mismos) de la divulgacion y las instrucciones de uso. El kit puede
contener ademas al menos un reactivo adicional, por ejemplo, un farmaco quimioterapéutico, anticuerpo antitumoral,
ESA, efc. Los kits incluyen normalmente un marcador que indica el uso pretendido del contenido del kit. El término
marcador incluye cualquier material escrito o grabado suministrado en o con el kit, o que de otro modo acompana al
kit.

PARTE EXPERIMENTAL

Los siguientes ejemplos se exponen a fin de proporcionar a los expertos habituales en la materia una divulgacion y
descripcion completa de como producir y usar la presente invencion y no pretenden limitar el alcance de lo que los
inventores consideran su invencién y tampoco pretenden representar que los experimentos a continuacion sean todos
o los unicos experimentos llevados a cabo. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los
numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, efc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores y
desviaciones experimentales. Salvo que se indique de otro modo, las partes son partes en peso, el peso molecular es
el peso molecular promedio en peso, la temperatura esta en grados centigrados y la presiéon es atmosférica o cercana
a la atmosférica.

Expresion y purificacion de proteinas: El dominio IgSF de CD47 humano (restos 19-135) y las variantes del primer
dominio IgSF de SIRPa humano (restos 31-148) se clonaron en pAcGP67 con etiquetas 8xHistidina C-terminales y se
expresaron en células Hi5 usando baculovirus recombinante. La cisteina libre en el dominio CD47 IgSF se mutoé a
glicina. Las proteinas se purificaron por cromatografia Ni-NTA y filtracion en gel sobre una columna Superdex-75 en
HBS (Hepes 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM). Para producir proteinas biotiniladas, se afiadié una etiqueta de péptido
aceptor de biotina C-terminal (BAP)-LNDIFEAQKIEWHE vy las proteinas se coexpresaron con ligasa BirA con exceso
de biotina (100 uM). Para la cristalizacion, la variante SIRPa FD6 se expresé en el periplasma de E. coli con una
etiqueta de proteina de union a maltosa N-terminal (MBP), que se retiré6 mediante tratamiento con proteasa 3C. El
dominio CD47 IgSF se co-expreso con EndoF en células Hi5 en presencia de kifunensina para retirar la glucosilacion.

Para la expresion de proteinas variantes de SIRPa como fusiones a las cadenas IgG4 y IgG2 Fc humanas, las variantes
de SIRPa se clonaron en vectores pFUSE-higG4-Fc2 y pFUSE-hlgG2-Fc2 (Invivogen) en marco con la secuencia
sefial de IL2. Las proteinas de fusion variantes SIRPa se expresaron en células Freestyle 293-F (Invitrogen) después
de la transfeccion con 293fectin (Invitrogen). Los sobrenadantes se cosecharon después de 96 horas de expresion de
proteinas y se purificaron sobre columnas de proteina A HiTrap (GE Healthcare).

Cristalizacion y determinacion estructural del complejo FD6:CD47: FD6 derivado de E. coli y CD47
desglucosilado, derivado de insectos se mezclaron en una proporciéon 1:1 y se trataron con carboxipeptidasa A y B,
seguido de filtracion en gel sobre una columna Superdex-75 en HBS. El complejo se concentré a 22 mg/ml y se
cristalizé por difusion de vapor en gotas sentadas mediante la adicion de 0,1 pl de proteina a un volumen igual de
sulfato de amonio 2,0 M, Tris 0,1 M pH 7,3. Los estudios de difraccion se realizaron en la fuente de luz avanzada. Las
estructuras cristalinas se resolvieron mediante reemplazo molecular con PHASER y se refinaron usando PHENIX y
COOQT.

Resonancia del plasmoén superficial: Los experimentos SPR se llevaron a cabo en un instrumento Biacore T100 a
25 °C. Los experimentos utilizaron un chip sensor Biacore SA (GE Healthcare) para capturar CD47 biotinilado a una
densidad superficial de aproximadamente 150 UR. Una proteina biotinilada no relacionada se inmoviliz6 como una
superficie de referencia para el chip sensor SA con UR correspondiente a la superficie experimental. Se hicieron fluir
diluciones en serie de variantes de SIRPa no biotiniladas en el tampdn en ejecucion [1XxHBS-P (GE Healthcare)] sobre
el chip a una velocidad de 50 pl/min. EI CD47 se regener6 usando tres inyecciones de 30 segundos de MgCl, 2 M.
Los datos se analizaron utilizando el software de evaluacion Biacore T100 version 2.0 con un modelo de union
Langmuir 1:1.

Lineas celulares de cancer y condiciones de cultivo: Las células Jurkat (ATCC) y las células DLD-1 (ATCC) se

mantuvieron en RPMI (Invitrogen) + 10 % de suero bovino fetal (Omega Scientific) + 1 % de solucién GlutaMax
(Invitrogen) + 1 % de penicilina/estreptomicina (Invitrogen). Las células Jurkat se mantuvieron en suspension, mientras
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que las células DLD-1 se mantuvieron como monocapas adherentes. Ambas lineas celulares se pasaron a intervalos
regulares de 3-4 dias antes de alcanzar la confluencia. Para hacer lineas celulares GFP-luciferasa+, las células Jurkat
y DLD-1 se transdujeron con un lentivirus que expresa luciferasa2 (Promega)-eGFP derivado del vector lentivirico
basado en VIH pCDH-CMV-MCS-EF1-puro (Systems Bioscience). Las células se clasificaron para células GFP+
usando un citémetro de flujo BD FACSAria Il y se mantuvieron en cultivo de la misma manera que las lineas parentales.

Evaluacion de union de variantes SIRPa a células cancerosas humanas: Las células GFP+ Jurkat se lavaron en
PBS y después se incubaron con concentraciones de titulacion de variantes de SIRPa biotiniladas durante 30 minutos
en hielo. El tetramero SIRPa de tipo silvestre se formé previamente incubando una relacién molar 4:1 de SIRPa de
tipo silvestre biotinilado con estreptavidina durante 15 minutos en hielo. Las células se lavaron en tampén FACS (PBS
+ 2 % FBS), después se incubd con estreptavidina 50 nM conjugada con Alexa Fluor 647 durante 20 minutos en hielo.
Las células se lavaron dos veces y después se analizaron para determinar la union de la variante SIRPa mediante
citometria de flujo usando un citometro de flujo Accuri C6. Para evaluar el bloqueo de SIRPa de tipo silvestre a cD47,
se incubd el tetramero de SIRPa de tipo silvestre 50 nM con concentraciones titulantes de agentes de bloqueo CD47
durante 30 minutos en hielo. Se usé el clon anti-CD47 B6H12 (eBioscience) como control positivo para el bloqueo.
Los datos se analizaron con GraphPad Prism 5. La unién maxima de la variante SIRPa representa el porcentaje de la
intensidad de fluorescencia media maxima medida para cada variante.

Derivacion y cultivo de macréfagos: Para la derivacion de macréfagos humanos, se obtuvieron camaras del sistema
de reduccion de leucocitos del Centro de Sangre de Stanford de donantes anénimos. Las células mononucleares de
sangre periférica se obtuvieron por centrifugacion sobre un gradiente de densidad Ficoll Pague Premium (GE
Healthcare). Los monocitos CD14+ se purificaron usando microperlas CD14 (Miltenyi) y un separador AutoMACS Pro
(Miltenyi). Los monocitos se diferenciaron en macréfagos mediante cultivo en IMDM+GlutaMax (Invitrogen) + 10 % de
suero humano AB (Invitrogen) +1 % de penicilina/estreptomicina durante 7 dias, momento en el que se usaron para
los ensayos de fagocitosis.

Los macrofagos de ratdn se obtuvieron aislando médula 6sea de ratones transgénicos C57BI/Ka Rosa26-mRFP1 y
cultivando en RPMI (Invitrogen) +10 % de FBS +1 % de GlutaMax + 1 de % penicilina/estreptomicina suplementada
con 10 yg/ml de M-CSF murino (Peprotech). Después de 7 dias de diferenciacion, los macréfagos fueron cosechados
y utilizados para ensayos de fagocitosis.

Ensayos de fagocitosis in vitro: Los ensayos de fagocitosis in vitro se realizaron usando macréfagos de raton y
humanos. Para evaluacion por citometria de flujo, se afiadieron aproximadamente 50.000 macréfagos por pocillo en
placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos. Se preincubaron 200.000 células tumorales GFP+ durante 30 minutos con
terapias con anticuerpos o variantes de SIRPa en medio sin suero y después se afadieron a los macrofagos. El clon
2D3 anti-CD47 (eBioscience) y cetuximab (Bristol-Myers Squibb) se usaron como se describe para la opsonizacion.
Los macrofagos y las células diana se incubaron durante 2 horas en una incubadora humidificada a 37° que contenia
5 % de dioxido de carbono. Después de la incubacion, las células se lavaron, se retiraron de la placa y se prepararon
para citometria de flujo. Las células muertas se excluyeron del analisis mediante tincion con DAPI (Invitrogen). Los
macrofagos humanos se identificaron mediante tincion con CD14 antihumano conjugado con Alexa Fluor 647
(BioLegend). Las muestras se analizaron usando un BD Biosciences LSRFortessa con un muestreador de alto
rendimiento. El porcentaje de macréfagos que fagocitan células tumorales, representado por los macrofagos GFP+,
se determind usando FlowJo 7.6.4 (Treestar).

Para la visualizacion de la fagocitosis in vitro, se colocaron 50.000 macrofagos en placas de 24 pocillos. Las células
tumorales se marcaron con CFSE 5 puM (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se trataron 200.000
células tumorales CFSE+ con anticuerpos o tratamientos variantes SIRPa durante 30 minutos en medio sin suero, se
afiadieron a los macrofagos y después se incubaron a 37 °C durante 2 horas. Después de la incubacion, los pocillos
se lavaron ampliamente para retirar las células diana residuales. Posteriormente, los pocillos se visualizaron usando
un microscopio de fluorescencia invertido (Leica DMI6000 B). El indice de fagocitosis se calific6 como el numero de
células diana por macréfago multiplicado por 100.

Resultados. Los experimentos in vivo que tratan ratones inmunodeficientes xenoinjertados muestran que el tratamiento
con los reactivos SIRPa-Fc de alta afinidad bloque6 el crecimiento tumoral. Los ratones trasplantados con células de
leucemia HLB0 que expresan luciferasa se trataron con reactivos SIRP solubles. La carga tumoral medida por el
resplandor emitido por las células luciferasa-HL60 disminuyd a niveles de fondo que indican la eliminaciéon de las
células tumorales, mientras que los ratones tratados con control de 1gG, el resplandor aumentd, reflejando un mayor
crecimiento tumoral. Este resultado fue comparable al observado con el hu5F9 anti-CD47ab. Estos datos muestran
que los reactivos SIRPa solubles de alta afinidad son comparables al anticuerpo anti-CD47 bloqueando eficazmente
la "sefial de no me comas" al unirse al CD47 en la célula HL60 y permitir la fagocitosis y la eliminacion de las células.

Ejemplo 2
SIRPa de alta afinidad reduce el umbral para la fagocitosis de macréfagos de las células cancerosas

La capacidad de los tumores para evadir el sistema inmunitario es un sello distintivo emergente del cancer, y las
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nuevas estrategias terapéuticas que dirigen las respuestas inmunitarias contra las células cancerosas son
prometedoras en entornos experimentales y clinicos. Los macréfagos comunmente se infiliran en los tumores y
estudios recientes han identificado a CD47 como una sefial anti-fagocitica de "no me comas" que se expresa altamente
en muchos tipos de cancer para evitar la destruccion mediada por macréfagos. Los anticuerpos que bloquean la unién
de CD47 a SIRPaq, un receptor inhibidor en macrofagos, aumenta en gran medida la fagocitosis de las células
cancerosas, identificando un nuevo y emocionante eje para manipular con inmunoterapias antitumorales. La evolucion
dirigida y la ingenieria de proteinas se usaron para modificar el dominio de unién de SIRPa, cuya afinidad de tipo
silvestre es demasiado débil para ser terapéuticamente Util, como un antagonista competitivo de alta afinidad de CD47.

