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DESCRIPCION
Agentes PD-1 de alta afinidad y procedimientos de uso
INTRODUCCION

La activacion de las células T depende de una sefial especifica de antigeno proporcionada a los receptores de células
T. Sefiales adicionales, por ejemplo, sefiales coestimuladoras (positivas) y/o coinhibidoras (negativas), ajustan esta
respuesta, ayudando a determinar su fuerza, naturaleza y duracion. Las interacciones coestimuladoras potencian la
activacion y proliferacion de las células T, mientras que las interacciones coinhibidoras promueven la regulacion. Por
ejemplo, los correceptores CD28 y CTLA-4 se unen a las moléculas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). CD28 actiia como
un fuerte receptor coestimulador positivo y CTLA-4 como un potente receptor coinhibidor.

Un receptor conocido como el receptor de muerte programada-1 (PD-1) se expresa en las células T, células B y células
mieloides, y se une al ligando de muerte programada (PD-L). Este par receptor-ligando funciona principalmente para
proporcionar sefiales inhibitorias (p. €j., a través del reclutamiento de fosfatasas, como SHP-2, al motivo de cambio
basado en tirosina de inmunorreceptor (ITSM) de la cola citoplasmatica de PD-1).

La sefalizacion de PD-1 juega un papel importante en la induccion y el mantenimiento de la tolerancia periférica. Se
ha demostrado que los ligandos PD-1 (PD-L) en las células presentadoras de antigeno inhiben las células T
autorreactivas e inducen tolerancia periférica, mientras que las de las células parenquimatosas impiden la destruccion
del tejido al suprimir las células T efectoras para mantener la tolerancia. El papel inhibidor de PD-1 se destaca por el
fenotipo de ratones con deficiencia de PD-1, que desarrollan diversas enfermedades autoinmunes, dependiendo del
origen genético. La via PD-1/PD-L es frecuentemente explotada como una diana para la evasion inmune por células
tumorales y por una amplia gama de patégenos. Por ejemplo, la via PD1:PD-L puede ser explotada (p. €j.,
hiperactivada) por tumores y virus (p. €j., virus que causan infeccidon crénica), que pueden expresar proteinas PD-L
para estimular PD-1 (p. €j., en células T), reduciendo asi las respuestas de células inmunes (p. €j., células T) y evadir
la erradicacion por parte del sistema inmune.

El documento US 2011/0159023 A1 (LANGERMANN) describe una proteina de muerte celular programada (PD-1) que
tiene la sustitucion A99L que aumenta la union del ligando natural PD-L2 de PD-1 pero no PD-L1.

La presente descripcion proporciona polipéptidos PD-1 de alta afinidad que se unen especificamente a PD-L1,
bloqueando/reduciendo la interaccion de PD-L1 con PD-1 en la superficie de las células (p. €j., células inmunes como
las células T) y, por lo tanto, bloqueando/reduciendo la actividad de PD-1 estimulada por PD-L1. También se describen
procedimientos para usar polipéptidos PD-1 de alta afinidad para reducir la actividad de PD-1.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona polipéptidos de muerte celular programada de alta afinidad (PD-
1) como se establece en las reivindicaciones 1 a 13.

RESUMEN

Los polipéptidos son variantes de secuencias de una proteina PD-1 natural (por ejemplo, la proteina PD-1 humana
natural), y tienen utilidad para procedimientos in vivo e in vitro que bloquean la interaccién entre una proteina PD-1
natural y su ligando PD-L (PD-L1 y/o PD-L2). Un polipéptido PD-1 de alta afinidad de la invencién incluye al menos un
cambio de aminoacidos en relacién con una proteina PD-1 natural, tiene una afinidad aumentada por PD-L (PD-L1 y/o
PD-L2) en relacion con la proteina PD-1 natural, y carece de un dominio transmembrana de una proteina PD-1 natural.
Los cambios de aminoacidos que proporcionan una mayor afinidad pueden localizarse en las posiciones de contacto
de aminoacidos entre PD-1 y PD-L, y/o puede ubicarse en el dominio de inmunoglobulina de la proteina PD-1 de la
que se deriva.