Los presentes inventores crearon variantes de SIRPa que se unen a CD47 con un aumento de afinidad de
aproximadamente 50.000 veces en relacion con SIRPa de tipo silvestre. Cuando se produce como proteinas de fusion
multiméricas de alta afinidad SIRPa-Fc, las variantes actian como agentes Unicos para inducir la fagocitosis in vitro y
reducir el crecimiento de tumores humanos in vivo. Si bien los monémeros SIRPa de alta afinidad de dominio Unico
no son suficientes para inducir la fagocitosis maxima por si solos, mejoran enormemente la eficacia de los anticuerpos
monoclonales terapéuticos establecidos cuando se administran en terapias combinadas. Dado que CD47 es un
mecanismo generalizado que usan las células tumorales para evadir el sistema inmunitario, las moléculas generadas
en este estudio benefician a un gran nimero de pacientes con cancer, tanto como monoterapias y como adyuvantes
de otros productos bioldgicos especificos.

Para generar un antagonista de CD47 ideal, se usé ingenieria de proteinas para mejorar la afinidad de SIRPa soluble
por CD47 (Figura 1A). Los presentes inventores crearon bibliotecas mutantes del dominio Ig del conjunto V del N-
terminal de SIRPa conjugado con Aga2p para la visualizacién de la superficie de la levadura (Figura 1B). Usando el
dominio CD47 IgSF como reactivo de seleccion, los presentes inventores llevaron a cabo dos 'generaciones' de
evolucion in vitro. La primera generacion implicé cinco rondas de seleccion de una biblioteca mutante agrupada que
contenia aleatorizaciones a dos clases de restos de SIRPa: los que contactan con CD47 o los que residen dentro del
nucleo hidréfobo (Figura 5A). Las variantes SIRPa de primera generacion resultantes se unieron a CD47 con una
afinidad 20-100 veces mayor que la SIRPa de tipo silvestre, como se mide mediante resonancia de plasmoén
superficial. Para obtener variantes de incluso mayor afinidad, los presentes inventores realizaron una segunda
generacion de evolucion dirigida mediante la construccion de una biblioteca que logro la cobertura total de trece restos
mutados en los selectores de primera generacion. Después de cinco rondas adicionales de seleccion, los presentes
inventores obtuvieron variantes que se unian a CD47 con constantes de disociacion (Kp) tan bajas como 34,0 pM y
semividas de descomposicion (t1,2) tan largas como 44 minutos en comparacion con Kp 0,3-0,5 uM y t12 1,8 segundos
para SIRPa de tipo silvestre (Figura 1C). De manera interesante, las secuencias de las variantes SIRPa de alta afinidad
convergieron en un conjunto consensuado de mutaciones. Cuando los presentes inventores injertaron estas nueve
sustituciones conservativas en el alelo SIRPa de tipo silvestre predominante (alelo 2), la variante resultante
(denominada CV1, variante consenso 1) se unié a CD47 con una afinidad de 11,1 pM (Figura 1C).

La secuencia CV1 tiene los siguientes cambios de aminoacidos, relativos al alelo de tipo silvestre: V6I; V271; 131F;
E47V; K53R; E54Q; H56P; S66T; V92I. CV1 puede comprender, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos del
dominio d1 como sigue:

(SEQ ID NO:10) EEELQIIQPD KSVLVAAGET ATLRCTITSL FPVGPIQWFR GAGPGRVLIY
NQRQGPFPRV  TTVSDTTKRN NMDEFSIRIGN ITPADAGTYY CIKFRKGSPD DVEFKSGAGT
ELSVRAKPS

Para comprender si las variantes de SIRPa de alta afinidad conservaron una geometria de uniéon a CD47 similar a la
proteina de tipo silvestre, los presentes inventores determinaron la estructura cristalina de un complejo entre la variante
de alta afinidad FD6 y el dominio CD47 IgSF (Figura 1D). El complejo FD6:CD47 se superpuso con el complejo
SIRPa:CDA47 de tipo silvestre con una desviacion cuadratica media de raiz de solo 0,613 A, indicando un alto grado
de similitud estructural y validando los esfuerzos para preservar la geometria de la interaccion de tipo silvestre (Figura
1E). Los modos de unién superpuestos de FD6 y SIRPa de tipo silvestre para CD47 indican que competirian por el
mismo epitopo de CD47, proporcionando de esta manera el antagonismo potencial maximo. Como una diferencia
notable, el bucle C'D de FD6 contiene tres de las cuatro mutaciones de contacto presentes en la secuencia consenso
(Figura 1E). Los presentes inventores especularon que estas mutaciones estabilizan el ciclo C'D, que coloca la carga
positiva de Arg53 en un grupo de acidos glutamicos en CD47 (Figura 1E). El resto de la interfaz de unién entre FD6 y
CD47 se parece mucho a la interfaz SIRPa:CD47 de tipo silvestre, siendo la excepcidon mas notable la mutacién de
lle31 a Phe. Estos estudios estructurales indican que las variantes de SIRPa de alta afinidad pueden servir como
antagonistas efectivos de CD47.

Para probar las propiedades funcionales de las variantes SIRPa de alta afinidad, los presentes inventores primero
examinaron su capacidad para unirse y antagonizar CD47 en la superficie de las células cancerosas. Los presentes
inventores encontraron que las variantes de SIRPa con mayor afinidad por CD47 exhibian una mayor potencia en la
union (Figuras 8a, c) y en el bloqueo de CD47 de la superficie celular (Figura 2a y Figura 8b). Como mondmeros de
dominio Unico, ambas variantes FD6 y CV1 exhibieron un potente antagonismo con respecto a SIRPa de tipo silvestre.
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De manera importante, ambas variantes de alta afinidad eran antagonistas de CD47 mas potentes que los fragmentos
Fab producidos a partir del clon de anticuerpo anti-CD47 B6H12, un antagonista de CD47 bien caracterizado que
demuestra efectividad terapéutica in vitro e in vivo (Figura 8a).

A continuacién los presentes inventores evaluaron la capacidad de las variantes de SIRPa de alta afinidad para
aumentar la fagocitosis in vitro mediante el co-cultivo de macrofagos y células tumorales en presencia de agentes
bloqueantes de CD47. Como las proteinas de fusion con el fragmento Fc de la IgG4 humana (higG4), las variantes de
SIRPa de alta afinidad condujeron a aumentos dramaticos en la fagocitosis de las células cancerosas como se
visualiza por microscopia (Figura 2b). Para obtener mediciones cuantitativas de fagocitosis, los macréfagos humanos
primarios y las células tumorales GFP+ se co-cultivaron con agentes bloqueantes de CD47 y después se analizaron
por citometria de flujo (Figura 2c). Usando multiples lineas celulares de cancer que representan tanto tumores malignos
solidos como hematoldgicos, los presentes inventores descubrieron que el tratamiento con concentraciones saturantes
de variantes de SIRPa-higG4 de alta afinidad produjo aumentos dramaticos en la fagocitosis en relacién con los
controles de SIRPa-hlgG4 de tipo silvestre (Figura 2d). Aunque las variantes de SIRPa-hlgG4 de alta afinidad y un
anticuerpo anti-CD47 con isotipo coincidente produjeron niveles comparables de fagocitosis a concentraciones
saturantes (Figura 2d), las variantes de SIRPa de alta afinidad demostraron una clara ventaja cuando se valoraron
para generar curvas de dosis-respuesta (Figura 2e). Las altas afinidades de FD6-higG4 y CV1-higG4 correspondieron
a una disminucion de las CEsp, indicando una induccién mas potente de fagocitosis.

De manera interesante, no se observaron aumentos sustanciales en la fagocitosis después del tratamiento con
concentraciones saturantes de monémeros SIRPa de alta afinidad (Figura 2d), lo que sugiere que el bloqueo de CD47
solo no es suficiente para inducir la fagocitosis maxima. Por consiguiente, los presentes inventores hipotetizaron que
el tratamiento con mondmeros SIRPa de alta afinidad reduciria el umbral de fagocitosis en presencia de anticuerpos
monoclonales especificos de tumor. Para investigar esta hipotesis, los presentes inventores realizaron ensayos de
fagocitosis usando anticuerpos dirigidos a células DLD-1, una linea celular de cancer de colon humano. Cuando se
afiadieron mondémeros SIRPa de alta afinidad solos o en combinaciéon con un anticuerpo de control de isotipo
inespecifico, se observaron niveles basales de fagocitosis (Figura 2f).

El tratamiento con el clon 2D3 anti-CD47, que se une a CD47 pero no bloquea la interacciéon con SIRPa, o un
anticuerpo anti-EpCam produjo niveles moderados de fagocitosis. Sin embargo, tras la adicion de monémero SIRPa
de alta afinidad FD6 a ambos tratamientos con anticuerpos, los macréfagos exhibieron aumentos significativos en la
fagocitosis (Figura 2f). Por lo tanto, el bloqueo de CD47 reduce el umbral para la fagocitosis de macrofagos en
presencia de otros estimulos activadores, tales como el anticuerpo Fc.

Para demostrar las implicaciones clinicas de este principio, los presentes inventores investigaron la capacidad de los
monomeros SIRPa de alta afinidad para mejorar la eficacia de los anticuerpos monoclonales establecidos actualmente
usados como terapias contra el cancer. En primer lugar, los ensayos de fagocitosis se realizaron utilizando células de
cancer de colon DLD-1 tratadas con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab. La fagocitosis se evalud en respuesta a
concentraciones de titulaciéon de cetuximab solo, en combinacién con monémero SIRPa de tipo silvestre, o en
combinacién con monémeros SIRPa de alta afinidad. Con respecto a tanto cetuximab solo como en combinacién con
monomero SIRPa de tipo silvestre, la combinacion de cetuximab mas monémero SIRPa de alta afinidad produjo un
aumento significativo tanto en la efectividad maxima como en la potencia de cetuximab (Figura 2g). Se observaron
efectos similares cuando se evalué la fagocitosis con células de linfoma Raiji tratadas con concentraciones titulantes
de rituximab, un anticuerpo anti-CD20 (Figura 2h). De nuevo, los monémeros SIRPa de alta afinidad aumentaron tanto
la efectividad maxima como la potencia del rituximab. En entornos clinicos, los anticuerpos monoclonales a menudo
solo logran respuestas limitadas, y la recaida es comun después del tratamiento. Los mondémeros SIRPa de alta
afinidad ofrecen una solucion a estos problemas al servir como adyuvantes universales para los anticuerpos
especificos de tumores.

A continuacion los presentes inventores evaluaron la efectividad de las variantes SIRPa de alta afinidad in vivo usando
modelos de tumor de ratén. Como un modelo agresivo de cancer de colon humano en fase avanzada, Las células
DLD-1 GFP-luciferasa® se injertaron en las cavidades peritoneales de ratones NSG (Figura 3a). Después de confirmar
el injerto mediante imagenes de bioluminiscencia, el tratamiento diario se inicié con el control del vehiculo o la variante
SIRPa de alta afinidad CV1-hiIgG4 como monoterapia. La monitorizacion de la bioluminiscencia del flujo total reveld
una disminuciéon moderada en las tasas de crecimiento tumoral durante las semanas iniciales de tratamiento con CV1-
higG4 (Figura 9), lo que condujo a un beneficio de supervivencia significativo con el tiempo (Figura 3b). Dado que la
pérdida de glébulos rojos es el principal efecto secundario observado en el tratamiento con anticuerpos antiCD47 de
raton, los presentes inventores examinaron la sangre de ratones tratados con CV1-higG4 para detectar disminuciones
similares. La citometria de flujo revel6 que CV1-higG4 unia todas las células en la sangre (Figura 3c) y resulté en una
disminucion moderada en el hematocrito (Figura 3d). Sin embargo, como se observé previamente, el tratamiento
prolongado no provoc6 mas toxicidad.

Como CV1-hlgG4 exhibid eficacia antitumoral como agente Unico, a continuacion evaluaron su efectividad en un
modelo de cancer de vejiga humano, un tipo de cancer para el cual no existen actualmente productos bioldgicos
especificos. Se inyectaron células de cancer de vejiga GFP-luciferasa+ 639-V en el tejido subcutaneo dorsal de ratones
NSG. El injerto se confirmé mediante imagenes de bioluminiscencia y los ratones se aleatorizaron en grupos para el
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tratamiento diario con control de vehiculo o CV1-higG4. El tratamiento con CV1-hlgG4 redujo sustancialmente las
tasas de crecimiento tumoral segun lo evaluado por formaciéon de imagen de bioluminiscencia (Figuras 3e, f). Los
volumenes tumorales se evaluaron inmediatamente antes de la muerte del primer ratén tratado con control, en ese
punto, los tumores grandes eran medibles en todos los ratones de control y no se palparon tumores discernibles en
los ratones tratados con CV1-higG4 (Figura 3g). En consecuencia, se observé un notable beneficio en la supervivencia,
incluso después de suspender el tratamiento una vez que todos los ratones de control habian muerto (Figura 3h).

Como se observé previamente, El tratamiento con CV1-higG4 resultd en disminuciones en los indices de glébulos
rojos (Figura 10a). Los ratones tratados con CV1-higG4 también desarrollaron tejido estromal palpable que rodea los
sitios de injerto tumoral. El examen histopatoldgico de este tejido reveld pequefios nédulos tumorales incrustados en
un infiltrado inflamatorio extenso que contiene macréfagos (Figuras 10b, c).

A continuacion los presentes inventores investigaron el efecto adyuvante de los monémeros SIRPa de alta afinidad in
vivo. En un modelo localizado de linfoma humano, las células GFP-luciferasa+ Raji se injertaron subcutaneamente en
los flancos de ratones NSG. Después de confirmar el injerto mediante imagenes de bioluminiscencia, los ratones se
aleatorizaron en grupos para un curso de tres semanas de tratamiento diario con cualquier vehiculo, monémero CV1
solo, rituximab solo, o una combinacién de rituximab mas monémero CV1. El tratamiento con monémero CV1 o
rituximab solos solo redujo el crecimiento tumoral, mientras que el tratamiento con la terapia combinada erradicaba
drasticamente los tumores en la mayoria de los ratones (Figuras 4a, b, c). Durante el periodo de tratamiento, no se
observaron disminuciones significativas de glébulos rojos (Figuras 11a, b, c). Los efectos de cada terapia se tradujeron
en tendencias respectivas en las curvas de supervivencia (Figura 4d). De manera notable, el efecto sinérgico de
combinar un monémero SIRPa de alta afinidad con un anticuerpo monoclonal especifico de tumor condujo a curas de
larga duracioén en la mayoria de los animales, incluso después de que se interrumpio el tratamiento (Figura 4d).

El desarrollo de las variantes SIRPa de alta afinidad representa un esfuerzo de disefio de farmaco multidisciplinario,
racional, procedente de la ingenieria molecular a nivel de proteinas, a validacion in vitro usando células efectoras
inmunitarias purificadas, y finalmente para evaluacion terapéutica en modelos animales. Si bien los estudios anteriores
han demostrado el valor de apuntar a la interaccion CD47-SIRPa como una intervencién inmunitaria para el cancer,
aqui los presentes inventores han manipulado ain mas este sistema para generar antagonistas de CD47 altamente
eficaces y potentes que exhiben propiedades éptimas como terapéuticos.

Los descubrimientos in vitro e in vivo de los presentes inventores proporcionan una nueva vision de la actividad de los
macrofagos contra el cancer y su respuesta a las terapias inmunomoduladoras. Como se observa con mondémeros
SIRPa de alta afinidad, el bloqueo de CD47 solo no es suficiente para inducir la fagocitosis maxima. De manera similar,
cuando CD47 es libre de transducir sefales inhibitorias a través de SIRPa en macrofagos, los anticuerpos
monoclonales no alcanzan su maxima eficacia. Sin embargo, los macrofagos se estimulan de manera robusta cuando
CD47 se bloquea por monémeros SIRPa de alta afinidad en presencia del anticuerpo Fc unido a la superficie. Las
proteinas de fusion SIRPa-Fc de alta afinidad y los anticuerpos anti-CD47 combinan un componente bloqueante de
CD47 y un anticuerpo pro-fagocitico Fc en una sola molécula; por lo tanto, exhiben efectividad como agentes Unicos
pero tienen un mayor potencial de toxicidad fuera de la diana. Por otro lado, la combinacién de monémeros SIRPa de
alta afinidad con un anticuerpo monoclonal antitumoral separado, tales como rituximab, mejora especificamente las
respuestas antitumorales. Si bien esta estrategia ofrece beneficios claros, particularmente una falta de toxicidad
discernible, es dependiente de la disponibilidad y efectividad de los anticuerpos monoclonales clinicamente aprobados
para lograr respuestas maximas.

Un informe reciente sugirid6 que las proteinas de fusion SIRPa-Fc de tipo silvestre podrian usarse para tratar la
leucemia humana. Sin embargo, el presente estudio muestra que la afinidad débil entre SIRPa de tipo silvestre y CD47
limita el potencial de dicha terapia. Los efectos observados por otros probablemente fueron mediados principalmente
por los efectos pro-fagociticos de Fc, a diferencia del antagonismo de CD47, ya que la fagocitosis solo era evidente
cuando los macréfagos se preactivaron con endotoxina e interferon-y. In vivo, la falta de reactividad cruzada entre
SIRPa humano de tipo silvestre y CD47 de ratén modela insuficientemente el tratamiento y la toxicidad en humanos
donde existe un gran sumidero de antigeno debido a la expresion de CD47 en todas las células del cuerpo.

Los reactivos SIRPa de alta afinidad constituyen una clase novedosa de productos biolégicos antitumorales que son
susceptibles de ingenieria adicional. Las modificaciones pueden disefarse para alterar la efectividad, especificidad,
penetrancia tisular, aclaramiento y toxicidad. Adicionalmente, dado que muchos tumores sobreexpresan CD47 y los
niveles de expresion se correlacionan con malos resultados para los pacientes, las variantes de SIRPa de alta afinidad
pueden adaptarse como agentes de formacion de imagen no invasivos para el cancer. El CD47 se usa comunmente
por las células tumorales para evadir el sistema inmunitario, de esta manera, las variantes de SIRPa de alta afinidad
podrian ser valiosas terapias para diversos canceres humanos. Las proteinas de fusion SIRPa-Fc de alta afinidad
demuestran efectividad como agentes Unicos y, por lo tanto, pueden ser particularmente Utiles como tratamientos para
canceres para los que actualmente no existen terapias dirigidas. Por otra parte, los monémeros SIRPa de alta afinidad
pueden usarse como adyuvantes universales para las terapias de anticuerpos monoclonales convencionales. De forma
global, este estudio profundiza el conocimiento de las respuestas de los macrofagos a las células neoplasicas y
respalda el uso de los reactivos SIRPa de alta afinidad como terapias inmunolégicas para el cancer.
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METODOS

Expresion y purificacién de proteinas. El dominio CD47 IgSF (restos 1-117), con una mutacion C15G y una etiqueta
de 8 histidina C-terminal, se secretd de células de Trichoplusia ni (Hi-5) usando baculovirus y se purificaron por Ni-
NTA y cromatografia de exclusiéon por tamafio con una columna Superdex-75. Para generar CD47 minimizado con
glucano para cristalografia, CD47 se co-expresé con endoglicosidasa-H (endoH) en presencia de kifunensina. Las
variantes monoméricas de SIRPa (restos 1-118) se expresaron como fusiones de MBP en el periplasma de E. coli BL-
21 (DE3) usando un vector de expresion pMal-p2X modificado (New England Biolabs) que contiene un sitio de escision
de proteasa de rinovirus 3C después de la etiqueta MBP y una etiqueta de 8 histidina C-terminal. Las células fueron
inducidas a una DOgg de 0,8 con IPTG 1 mM y se incubaron con agitacion a 22 °C durante 24 horas. La proteina
periplasmica se obtuvo por choque osmético y las proteinas de fusion MBP se purificaron usando cromatografia de
acido de niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA). Las proteinas eluidas se digirieron con proteasa 3C a 4 °C durante 12 horas
para retirar MBP y se purificaron adicionalmente mediante una etapa de cromatografia de Ni-NTA adicional, seguido
de cromatografia de exclusiéon por tamafio con una columna Superdex-S75. Para ensayos de fagocitosis in vitro y
experimentos in vivo, se retird la endotoxina usando Triton X-114 como se describié previamente y se confirmé la
eliminacion de endotoxina usando el Kit de Ensayo de Endotoxina LAL Cromogénico ToxinSensor (Genscript). Las
fusiones de SIRPa-Fc se produjeron mediante la clonacion de variantes de SIRPa en un vector pFUSE-higG4-Fc
modificado (Invivogen) con una secuencia de sefial IL-2 y la mutacidon de ingenieria Ser228 Pro. Las proteinas se
expresaron mediante transfeccion transitoria en células Freestyle 293-F (Invitrogen) y se purificaron sobre columnas
de proteina A HiTrap (GE Healthcare). El clon quimérico anti-CD47 B6H12-higG4 se produjo de forma recombinante
mediante expresion estable en células CHO (Lonza).

Para obtener CD47 biotinilado y SIRPq, las proteinas se expresaron con una etiqueta de péptido aceptor de biotina
terminal carboxi (GLNDIFEAQKIEWHE) y se purificaron como se describié anteriormente. Las proteinas purificadas
se biotinilaron in vitro con ligasa BirA y después se repurificaron a partir de la mezcla de reaccion por cromatografia
de exclusion por tamano.

Preparacion de fragmentos Fab de B6H12. El anticuerpo B6H12 se desal6 en citrato sédico 20 mM, pH 6,0, cisteina
25 mM, EDTA 5mM y se diluyoé a una concentracion de 4 mg/ml. El anticuerpo después se mezclé con 250 ul de
resina de ficina inmovilizada (Thermo Scientific) por ml de anticuerpo y se incubé con rotacién a 37 °C durante cinco
horas. Los fragmentos digeridos se purificaron pasando la mezcla de reaccion sobre una columna monoQ (Fab B6H12
residia en el flujo), seguido de filtracion en gel con una columna Superdex-200.