Un polipéptido PD-1 de alta afinidad de la invencion puede modificarse postraduccionalmente, por ejemplo, por
glucosilacion, PEGilacion, etc. Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede ser una proteina de fusién (es
decir, puede incluir secuencias de aminoacidos adicionales), por ejemplo, una fusién con secuencias Fc de anticuerpos
y/o una region variable de un anticuerpo que proporciona la unidn especifica a un antigeno de interés; y similares. Los
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden ser monoméricos o multiméricos, es decir, dimero, trimero,
tetramero, etc.

En esta invencion se describen procedimientos proporcionados para modular la actividad de las células inmunes
(células T, células NK, etc.) en un mamifero mediante la administracién de una dosis terapéutica de una composicion
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farmacéutica que comprende un polipéptido PD-1 de alta afinidad, que bloquea la interaccién de union fisioldgica entre
PD-1y su ligando PD-L1 y/o PD-L2.

La descripciéon también incluye formulaciones farmacéuticas que tienen un polipéptido PD-1 de alta afinidad en
combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable Dichas formulaciones pueden proporcionarse como una
dosis unitaria, por ejemplo, una dosis efectiva para bloquear la interaccién de PD-1 en una primera célula con PD-L
(PD-L1 y/o PD-L2) en una segunda célula dentro de un individuo. Las formulaciones farmacéuticas también incluyen
preparaciones liofilizadas u otras de los polipéptidos PD-1 de alta afinidad, que pueden reconstituirse para su uso.

En algunos procedimientos, se estimula una respuesta inmune hacia las células diana, por ejemplo, apuntando a la
destruccion de las células cancerosas vivas por el sistema inmune. En tales procedimientos, una célula que expresa
PD-L1 se pone en contacto con un polipéptido PD-1 de alta afinidad en una dosis efectiva para bloquear la interaccion
entre PD-1 enddgeno (p. €j., en una primera célula) y PD-L (PD-L1 y/o PD-L2, por ejemplo, en una segunda célula).
El bloqueo de esta interaccion permite la destruccién inmune de células diana que no se destruyen en ausencia del
polipéptido PD-1 de alta afinidad. El contacto puede realizarse in vivo, por ejemplo, con fines terapéuticos, e in vitro,
por ejemplo, para ensayos de deteccion y similares. El polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad para estos fines
puede ser multimérico; o monomérico Los reactivos monoméricos encuentran un uso particular para administracion
en combinacién con un anticuerpo que se une selectivamente a la célula diana.

La invencion incluye un polipéptido de muerte celular programada de alta afinidad (PD-1) para el uso como se
establece en la reivindicacion 13.

Las personas infligidas que pueden tratarse con un polipéptido PD-1 de alta afinidad incluyen personas que tienen
cancer, personas que albergan una infeccion (por ejemplo, una infeccidn crénica, una infeccion viral, etc.), personas
que tienen un trastorno inmunolégico (p. ej., un trastorno asociado con la inmunosupresion), individuos que tienen un
trastorno inflamatorio, y/o individuos que tienen otras afecciones hiperproliferativas, por ejemplo, esclerosis, fibrosis y
similares, etc. En algunos casos, las células cancerosas, por ejemplo, las células tumorales, son dianas para
eliminacion al contactar las células del sistema inmune con una dosis de polipéptido PD-1 de alta afinidad que es
efectiva para bloquear o enmascarar la interaccion de PD-1 con PD-L, lo que permite una mayor estimulacion del
sistema inmune. En algunos casos, la célula diana (por ejemplo, una célula infligida como una célula cancerosa, una
célula tumoral, una célula infectada, etc.) expresa PD-L1 y/o PD-L2, y un polipéptido PD-1 de alta afinidad bloquea la
interaccion de PD-L en la célula diana con PD-1 en una célula inmune (por ejemplo, una célula T, una célula NK, etc.),
que puede bloquear la capacidad de la célula diana para suprimir una respuesta inmune contra la célula diana.