Visualizacién de levadura y generacion de biblioteca de variantes SIRPa. El dominio V-set N-terminal de SIRPa (restos
1-118) se mostro en la superficie de la cepa EBY100 de S. cerevisiae como una fusion C terminal a Aga2 usando el
vector pCT302 como se describié previamente. La biblioteca agrupada de primera generacion se generé mediante dos
reacciones de PCR de ensamblaje separadas que aleatorizaron los restos de contacto CD47 y los restos hidréfobos
'centrales' de SIRPa, respectivamente, usando los siguientes juegos de cebadores con codones degenerados:
Conjunto de cebadores de PCR de restos de contacto, aleatorizando Ser29=RST, Leu30=NTT, Ile31=NTT,
Pro32=CNT, Val33=NTT, Gly34=RST, Pro35=CNT, GIn52=SAW, Lys53=ARG, Glu54=SAW, Ser66=RST,
Thr67=RST, Lys68=ARG, Arg69=ARG, Phe74=NTT, Lys93=ANG, Lys96=ANG, Gly97=RST, Ser98=RST vy
Asp100=RAS:

(SEQ ID NO:11) 5'GAGGAGGAGCTGCAGGTGATTCAGCCTGACAAGTCCGTATCAGTTGCAGCTS3'; (SEQ ID
NO:12) 5'GGTCACAGTGCAGTGCAGAATGGCCGACTCTCCAGCTGCAACTGATACGGAS; (SEQ ID NO: 13)
5'CTGCACTGCACTGTGACCRSTNTTNTTCNTNTTRSTCNTATCCAGTGGTTCAGAGGAS'; (SEQ ID NO: 14)
5'ATTGTAGATTAATTCCCGGGCTGGTCCAGCTCCTCTGAACCACTGGATSI); (SEQ ID NO:15)
5'CGGGAATTAATCTACAATSAWARGSAWGGCCACTTCCCCCGGGTAACAACTGTTTCAGAGSI'; (SEQ ID NO:16)
5'GTTACTGATGCTGATGGAAANGTCCATGTTTTCCYTCYTASYASYCTCTGAAACAGTTGTTACS'; (SEQ ID NO:17)
5'TCCATCAGCATCAGTAACATCACCCCAGCAGATGCCGGCACCTACTACTGTGTGS) (SEQ ID NO:18)
5'TCCAGACTTAAACTCCGTWTYAGGASYASYCNTCCGGAACNTCACACAGTAGTA GGTGCC3'; (SEQ ID NO:19)
5'’ACGGAGTTTAAGTCTGGAGCAGGCACTGAGCTGTCTGTGCGTGCCA AACCCTCT3'

Cebadores de PCR de resto de 'nlcleo’, aleatorizando Leu4, Val6, Val27, 1le36, Phe38, Leu47, lle49, Tyr50, Phe57,
Val60, Met72, Phe74, lle76, V92, Phe94 y Phe103 a NTT:

(SEQ ID NO:20) 5GGATCCGAGGAGGAGNTTCAGNTTATTCAGCCTGACAAGTCCGTATCAGTTGCAGCT
GGAGAG3; (SEQ ID NO:21) 5'GGGCCCCACAGGGATCAGGGAGGTAANAGTGCAGTGCAGAATGGCCGA

CTCTCCAGCTGCAACS (SEQ ID NO:22)
5'CTGATCCCTGTGGGGCCCNTTCAGTGGNTTAGAGGAGCTGGACCAGCCCGGGAAZ;  (SEQ ID  NO:23)
5'GTGGCCTTCTTTTTGATTAANAANAA NTTCCCGGGCTGGTCCAGCS3'; (SEQ ID NO:24)

5'AATCAAAAAGAAGGCCACNTTCCCC GGNTTACAACTGTTTCAGAGTCCACAAAGAGAGAAAACS; (SEQ ID
NO:25) 5'GCCGGCATCTG CTGGGGTGATGTTACTGATGCTAANGGAAANGTCAANGTTTTCTCTCTTTGTGGAS'
(SEQ ID NO:26)
5'ACCCCAGCAGATGCCGGCACCTACTACTGTNTTAAGNTTCGGAAAGGGAGCCCTGACACGGAG3, (SEQ ID
NO:27) 5’AGAGGGTTTGGCACGCACAGACAGCTCAGTGCCTGCTCCAGACTTAANCTCCGTGTCAGGGCTCCC3'.
Los productos de PCR se amplificaron ain mas con cebadores que contenian homologia con el vector pCT302,
combinado con vector de ADN pCT302 linealizado y co-electroporado en levadura EBY100. La biblioteca resultante

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2816 647 T3

contenia 4,0-108 transformantes.

La biblioteca de segunda generacién se generd y se transformé de manera idéntica como la biblioteca de primera
generacion, pero se ensambl6é con los siguientes cebadores, aleatorizando Leud4=NTT, Val6=NTT, Val27=NTT,
1e31=WYT, Glu47=SWA, Lys53=ARG, Glu54=SAK, His56=CNT, Ser66=RST, Lys68=ARG, Val92=NTT, Phe94=NTT,
Phe103=NTT:

(SEQ ID NO:28) 5'GGATCCGAGGAGGAGNTTCAGNTTATTCAGCCTGACAAGTCCGTATCS'; (SEQ ID NO:29)
5'GTGCAGTGCAGAATGGCCGACTCTCCAGCTGCAACTGATACGGACTTGTCAGGCTGAAS; (SEQ ID NO:30)
5'CATTCTGCACTGCACTNTTACCTCCCTGWYTCCTGTGGGGCCCATCCAG3I,; (SEQ ID NO:31)
5'CGGGCTGGTCCAGCTCCTCTGAACCACTGGATGGGCCCCACAGGS, (SEQ ID NO:32)
5'GAGCTGGACCAGCCCGGSWATTAATCTACAATCAAARGSAKGGCCNTTTCCCCCGGGTAACAACTGTTTCAGA
G3; (SEQ ID NO:33) 5'GAAAAGTCCATGTTTTCTCTCYTTGTASYCTCTGAAACAGTTGTTACS'; (SEQ ID NO:34)
5'AGAGAAAACATGGACTTTTCCATCAGCATCAGTAACATCACCCCAGCAGATGCC GGCACS3'; (SEQ ID NO:35)
5'CTCCGTGTCAGGGCTCCCTTTCCGAANCTTAANACAGTAGTAGGTGCCGGCATC TGCTG3', (SEQ ID NO:36)
5'GAGCCCTGACACGGAGNTTAAGTCTGGAGCAGGCACTGAGCTGTCTGTGCGTGCCAA ACCCTCT3'. La
biblioteca resultante contenia 2 x 108 transformantes.

Seleccion de biblioteca de primera generacion. La levadura transformada se expandié en medio liquido SDCAA a
30 °C y se indujo en medio liquido SGCAA a 20 °C. Todas las etapas de seleccion se llevaron a cabo a 4 °C. Para la
primera ronda de seleccion, 4 x 10° levadura inducida, representando una cobertura diez veces mayor del nimero de
transformantes de la biblioteca, se resuspendié en 5 ml de PBE (solucién salina tamponada con fosfato suplementada
con albumina de suero bovino al 0,5% y EDTA 0,5 mM). La levadura se mezclé con 500 uyl de microperlas de
estreptavidina paramagnética (Miltenyi) que se pre-recubrieron con CD47 biotinilado y la mezcla se incub6 con rotacion
durante una hora. Las levaduras se sedimentaron por centrifugacion a 5.000 g durante cinco minutos y se lavé dos
veces con 10 ml de PBE. La levadura marcada magnéticamente se resuspendio en 5 ml de PBE y se separé con una
columna LS MACS de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi). La levadura eluida se granuld, se
resuspendié en medio SDCAA y se expandio para la siguiente ronda de seleccion. Se realizaron cuatro rondas
adicionales de seleccion de manera similar a la primera ronda con las siguientes modificaciones: 1 x 10° de levadura
se resuspendié en 500 yl de PBE que contenia anticuerpo anti-c-Myc marcado con FITC (Miltenyi) o disminuyd
sucesivamente las concentraciones de proteina CD47 biotinilada, de 1 yM a 100 nM. Después de la incubacion
durante una hora, la levadura se lavé con PBE y para las selecciones con CD47, se marcd con estreptavidina-PE
(Invitrogen) o estreptavidina-Alexa Fluor 647 (producido en casa) durante 15 minutos. La levadura se lavo dos veces
mas con PBE y se marcé magnéticamente con 50 ul de las microperlas anti-fluoréforo apropiadas (anti-FITC, anti-PE
o anti-Alexa Fluor 647; Miltenyi) durante 15 minutos. La levadura se lavo una vez, se resuspendié en 3 ml de PBE y
se separd con una columna LS como en la primera ronda.

Seleccion de biblioteca de segunda generacion. Para las dos primeras rondas de seleccion de la biblioteca de segunda
generacion, las levaduras se seleccionaron con proteina monomérica CD47 biotinilada, como en las rondas dos a
cinco de las selecciones de primera generacion. La primera ronda se seleccioné con CD47 biotinilado 20 nM y la
segunda ronda con CDA47 biotinilado 1 nM, usando un volumen de tincién mayor (10 ml de PBE) para evitar el
agotamiento del ligando. Para todas las rondas posteriores de seleccion, se realiz6 una seleccion cinética.
Brevemente, la levadura se tifid con CD47 biotinilado 20 nM durante una hora, se lavé con PBE y luego se resuspendio
en 500 yl de PBE que contenia CD47 no biotinilado 1 uM. Las células se incubaron a 25 °C durante 90 minutos (ronda
tres) o 300 minutos (rondas cuatro y cinco), después de lo cual se lavaron con PBE enfriado en hielo y se tifieron con
estreptavidina marcada con fluorescencia. Para las rondas uno a cuatro, la levadura se separé usando MACS, como
se describe para la biblioteca de primera generacion. Para la quinta ronda de seleccion, las levaduras se marcaron
conjuntamente con anti-c-Myc marcado con FITC y estreptavidina-Alexa Fluor 647 y se seleccionaron con un
clasificador de células FACSAria (BD Biosciences).

Resonancia de plasmén superficial (SPR). Los experimentos se realizaron con un Biacore T100 a 25 °C. Las
concentraciones de proteinas se cuantificaron mediante absorbancia a 280 nm con un espectrémetro Nanodrop2000
(Thermo Scientific). Se usé un chip sensor Biacore SA (GE Healthcare) para capturar CD47 biotinilado (Rmax ~
150 UR). Una proteina biotinilada no relacionada se inmovilizé con un valor de UR que coincide con el de la superficie
de referencia para controlar la unién no especifica. Las mediciones se realizaron con diluciones en serie de las
variantes SIRPa en tampon HBS-P+ (GE Healthcare). La superficie del CD47 se regenerd mediante tres inyecciones
de 60 segundos de MgCl, 2 M. Todos los datos se analizaron con el software de evaluacién Biacore T100 version 2.0
con un modelo de unién Langmuir 1:1.

Cristalizacion y determinacion estructural del complejo FD6:CD47. CD47 de glucano minimizado y FD6 derivado de
E. coli se mezclaron en una proporcion 1:1'y se digirieron con carboxipeptidasas A y B para retirar sus etiquetas de
histidina 8x C-terminal. El complejo FD6:CD47 digerido se purificd por filtracion en gel en solucion salina tamponada
con HEPES (HBS; HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM) con una columna Superdex-75 y se concentré a 22 mg/ml.
Se obtuvieron cristales mediante la adicion de 0,1 pl de proteina a un volumen igual de sulfato de amonio 2,0 M y Tris
0,1 M pH 7,3, y se crioprotegieron en aceite de parafina. Los estudios de difraccion se realizaron en la linea de luz 8-
2 en Advanced Light Source (Berkeley, CA, EE.UU.). Se obtuvo un conjunto de datos anisotrépico de 1,9A y se
proces6 con HKL-3000. El complejo FD6:CD47 se resolvi6 mediante reemplazo molecular con los modelos
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individuales de CD47 y SIRPa del codigo de acceso 2JJS del Protein Data Bank. El refinamiento se llevé a cabo
usando PHENIX y el ajuste del modelo realizado con COOT. Se us6 aplanamiento de disolvente a granel para la
correccion de disolvente. El refinamiento inicial us6 refinamiento de cuerpo rigido, coordenadas y en espacio real,
junto con el refinamiento individual del parametro de desplazamiento atémico. El refinamiento de TLS se afadid en
iteraciones de refinamiento posteriores.

Lineas celulares y transduccion de GFP-luciferasa+. Células DLD-1 (ATCC), células HT-29 (ATCC), células Raiji
(ATCC), células Jurkat (ATCC) y células 639-V (DSMZ) se cultivaron en RPMI+GlutaMax (Invitrogen) suplementado
con suero bovino fetal al 10 % (Omega Scientific), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (Invitrogen).
Las lineas GFP-luciferasa® se generaron por transducciéon usando un vector lentivirico puro basado en VIH pCDH-
CMV-MCS-EF1 (Systems Biosciences) disefiado para expresar una proteina de fusion eGFP-luciferasa2 (pgl4). Las
lineas estables se crearon clasificando la expresion de GFP en los clasificadores de células FACSAria Il (BD
Biosciences).

Ensayos de union a CD47 basados en células. Las concentraciones variables de monémeros SIRPa biotinilados, las
proteinas de fusion SIRPa-hlgG4 o los anticuerpos anti-CD47 se incubaron con células cancerosas como se indica.
La unién de mondémeros biotinilados se detect6é usando estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 647 100 nM como
reactivo de tincion secundaria y se analizé en un citémetro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences). La unién de las
proteinas de fusion SIRPa-hlgG4 o los anticuerpos anti-CD47 se detectd con el anticuerpo IgG anti-humano de cabra
(Invitrogen) y se analizé en un LSRFortessa con muestreador de alto rendimiento (BD Biosciences). Los datos
representan la intensidad de fluorescencia media normalizada a la unién maxima para cada clase de reactivos, y los
puntos se ajustaron a las curvas dosis-respuesta sigmoidales usando Prism 5 (Graphpad).

Ensayos de bloqueo de CD47 basados en células. EIl WTa1d1 SIRPa biotinilado se incubd con estreptavidina
conjugada con Alex Fluor 647 para formar tetrameros WTa1d1 SIRPa. Los tetrameros 100 nM WTa1d1 SIRPa se
combinaron con concentraciones de titulacion de antagonistas de CD47 y se afiadieron simultaneamente a 50.000
células GFP-luciferasa. Raji. Las células se incubaron durante 30 minutos a 4 °C y después se lavaron para retirar el
tetramero no unido. Las muestras se tifieron con DAPI (Sigma) para excluir las células muertas, y se analiz6 la
fluorescencia usando un LSRFortessa con una muestra de alto rendimiento (BD Biosciences). Los datos representan
la intensidad de fluorescencia media geométrica analizada usando FlowJo v9.4.10 (Tree Star) normalizada a la unién
maxima del tetramero, y se ajustaron a las curvas de respuesta de dosis sigmoideas usando Prism 5 (Graphpad).

Derivacion de macréfagos y ensayos de fagocitosis. Se obtuvieron camaras del sistema de reduccion de leucocitos
(LRS) del Centro de sangre de Stanford de donantes anénimos, y las células mononucleares de sangre periférica se
enriquecieron mediante centrifugacion en gradiente de densidad sobre Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare). Los
monocitos se purificaron en un AutoMACS (Miltenyi) usando microperlas anti-CD14 (Miltenyi) y se diferenciaron en
macrofagos por cultivo durante 7-10 dias en IMDM + GlutaMax (Invitrogen) suplementado con suero humano AB al
10 % (Invitrogen) y 100 U/ml de penicilina y estreptomicina 100 ug/ml (Invitrogen). Los ensayos de fagocitosis se
realizaron mediante co-cultivo de 50.000 macrofagos con 100.000 células tumorales GFP- durante 2 horas, después
se analiz6 usando un analizador de células LSRFortessa con muestreador de alto rendimiento (BD Biosciences). Los
anticuerpos usados para el tratamiento incluyeron: control de isotipo IgG1 de ratdn (eBioscience), clon 2D3 anti-CD47
(eBioscience), anti-EpCam (BioLegend), cetuximab (Bristoll-Myers Squibb) y rituximab (Genentech). Los macréfagos
se identificaron por citometria de flujo usando anticuerpos anti-CD14, anti-CD45 o anti-CD206 (BioLegend). Las células
muertas se excluyeron del analisis mediante tincion con DAPI (Sigma). La fagocitosis se evalué como el porcentaje
de macréfagos GFP* usando FlowJo v9.4.10 (Tree Star) y se normalizd a la respuesta maxima de cada donante
independiente contra cada linea celular. La significacion estadistica se determind mediante ANOVA de 2 vias con
pruebas posteriores de Bonferroni y, cuando se indico, los datos se ajustaron a las curvas dosis-respuesta sigmoidales
usando Prism 5 (Graphpad).

Formacién de imagen de células vivas de fagocitosis. Los macrofagos de ratdon RFP* se generaron y se evaluaron en
ensayos de imagenes de células vivas como se describid previamente. Brevemente, las células de médula 6sea se
aislaron de ratones transgénicos C57BL/Ks Rosa26 mRFP1 y se diferenciaron en 10 ng/ml de M-CSF murino
(Peprotech). 500.000 células Raiji se marcaron con 0,5 [M CFSE (Invitrogen) y se co-cultivaron con 50.000 macrofagos
RFP+ y se formaron imagenes usando un BioStation IMQ (Nikon) equilibrado a 37 °C y 5 % de diéxido de carbono.

Ratones. Se usaron ratones Nod.Cg-Prkdcs®d IL2rgmiwj/SzJ (NSG) para todos los experimentos in vivo. Los ratones
se injertaron con tumores aproximadamente a las 6-10 semanas de edad y los experimentos se realizaron con cohortes
de 8-15 ratones emparejados por edad y sexo. Los ratones se mantuvieron en una instalacién de barrera bajo el
cuidado del Centro de Servicios Veterinarios de Stanford y se manejaron de acuerdo con los protocolos aprobados
por el Panel Administrativo de la Universidad de Stanford sobre Cuidado de Animales de Laboratorio.

Modelos tumorales. Para modelar el cancer de colon humano, se inyectaron 1,10° células DLD-1 GFP-luciferasa. en
las cavidades peritoneales de ratones NSG. Los nddulos tumorales se visualizaron en un microscopio de diseccion
fluorescente M205 FA (Leica) equipado con una camara DFC 500 (Leica). El cancer de vejiga se modelo por un injerto
de 1,25:10° células 639-V GFP-luciferasa* en el tejido subcutdneo dorsal de ratones NSG en Matrigel al 25 % (BD
Biosciences). 1-10° células Raji GFP-luciferasa* se injertaron por via subcutanea en el flanco inferior para un modelo
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localizado de linfoma humano. En todos los modelos, el tratamiento se inicio tras la confirmacion del injerto y continué
como se indica. Para todos los tratamientos, se administraron 200 ug de variante o anticuerpo SIRPa mediante
inyeccion intraperitoneal en un horario diario. El crecimiento del tumor se controld mediante imagenes de
bioluminiscencia, y se midieron las dimensiones del tumor para calcular los volimenes de acuerdo con la féormula
elipsoide (11/6-longitud-anchura?). La significacion estadistica se determiné mediante la prueba de Mann-Whitney o
Kruskal-Wallis con las pruebas posteriores de Dunn, segin corresponda. La supervivencia se analizd6 mediante la
prueba de Mantel-Cox.

Analisis hematoldgico. Se extrajo sangre del plexo retroorbital y se recogié en tubos Microtainer de dipotasio-EDTA
(BD Biosciences). Los parametros hematolégicos se evaluaron usando un analizador HemaTrue (Heska). La
significacion estadistica se determind mediante ANOVA de 2 vias con prueba posterior de Bonferroni. La union de las
variantes de SIRPa-Fc a la sangre completa de ratén se determiné por citometria de flujo usando el anticuerpo IgG
anti-humano de cabra Alexa Fluor 647 (Invitrogen).

Formacién de imagenes de bioluminiscencia. Se inyectaron a los ratones anestesiados 200 ul de sal de potasio D-
luciferina (luciérnaga) (Biosynth) reconstituida a 16,67 mg/ml en PBS estéril. Las imagenes de bioluminiscencia se
realizaron usando un espectro IVIS (Caliper Life Sciences) durante 20 minutos para registrar la radiacion maxima. Los
valores maximos de flujo total se evaluaron a partir de la regiéon anatdmica de interés utilizando Living Image 4.0
(Caliper Life Sciences) y se usaron para el analisis.

Secuencias proteicas. Entre las proteinas usadas en los ejemplos descritos en el presente documento, se incluyen los
siguientes:

FD6-higG4 (FD6 subrayado, IgG4 S228P humana en negrita), que incluye las regiones CH2, CH3 y bisagras de
IgG4 humana, y el dominio d1 de SIRPa FD6 de alta afinidad:

(SEQ ID NO:40)
EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQRQGPFPRVTTISE

TTRRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSAAAPPCPPCPA

PEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE

EQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQE
EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ
EGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

CV1-hlgG4 (CV-1 subrayado, IgG4 S228P humana en negrita), que incluye las regiones CH2, CH3 y bisagras de
IgG4 humana, y el dominio d1 de SIRPa CV1 de alta afinidad. Notese que las sustituciones de aminoacidos CV1
estan "construidas" en el alelo 2 de tipo silvestre humano:

(SEQ ID NO:41)
EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQRQGPFPRVTTVS
DTTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAAAPPCPPC
PAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSR
WQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FD6-higG2 (FD6 subrayado, IgG2 humana en negrita), que incluye las regiones CH2, CH3 y bisagras de 1gG2
humana, y el dominio d1 de SIRPa FD6 de alta afinidad:

(SEQ ID NO:42)
EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQRQGPFPRVTTISE

TTRRENMDEFESISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSAAAVECPPCPA
PPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGMEVHNAKTKPREE
QFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

CV1-hlgG2 (CV-1 subrayado, IgG2 humana en negrita), que incluye las regiones CH2, CH3 y bisagras de IgG2
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humana, y el dominio d1 de SIRPa CV-1 de alta afinidad:
(SEQ ID NO:43)
EEELQIIQPDKSVLVAAGETATLRCTITSLFPVGPIQWFRGAGPGRVLIYNQRQGPFPRVTTVS
DTTKRNNMDFESIRIGNITPADAGTYYCIKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAAAVECPPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGMEVHNAKTKPR
EEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

fusiones GCN4 de cremallera de leucina:
Cremallera FD6 (FD6 subrayado, cremallera de leucina GCN4 en negrita), que incluye el dominio d1 de FD6
fusionado a GCN4 y que utiliza la funcion de cremallera de leucina para dimerizar:

(SEQ ID NO:44)
EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQRQGPFPRVTTISE

TTRRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSAAARMKQLEDK
VEELLSKNYHLENEVARLKKLVGAASGAD

Construcciones de concatamero:
Concatamero FD6 (FD6 subrayado, enlazador GGGGSGGGGS, FD6 subrayado)

(SEQ ID NO:45)
EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQRQGPFPRVTTISE

TTRRENMDFSISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPSGGGGSGGGGS
EEEVQIIQPDKSVSVAAGESAILHCTITSLFPVGPIQWFRGAGPARVLIYNQRQGPFPRVTTISE
TTRRENMDESISISNITPADAGTYYCIKFRKGSPDTEFKSGAGTELSVRAKPS

Tabla de secuencias seleccionadas

SEQ ID NO:1 Secuencia nativa, dominio d1 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:2 Secuencia nativa, proteina de longitud completa Proteina de 504 aa
SEQ ID NO:3 Dominio d1 mutante 1D4 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:4 Dominio d1 mutante 1A5 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:5 Dominio d1 mutante 2D3 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:6 Dominio d1 mutante 2A10 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:7 Dominio d1 mutante 2B5 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:8 Dominio d1 mutante 2A2 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:9 Dominio d1 mutante 2F5 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:10 Dominio d1 mutante CV1 Proteina de 119 aa
SEQ ID NO:37 Dominio d1 mutante FB3 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:38 Dominio d1 mutante FD6 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:39 Dominio d1 mutante FA4 Proteina de 118 aa
SEQ ID NO:40 FD6-higG4 Proteina de 345 aa
SEQ ID NO:41 CV1-higG4 Proteina de 346 aa
SEQ ID NO:42 FD6-higG2 Proteina de 344 aa
SEQ ID NO:43 CV1-higG2 Proteina de 345 aa
SEQ ID NO:44 Cremallera de leucina GCN4 Proteina de 158 aa
SEQ ID NO:45 Concatamero FD6 Proteina de 246 aa

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> The Board of Trustees of the Leland Stanford Junior University
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<120> Reactivos SIRP-Alpha de alta afinidad

<130> 006994040

<140> EP 13738232.1

<141>17/01/2013

<150> PCT/US2013/021937

<151>17/01/2013

<150> US 61/587.247

<151>17/01/2012

<160> 45

<170> FastSEQ para Windows, Versioén 4.0

<210>1
<211>118
<212> PRT

<213> H. sapiens

<400> 1
Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu

65
Ile

Gly

Val

<210> 2
<211> 504
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Ser
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 2

Met
1
Leu

Glu
Glu
Pro

65
Asn

Glu
Leu
Leu
Thr
50

Ile

Gln

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Pro
Leu
Gln
35

Ala

Gln

Lys

Leu
Ser
20

Ile
Gln
Lys
Ala
Asp

100
Lys

Ala
Ala
20

VvVal
Thr

Trp

Glu

Gln
Ala
Gln
Lys
Arg
Asp
85

Thr

Pro

Gly
Ala
Ile
Leu
Phe

Gly

VvVal
Ile
Trp
Glu
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Pro
Ser
Gln
Arg
Arg

70
His

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Ala
Cys
Pro
Cys
Gly

Phe

Gln
His
Arg
40

His
Met

Thr

Lys

Pro
Ala
Asp
40

Thr

Ala

Pro

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp

Tyr

Ser
105

Gly
Trp
25

Lys
Ala

Gly

Arg

27

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Arg
10

Ser
Ser
Thr

Pro

Val

Lys
val
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Leu
Gly
Val
Ser
Gly

75
Thr

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Val

Gly

Gly
Val
Leu
Leu
60

Arg

Thr

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

Pro
Ala
VvVal
45

Ile

Glu

Val

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Leu
Gly
30

Ala
Pro

Leu

Ser

VvVal
15

Ile
Glu
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

Leu
15

Glu
Ala
VvVal

Ile

Asp

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Cys
Glu
Gly
Gly
Tyr

80
Leu



Thr
Pro
Pro
Arg
145
Thr
Pro
Asp
Ile
Gln
225
Arg
Glu
Cys
Glu
Asn
305
Ser
Gly
Pro
Glu
Ala
385
Ala
Ala
Asn
Asn
Glu
465
Thr
Ala
<210> 3

<211> 118
<212> PRT

Lys
Ala
Asp
130
Ala
Pro
Arg
Phe
His
210
VvVal
Gly
VvVal
Gln
Asn
290
Lys
Ala
Gln
Lys
Arg
370
Leu
Gln
Arg
Leu
His
450
Asp

Pro

Ser

<213> H. sapiens

<400> 3

Arg
Asp
115
Asp
Lys
Gln
Asp
Gln
195
Ser
Ile
Thr
Thr
VvVal
275
Gly
Asp
His
Pro
Glu
355
Asn
Leu
Gly
Glu
Pro
435
Thr
Thr

Lys

Val

Asn
100
Ala
VvVal
Pro
His
Ile
180
Thr
Thr
Cys
Ala
Gln
260
Arg
Asn
Gly
Arg
Ala
340
Gln
Ile
Met
Ser
Ile
420
Lys
Glu
Leu

Gln

Gln
500

85
Asn

Gly
Glu
Ser
Thr
165
Thr
Asn
Ala
Glu
Asn
245
Gln
Lys
VvVal
Thr
Asp
325
VvVal
Gly
Tyr
Ala
Thr
405
Thr
Gly
Tyr
Thr
Pro

485
Val

ES 2816 647 T3

Met
Thr
Phe
Ala
150
VvVal
Leu
VvVal
Lys
VvVal
230
Leu
Pro
Phe
Ser
Tyr
310
Asp
Ser
Ser
Ile
Ala
390
Ser
Gln
Lys
Ala
Tyr
470

Ala

Pro

Asp
Tyr
Lys
135
Pro
Ser
Lys
Asp
VvVal
215
Ala
Ser
VvVal
Tyr
Arg
295
Asn
VvVal
Lys
Asn
VvVal
375
Leu
Ser
Asp
Lys
Ser
455
Ala

Pro

Arg

Phe
Tyr
120
Ser
VvVal
Phe
Trp
Pro
200
VvVal
His
Glu
Arg
Pro
280
Thr
Trp
Lys
Ser
Thr
360
VvVal
Tyr
Thr
Thr
Pro
440
Ile
Asp

Lys

Lys

28

Ser
105
Cys
Gly
VvVal
Thr
Phe
185
VvVal
Leu
VvVal
Thr
Ala
265
Gln
Glu
Met
Leu
His
345
Ala
Gly
Leu
Arg
Asn
425
Ala
Gln

Leu

Pro

20
Ile

VvVal
Ala
Ser
Cys
170
Lys
Gly
Thr
Thr
Ile
250
Glu
Arg
Thr
Ser
Thr
330
Asp
Ala
VvVal
VvVal
Leu
410
Asp
Pro
Thr

Asp

Glu
490

Arg
Lys
Gly
Gly
155
Glu
Asn
Glu
Arg
Leu
235
Arg
Asn
Leu
Ala
Trp
315
Cys
Leu
Glu
VvVal
Arg
395
His
Ile
Gln
Ser
Met

475
Pro

Ile
Phe
Thr
140
Pro
Ser
Gly
Ser
Glu
220
Gln
VvVal
Gln
Gln
Ser
300
Leu
Gln
Lys
Asn
Cys
380
Ile
Glu
Thr
Ala
Pro
460

Val

Ser

Gly
Arg
125
Glu
Ala
His
Asn
VvVal
205
Asp
Gly
Pro
VvVal
Leu
285
Thr
Leu
VvVal
VvVal
Thr
365
Thr
Arg
Pro
Tyr
Ala
445
Gln
His

Phe

Asn
110
Lys
Leu
Ala
Gly
Glu
190
Ser
VvVal
Asp
Pro
Asn
270
Thr
VvVal
VvVal
Glu
Ser
350
Gly
Leu
Gln
Glu
Ala
430
Glu
Pro

Leu

Ser

95
Ile

Gly
Ser
Arg
Phe
175
Leu
Tyr
His
Pro
Thr
255
VvVal
Trp
Thr
Asn
His
335
Ala
Ser
Leu
Lys
Lys
415
Asp
Pro
Ala

Asn

Glu
495

Thr
Ser
VvVal
Ala
160
Ser
Ser
Ser
Ser
Leu
240
Leu
Thr
Leu
Glu
VvVal
320
Asp
His
Asn
VvVal
Lys
400
Asn
Leu
Asn
Ser
Arg

480
Tyr
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15

Glu

Ala
Val
Ile
Glu
65

Ile
Gly
Val

<210> 4

<211> 118
<212> PRT

Glu

Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 4
Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu
65
Ile
Gly

Val

<210>5
<211> 118
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Gly
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 5

Glu

Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Leu

Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp

100
Lys

VvVal
Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp

100
Lys

Gln

Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

ES 2816 647 T3

Val

Ile
Trp
Glu
Glu
70

Ala

Glu

Ser

VvVal
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile

Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Val

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Gln
His
Arg
40

His
Met

Thr

Lys

Pro

Cys
25

Gly
Phe
Asp

Tyr

Ser
105

Gln Pro

His Cys

25

Arg Gly

40

His Phe

Met Asp

Thr Tyr

Lys Ser

105

29

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Lys

Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Lys
Leu
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Ser

Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Val

Gly

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Gly

Val

Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

Ser

Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Val
15

Ile
Glu
val
Ser
Arg

95
Leu

VvVal
15

Ile
VvVal
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

Ala

Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser
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15

Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu

65
Ile
Gly
VvVal
<210>6

<211> 118
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 6
Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu
65
Ile
Gly
VvVal
<210>7

<211> 118
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Gly
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 7

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

VvVal
Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp

100
Lys

Leu
Ser
20

Ile
Gln
Lys
Ala
Asp

100
Lys

Gln
Val
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

ES 2816 647 T3

Ile
Ile
Trp
Glu
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Gln
His
Arg
40

Pro
Met

Thr

Lys

Gln
His
Arg
40

Pro
Met

Thr

Lys

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp

Tyr

Ser
105

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp

Tyr

Ser
105

30

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Val

Gly

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Gly

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser
Lys

Thr

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Leu

Glu
110

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Leu

Glu
110

VvVal
15

Thr
Leu
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

VvVal
15

Ser
VvVal
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser
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15

Glu Glu

Ala Gly

Val Gly

Ile Tyr
50
Glu Gly
65
Ile Thr

Gly Ser

Val Arg

<210>8

<211> 118
<212> PRT
<213> H. sapiens

<400> 8

Glu
1
Ala

Val

Ile
50

Glu
65
Ile

Gly

Val
<210>9
<211> 118
<212> PRT

<213> H. sapiens

<400> 9

Glu
Gly
Gly

Tyr

Gly
Thr
Ser

Arg

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Glu

Glu

Pro

35

Asn

Thr

Pro

Pro

Ala
115

ES 2 816 647

Ile Gln Val Ile Gln Pro

5
Val Ile Leu His Cys
25

Gly

Ser

20

Ile Gln Trp Phe Arg

40

Gln Arg Gln Gly Arg Phe

55

Arg Glu Asn Met
70

Ala Asp Ala Gly Thr
85

Asp Thr Glu Val

100

Lys

Lys Asp
Tyr

Ser
105

Lys

Pro Ser

Val Gln Ile Ile Gln Pro
5
Ser Ala TIle Leu His Cys
20 25
Ile Gln Trp Phe Arg Gly
40
Gln Arg Glu Gly Arg Phe
55

Arg Arg Glu Asn Met Asp
70
Ala Asp Ala Gly Thr Tyr
85
Asp Thr Glu Phe Lys Ser
100 105
Lys Pro Ser

31

T3

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Asp
10

Thr
Ala

Pro

Phe

Tyr
90
Gly

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Val

Gly

Ser
Thr
Pro

Val
60

Ile
Ile

Gly

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser
Lys

Thr

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser
Lys

Thr

Ser Val Ala

15
Leu Phe
30

Arg Val

Pro
Leu

Thr Val Ser
Asn
80
Val Arg Lys

95
Glu Leu
110

Ile Ser

Ser

Ser Val Ala
15

Leu Phe Pro

30

Arg Val Leu

Thr Val Ser

Ile Ser Asn
80
Leu Arg Lys
95
Glu Leu Ser
110
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Glu Glu Glu Val Gln Leu Ile Gln Pro

Ala Gly Glu Ser Ala Ile Leu His Cys
20 25
Val Gly Pro Ile Gln Trp Phe Arg Gly
35 40
Ile Tyr Asn Gln Arg Glu Gly Pro Phe
50 55
Glu Gly Thr Lys Arg Glu Asn Met Asp
65 70
Ile Thr Pro Ala Asp Ala Gly Thr Tyr
85
Gly Ser Pro Asp Thr Glu Val Lys Ser
100 105
Val Arg Ala Lys Pro Ser
115

<210>10

<211> 119
<212> PRT
<213> H. sapiens

<400> 10

Glu Glu Glu Leu Gln Ile Ile Gln Pro
1 5
Ala Gly Glu Thr Ala Thr Leu Arg Cys
20 25
Val Gly Pro Ile Gln Trp Phe Arg Gly
35 40
Ile Tyr Asn Gln Arg Gln Gly Pro Phe
50 55
Asp Thr Thr Lys Arg Asn Asn Met Asp
65 70
Ile Thr Pro Ala Asp Ala Gly Thr Tyr
85
Gly Ser Pro Asp Asp Val Glu Phe Lys
100 105
Ser Val Arg Ala Lys Pro Ser
115

LISTADO DE SECUENCIAS

<210> 11

<211> 51

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 11
gaggaggagc tgcaggtgat tcagcctgac aagtccgtat cagttgcage t

<210> 12

<211> 51

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 12
ggtcacagtg cagtgcagaa tggccgactc tccagctgca actgatacgg a

<210>13
<211>57

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>
<221> misc_feature

32

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

20
Ser

Lys
val
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Gly

51

51

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Gly

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Ala

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

Val
Ser
Gly
45

Thr
Arg

Lys

Gly

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Leu
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Thr
110

VvVal
15

Phe
VvVal
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

Val
15

Phe
Val
Val
Gly
Arg

95
Glu

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Leu
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50

55

60

65

ES 2816 647 T3

<222> 22, 25, 29, 31, 38
<223>n=A,T,CoG

<400> 13
ctgcactgca ctgtgaccrs tnttnttcnt nttrstcnta tccagtggtt cagagga

<210> 14
<211>48

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 14
attgtagatt aattcccggg ctggtccagc tcctctgaac cactggat 48

<210> 15
<211>60

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 15

57

cgggaattaa tctacaatsa wargsawggc cacttccccec gggtaacaac tgtttcagag 60

<210> 16
<211>63

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 21
<223>n=A,T,CoG

<400> 16

gttactgatg ctgatggaaa ngtccatgtt ttccytcyta syasyctctg aaacagttgt 60

tac

<210> 17
<211>54

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 17
tccatcagca tcagtaacat caccccagca gatgccggca cctactactg tgtg

<210> 18
<211>60

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 32, 41
<223>n=A,T,CoG

<400> 18

54

tccagactta aactccgtwt yaggasyasy cntccggaac ntcacacagt agtaggtgcc 60

<210> 19
<211>54

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 19
acggagttta agtctggagc aggcactgag ctgtctgtgc gtgccaaacc ctct

33

54
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<210> 20
<211>63

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 16, 22
<223>n=A,T,CoG

<400> 20

ggatcogagg aggagnttea gnttattecag cetgacaagt ceogtatcagt tgecagetgga 60
gag 63

<210> 21
<211>63

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 27
<223>n=A,T,CoG

<400> 21

gggeccccaca gggatecaggg aggtaanagt geagtgecaga atggecgact ctecagetge 60
aac 63

<210> 22
<211>54

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> 19, 28

<223>n=A,T,CoG

<4> 22

ctgatccctg tggggeccent tcagtggntt agaggagcetg gaccagcccg ggaa 54

<210> 23
<211>45

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 21,24, 27
<223>n=A,T,CoG

<400> 23
gtggcecttct ttttgattaa naanaanttc ccgggcetggt ccage 45

<210> 24
<211>63

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 19, 28
<223>n=A,T,CoG

<400> 24

34
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aatcaaaaag aaggccacnt tcccecggntt acaactgttt cagagtccac aaagagagaa 60
aac 63

<210> 25

<211> 66

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 36,42, 48
<223>n=A,T,CoG

<400> 25

goccggecatct gectggggtga tgttactgat gctaanggaa angtcaangt tttctetett 60
tgtgga 66

<210> 26
<211>63

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 31, 37
<223>n=A,T,CoG

<400> 26

accccageag atgoccggecac ctactactgt nttaagnttc ggaaagggag cectgacacg 60
gag 63

<210> 27

<211> 66

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 48
<223>n=A,T,CoG

<400> 27

agagggtttg gecacgcacag acagetcagt gectgeteca gacttaanct cegtgtcagg 60
getece 66

<210> 28
<211>47

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 16, 22
<223>n=A,T,CoG

<400> 28
ggatccgagg aggagnttca gnttattcag cctgacaagt ccgtatc 47

<210> 29

<211> 58

<212> ADN
<213> H. sapiens

35
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<400> 29
gtgcagtgca gaatggccga ctctccagct gcaactgata cggacttgtc aggctgaa 58

<210> 30
<211>49

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222>17
<223>n=A,T,CoG

<400> 30
cattctgcac tgcactntta cctccctgwy tcetgtgggg cccatccag 49

<210> 31
<211>44

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 31
cgggctggtc cagctcctct gaaccactgg atgggcccca cagg 44

<210> 32
<211>74

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 46
<223>n=A,T,CoG

<400> 32

gagctggacc agcccggswa ttaatctaca atcaaargsa kggccnttte cccegggtaa 60
caactgttte agag 74

<210> 33
<211>47

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 33
gaaaagtcca tgttttctct cyttgtasyc tctgaaacag ttgttac 47

<210> 34
<211>59

<212> ADN
<213> H. sapiens

<400> 34
agagaaaaca tggacttttc catcagcatc agtaacatca ccccagcaga tgccggcac 59

<210> 35
<211>59

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 27,33
<223>n=A,T,CoG

36
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ctcegtgtca gggctecctt tccgaanctt aanacagtag taggtgeccgg catetgcetg

<210> 36
<211> 64
<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> 17

<223>n=A,T,CoG

<400> 36

<210> 37
<211> 118
<212> PRT

<213> H. sapiens

<400> 37
Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu
65
Ile

Gly

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr

Thr

Ser

Val Arg

<210> 38
<211> 118
<212> PRT

115

<213> H. sapiens

<400> 38

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala

Leu
Ser
20

Ile
Gln
Lys
Ala
Asp

100
Lys

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

Ile
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Gln
His
Arg
40

Pro
Met

Thr

Lys

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp

Tyr

Ser
105

37

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Val

Gly

59

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser
Lys

Thr

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

VvVal
15

Phe
Leu
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

gagececctgac acggagntta agtctggage aggcactgag ctgtectgtge gtgocaaacce 60
ctet

64

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser



10

15

Glu
Ala
Val
Ile
Glu
65

Ile
Gly
Val

<210> 39

<211> 118
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 39
Glu
1
Ala
VvVal
Ile
Glu
65
Ile
Gly
VvVal
<210> 40

<211> 345
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Gly
Thr

Ser

Arg

<213> H. sapiens

<400> 40
Glu

1
Ala

Val

Glu
Gly

Gly

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro

Pro

Ala
115

Glu

Glu

Pro
35

VvVal
Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp

100
Lys

Leu
Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp

100
Lys

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr

Pro

ES 2816 647 T3

Ile
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala

Glu

Ser

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Phe

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn

Gly

Val

Val Gln Ile Ile

5

Ser Ala Ile Leu

20

Ile Gln Trp Phe

Gln Pro

His Cys
25

Arg Gly

40

Pro Phe

Met Asp
Thr Tyr

Lys Ser
105

Gln Pro

His Cys
25

Arg Gly

40

Pro Phe

Met Asp
Thr Tyr

Lys Ser
105

Gln Pro

His Cys

25
Arg Gly
40

38

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr

90
Gly

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys

Ala

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Gly

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile

Ile

Gly

Asp Lys Ser

10

Thr Ile Thr

Ala Gly Pro

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser

Lys

Thr

VvVal
Ser

Ala
45

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile

Phe

Glu
110

Ser

VvVal
15

Phe
VvVal
Ile
Ser
Arg

95
Leu

VvVal
15

Thr
VvVal
VvVal
Ser
Arg

95
Leu

Val
15

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys

Ser

Ala

Leu Phe Pro

30

Arg Val Leu



Ile
Glu
65

Ile
Gly
VvVal
Ala
Pro
145
VvVal
VvVal
Gln
Gln
Gly
225
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
305
Phe
Lys

<210> 41

<211> 346
<212> PRT

Tyr
50

Thr
Thr
Ser
Arg
Pro
130
Lys
VvVal
Asp
Phe
Asp
210
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
290
Ser

Ser

Ser

<213> H. sapiens

<400> 41

Asn
Thr
Pro
Pro
Ala
115
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
195
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
275
Thr
Arg
Cys

Leu

Gln
Arg
Ala
Asp
100
Lys
Phe
Thr
VvVal
VvVal
180
Ser
Leu
Ser
Pro
Gln
260
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
340

Arg
Arg
Asp
85

Thr
Pro
Leu
Leu
Ser
165
Glu
Thr
Asn
Ser
Gln
245
VvVal
VvVal
Pro
Thr
VvVal

325
Leu

ES 2816 647 T3

Gln
Glu
70

Ala
Glu
Ser
Gly
Met
150
Gln
VvVal
Tyr
Gly
Ile
230
VvVal
Ser
Glu
Pro
VvVal
310

Met

Ser

Gly
55

Asn
Gly
Phe
Ala
Gly
135
Ile
Glu
His
Arg
Lys
215
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
295
Asp
His

Pro

Pro
Met
Thr
Lys
Ala
120
Pro
Ser
Asp
Asn
VvVal
200
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
280
Leu
Lys

Glu

Gly

Phe
Asp
Tyr
Ser
105
Ala
Ser
Arg
Pro
Ala
185
VvVal
Tyr
Thr
Leu
Cys
265
Ser
Asp
Ser

Ala

Lys
345

39

Pro
Phe
Tyr
20

Gly
Pro
VvVal
Thr
Glu
170
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
250
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
330

Arg
Ser
75

Cys
Ala
Pro
Phe
Pro
155
VvVal
Thr
VvVal
Cys
Ser
235
Pro
VvVal
Gly
Asp
Trp

315
His

VvVal
60

Ile
Ile
Gly
Cys
Leu
140
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
220
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
300
Gln

Asn

Thr
Ser
Lys
Thr
Pro
125
Phe
VvVal
Phe
Pro
Thr
205
VvVal
Ala
Gln
Gly
Pro
285
Ser

Glu

His

Thr
Ile
Phe
Glu
110
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
190
VvVal
Ser
Lys
Glu
Phe
270
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ile
Ser
Arg
95

Leu
Cys
Pro
Cys
Trp
175
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
255
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
335

Ser
Asn
80

Lys
Ser
Pro
Lys
VvVal
160
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
240
Met
Pro
Asn
Leu
VvVal

320
Gln
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Glu
Ala
VvVal
Ile
Asp
65

Ile
Gly
Ser
Pro
Lys
145
VvVal
Tyr
Glu
His
Lys
225
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
305
VvVal
Gln

<210> 42

<211> 344
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr
Ser
Val
Ala

130
Pro

Val
Val
Gln
Gln
210
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
290
Tyr

Phe

Lys

<213> H. sapiens

<400> 42

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro
Pro
Arg
115
Pro
Lys
VvVal
Asp
Phe
195
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
275
Lys
Ser

Ser

Ser

Leu
Thr
20

Ile
Gln
Lys
Ala
Asp
100
Ala

Glu

Asp
Asp
Gly
180
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
260
Ile
Thr
Arg
Cys

Leu
340

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Asp
Lys

Phe

Thr
VvVal
165
VvVal
Ser
Leu
Ser
Pro
245
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

325
Ser
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Ile
Thr
Trp
Gln
Asn
70

Ala
VvVal

Pro

Leu

Leu
150
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
230
Gln
VvVal
VvVal
Pro
Thr
310

Val

Leu

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn
Gly
Glu
Ser
Gly

135
Met

Gln
VvVal
Tyr
Gly
215
Ile
VvVal
Ser
Glu
Pro
295
VvVal

Met

Ser

Gln
Arg
Arg
40

Pro
Met
Thr
Phe
Ala
120
Gly
Ile
Glu
His
Arg
200
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
280
Val
Asp
His

Pro

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp
Tyr
Lys
105
Ala

Pro

Ser
Asp
Asn
185
VvVal
Glu
Lys
Thr
Thr
265
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
345

40

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr
20

Ser

Ala

Ser

Arg
Pro
170
Ala
VvVal
Tyr
Thr
Leu
250
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

330
Lys

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys
Gly
Pro
VvVal
Thr
155
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
235
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

315
Leu

Ser
Thr
Pro
val
60

Ile
Ile
Ala
Pro

Phe

140
Pro

VvVal
Thr
VvVal
Cys
220
Ser
Pro
VvVal
Gly
Asp
300

Trp

His

VvVal
Ser
Gly
45

Thr
Arg
Lys
Gly
Cys
125
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
205
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
285
Gly

Gln

Asn

Leu
Leu
30

Arg
Thr
Ile
Phe
Thr
110

Pro

Phe

VvVal
Phe
Pro
190
Thr
VvVal
Ala
Gln
Gly
270
Pro
Ser

Glu

His

VvVal
15

Phe
VvVal
VvVal
Gly
Arg
95

Glu

Pro

Pro

Thr
Asn
175
Arg
VvVal
Ser
Lys
Glu
255
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
335

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys
Leu
Cys
Pro
Cys
160
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
240
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

320
Thr
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Glu
Ala
VvVal
Ile
Glu
65

Ile
Gly
VvVal
Ala
Lys
145
VvVal
Asp

Phe

Asp

Leu
225
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
305
Ser
Ser
<210> 43

<211> 345
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr
Ser
Arg
Pro
130
Asp
Asp
Gly

Asn

Trp
210

Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
290
Lys
Cys

Leu

<213> H. sapiens

<400> 43

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro
Pro
Ala
115
Pro
Thr
VvVal
Met
Ser

195
Leu

Ala
Pro
Gln
Ala
275
Thr
Leu

Ser

Ser

VvVal
Ser
20

Ile
Gln
Arg
Ala
Asp
100
Lys
VvVal
Leu
Ser
Glu
180

Thr

Asn

Pro
Gln
VvVal
260
VvVal
Pro
Thr

Val

Leu
340

Gln
Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Thr
Pro
Ala
Met
His
165
VvVal

Phe

Gly

Ile
VvVal
245
Ser
Glu
Pro
VvVal
Met

325
Ser
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Ile
Ile
Trp
Gln
Glu
70

Ala
Glu
Ser
Gly
Ile
150
Glu
His
Arg

Lys

Glu
230
Tyr
Leu
Trp
Met
Asp
310
His

Pro

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn
Gly
Phe
Ala
Pro
135
Ser
Asp
Asn

Val

Glu
215

Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
295
Lys

Glu

Gly

Gln
His
Arg
40

Pro
Met
Thr
Lys
Ala
120
Ser
Arg
Pro
Ala
VvVal

200
Tyr

Thr
Leu
Cys
Ser
280
Asp
Ser

Ala

Lys

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp
Tyr
Ser
105
Ala
VvVal
Thr
Glu
Lys
185

Ser

Lys

Ile
Pro
Leu
265
Asn
Ser

Arg

Leu

41

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr
20

Gly
VvVal
Phe
Pro
VvVal
170
Thr

Val

Cys

Ser
Pro
250
VvVal
Gly
Asp

Trp

His
330

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys
Ala
Glu
Leu
Glu
155
Gln
Lys

Leu

Lys

Lys
235
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

315
Asn

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile
Ile
Gly
Cys
Phe
140
VvVal
Phe
Pro

Thr

Val
220

Thr
Arg
Gly
Pro
Ser
300

Gln

His

VvVal
Ser
Ala
45

Thr
Ser
Lys
Thr
Pro
125
Pro
Thr
Asn
Arg
VvVal

205
Ser

Lys
Glu
Phe
Glu
285
Phe

Gly

Tyr

Ser
Leu
30

Arg
Thr
Ile
Phe
Glu
110
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
190

Val

Asn

Gly
Glu
Tyr
270
Asn
Phe

Asn

Thr

VvVal
15

Phe
VvVal
Ile
Ser
Arg
95

Leu
Cys
Lys
VvVal
Tyr
175
Glu
His

Lys

Gln
Met
255
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
335

Ala
Pro
Leu
Ser
Asn
80

Lys
Ser
Pro
Pro
VvVal
160
VvVal
Gln

Gln

Gly

Pro
240
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

320
Lys
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Glu
1

Ala
VvVal
Ile
Asp
65

Ile
Gly
Ser
Pro
Pro
145
VvVal
VvVal
Gln
Gln
Gly
225
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr

305

<210> 44
<211> 158
<212> PRT

Glu
Gly
Gly
Tyr
50

Thr
Thr
Ser
VvVal
Ala
130
Lys
VvVal
Asp
Phe
Asp
210
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys

290
Ser

<213> H. sapiens

<400> 44

Glu
Glu
Pro
35

Asn
Thr
Pro
Pro
Arg
115
Pro
Asp
Asp
Gly
Asn
195
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
275

Thr

Lys

Leu
Thr
20

Ile
Gln
Lys
Ala
Asp
100
Ala
Pro
Thr
VvVal
Met
180
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
260
Ala

Thr

Leu

Gln
5

Ala
Gln
Arg
Arg
Asp
85

Asp
Lys
VvVal
Leu
Ser
165
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
245
VvVal
VvVal

Pro

Thr
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Ile
Thr
Trp
Gln
Asn
70

Ala
VvVal
Pro
Ala
Met
150
His
VvVal
Phe
Gly
Ile
230
VvVal
Ser
Glu

Pro

Val

310
Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
325
Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
340

Ile
Leu
Phe
Gly
55

Asn
Gly
Glu
Ser
Gly
135
Ile
Glu
His
Arg
Lys
215
Glu
Tyr
Leu
Trp
Met

295
Asp

Gln
Arg
Arg
40

Pro
Met
Thr
Phe
Ala
120
Pro
Ser
Asp
Asn
VvVal
200
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu
280

Leu

Lys

Pro
Cys
25

Gly
Phe
Asp
Tyr
Lys
105
Ala
Ser
Arg
Pro
Ala
185
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys
265
Ser

Asp

Ser

Asp
10

Thr
Ala
Pro
Phe
Tyr
20

Ser
Ala
VvVal
Thr
Glu
170
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
250
Leu
Asn

Ser

Arg

Lys
Ile
Gly
Arg
Ser
75

Cys
Gly
VvVal
Phe
Pro
155
VvVal
Thr
VvVal
Cys
Ser
235
Pro
VvVal
Gly

Asp

Trp

315

330

345

42

Ser
Thr
Pro
VvVal
60

Ile
Ile
Ala
Glu
Leu
140
Glu
Gln
Lys
Leu
Lys
220
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly

300
Gln

Val
Ser
Gly
45

Thr
Arg
Lys
Gly
Cys
125
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
205
Val
Thr
Arg
Gly
Pro
285

Ser

Gln

Leu Val Ala
15

Leu Phe Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido SIRPa de alta afinidad que comprende al menos una y no mas de 15 modificaciones de aminoacidos
dentro del dominio d1 de una secuencia SIRPa de tipo silvestre humana, en donde las modificaciones se hacen a los
restos correspondientes a los restos seleccionados del grupo que consiste en: L4, V6, A21, V27, 131, E47, K53, E54,
H56, V63, S66, K68, V92, F94 y F103 de SEQ ID NO:1, en donde la maodificacion de aminoacidos aumenta la afinidad
del polipéptido SIRPa que se une a CD47 con respecto a la afinidad del polipéptido SIRPa humano de tipo silvestre y
en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad carece de un dominio transmembrana SIRPa.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad tiene Kp de al menos 1 x 10° M
para CD47.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad tiene Kp de al menos 1 x 108 M
para CD47.

4. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde;

(i) el polipéptido consiste en todo o una parte del dominio d1 de SIRPa o
(ii) el polipéptido comprende secuencias de aminoacidos de SIRPa fuera del dominio d1.

5. El polipéptido de la reivindicaciéon 1, que comprende al menos una modificacién de aminoacidos seleccionada de
(1) L4V; L4l (2) V6I; VBL; (3) A21V; (4) V271; V27L; (5) I131T; 131S; I131F; (6) E47V; E47L; (7) K53R; (8) E54Q; (9) H56P;
H56R; (10) S66T; S66G; (11) K68R; (12) V92I; (13) F94L; F94V; (14) V63l; y (15) F103V.

6. El polipéptido de la reivindicacion 5, que comprende modificaciones de aminoacidos seleccionadas de:

i. V6I; V271; 131 F; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66T; y VO2I;

ii. V271 0 V27L; K53R; S66T o S66G; K68R; y F103V;

iii. L4V o L4l; V271 0 V27L; E47V o E47L; K53R; E54Q; S66T o S66G; K68R; V92I; y F103V

iv. L4V o L4l; V6l o V6L; A21V; V271 o V27L; I31T, 131S 0 131 F; E47V o E47L; K53R; H56P o H56R; S66T 0 S66G;
K68R; y F94L o F94V,

v. V6l o V6L; V271 o0 V27L; 131T, 131S o I131F; E47V o E47L; K53R; E54Q; H56P o H56R; S66T o S66G; VI2I; y
F94L o F94V;

vi. L4V o L4l; A21V; V271 o V27L; I31T, 131S 0 131 F; E47V o E47L; K53R;E54Q; H56P o H56R; S66T o S66G;
F94L o F94V;y F103V;

vii. L4V o L4l; V6l o V6L; V271 0 V27L; 131T, 131S 0 I31F; E47V o0 E47L; K53R; H56P o H56R; S66T 0 S66G; K68R;
VO2l; y FO4L o F94V;

viii. L4V o L4l; V6l o V6L; I31T, 131S 0 131 F; E47V o E47L; K53R; H56P o H56R; S66T o S66G; V92I; y F103V;
ix. V6I; V271; 131 F; E47L; K53R; E54Q; H56P; y S66T;

x. L4V; V6I; V271; 131 F; E47V; K53R; E54Q; H56P; V63I; S66T; K68R; y V92I;

xi. V6I; V271; I31T; E47V; Kb53R; E54Q; H56P; S66G; K68R; V92I; y F103V;

xii. V271; K53R; S66T; S66G; K68R; F103V;

xiii. L4V; V27L; E47V; K53R; E54Q; S66G; K68R; VO2I;

xiv. L4V; V6I; A21V; V271; I31T; E47L; K53R; H56P; S66T; K68R; FO4L;

xv. V6I; V271; 131S; 131F; E47V; K53R; E54Q; H56P; S66G; V92I; F94L;

xvi. L4l; A21V; V271; 131 F; E47V; K53R; E54Q; H56R; S66G; FO94V; F103V;

xvii. L4V; V6I; V271; 131F; E47V; K53R; H56R; S66G; K68R; V92I; F94L; o

xviii. L4V; V6L; I31F; E47V; K53R; H56P; S66G; VO2I; F103V.

7. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad comprende una secuencia de
aminoacidos establecida en una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-6, 8-10 y 37-39.

8. El polipéptido de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida
en la SEQ ID NO: 10.

9. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, fusionado a una secuencia de inmunoglobulina Fc.

10. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad es
multimérico.

11. Una formulacioén terapéutica que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el polipéptido comprende ademas un
marcador detectable.

13. Una formulacién de la reivindicacion 11 para su uso en un método de tratamiento de un cancer, comprendiendo el
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método poner en contacto una célula que expresa CD47 con la formulacién in vivo.

14. La formulacién para su uso de la reivindicacién 13, que comprende ademas poner en contacto dicha célula con un
anticuerpo especifico de tumor.

15. La formulacién para su uso de la reivindicacion 13, en donde la célula que expresa CD47 es una célula de cancer.
16. La formulacién de la reivindicacion 11 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad inflamatoria o
una enfermedad autoinmune, comprendiendo el método administrar la formulacién en combinacién con un anticuerpo

terapéutico.

17. Un método in vitro de modulacién de la fagocitosis de una célula que expresa CD47, que comprende poner en
contacto dicha célula con una formulacién de la reivindicacion 11 in vitro.

18. El polipéptido de la reivindicacion 12 para su uso en un método de formacién de imagenes de un tumor,
comprendiendo el método poner en contacto células cancerosas con el polipéptido.

19. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el polipéptido SIRPa de alta afinidad es
monomerico.

20. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la modificacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido
SIRPa que se une a CD47 al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 10 veces.

21. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la modificacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido
SIRPa que se une a CD47 al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 20 veces.

22. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la modificacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido
SIRPa que se une a CD47 al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 50 veces.

23. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la modificacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido
SIRPa que se une a CD47 al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 100 veces.

24. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde la modificacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido
SIRPa que se une a CD47 al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 500 veces.

25. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde el CD47 es CD47 humano.
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