La administraciéon de una dosis efectiva de polipéptido PD-1 de alta afinidad a un paciente impide la interaccién entre
PD-1 y PD-L1, lo que puede aumentar la eliminacién de las células tumorales y/o células infectadas (p. ej., células
infectadas crénicamente). En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad se puede combinar con anticuerpos
monoclonales dirigidos contra uno o mas marcadores de células tumorales, cuya terapia de combinacién puede ser
sinérgica para mejorar la eliminacion de células cancerosas en comparaciéon con la administracion de cualquiera de
los agentes como una entidad unica. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 activable comprende una
etiqueta detectable. Tal reactivo etiquetado puede usarse para propésitos de imagen in vitro o in vivo, por ejemplo, en
la imagen de un tumor. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede usarse como una
herramienta de diagndstico para la deteccion de PD-L (por ejemplo, células que expresan PD-L1), y puede usarse
como un diagnoéstico complementario para evaluar si un régimen de tratamiento particular ha sido exitoso.

Se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad. En algunos casos, un polipéptido PD-1 de alta afinidad es una
variante de una secuencia PD-1 natural, pero carece del dominio transmembrana de PD-1 y comprende uno 0 mas
cambios de aminoacidos en relacién con una secuencia correspondiente del polipéptido PD-1 natural, donde uno o
mas cambios de aminoacidos aumentan la afinidad del polipéptido por PD-L1 en comparacioén con la afinidad por PD-
L1 del correspondiente polipéptido PD-1 natural. En algunos casos, el polipéptido de PD-1 tiene una K¢ de 1 x 107 M
o menos para PD-L1. En algunos casos, la afinidad por PD-L1 del polipéptido PD-1 de alta afinidad es 5 veces o mayor
que la afinidad por PD-L1 de dicho polipéptido PD-1 que no tiene un cambio de aminoacido en relaciéon con una
secuencia correspondiente de un polipéptido PD-1 natural. En algunos casos, el polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad tiene una afinidad disminuida por PD-L2 en comparacién con la afinidad por PD-L2 de dicho polipéptido
mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoacido en relacién con una secuencia correspondiente de un polipéptido
PD-1 natural. En algunos casos, uno o mas cambios de aminoacidos se encuentran en una posicion de aminoacidos
de PD-1 que contacta con PD-L1. En algunos casos, uno o0 mas cambios de aminoacidos se encuentran en una
posicion de aminoacidos, en relacion con el fragmento de proteina expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre:
V39, N41, Y43, M45, S48, N49, Q50, T51, D52, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, P105, K106 y A107;
o la posicién de aminoacidos correspondiente en relacién con otra proteina PD-1 natural. En algunos casos, uno o
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mas cambios de aminoacidos se encuentran en una posicidon de aminoacidos, en relacion con el fragmento de proteina
expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: V39, L40, N41, Y43, R44, M45, S48, N49, Q50, T51, D52, K53,
A56, Q63, G65, Q66, V72, H82, M83, R90, Y96, L97, A100, S102, L103, A104, P105, K106, y A107; o la posicion de
aminodcidos correspondiente en relacion con otra proteina PD-1 natural. En algunos casos, uno o mas cambios de
aminoacidos son 5 0 mas cambios de aminoacidos.

También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden uno o mas cambios de aminoacidos, en
relacion con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: (1) V39H o V39R; (2)
L40V o L40I; (3) N411 o N41V; (4) Y43F o Y43H; (5) R44Y o R44L; (6) M45Q, M45E, M45L, o M45D; (7) S48D, S48L,
S48N, S48G, 0 S48V; (8) N49C, N49G, N49Y, o N49S; (9) Q50K, Q50E, o Q50H; (10) T51V, T51L, o TS51A; (11) D52F,
D52R, D52Y, 0 D52V; (12) K53T o K53L; (13) A56S o A56L; (14) Q63T, Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P; (15) G65N, G65R,
G65I, G65L, G65F, o G65V; (16) Q66P; (17) V72I; (18) H82Q; (19) M83L o M83F; (20) R90K; (21) Y96F; (22) L97Y,
L97V, o L971; (23) A100l o A100V; (24) S102T o S102A; (25) L103I, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D;
(27) P105A; (28) K106G, K106E, K106, K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A1071, 0 A107V; o un cambio que da
como resultado el mismo aminoacido en la posicion correspondiente en relaciéon con otra proteina PD-1 natural.

También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden cambios de aminoacidos ubicados en
las posiciones de aminoacidos, en relacion con el fragmento de proteina expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de
entre: (a) V39, N41, Y43, M45, S48, N49 , Q50, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106 y A107, o las
posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (b) V39, N41, Y43, M45, S48,
Q50, T51, D52F, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106 y A107, o las posiciones de aminoacidos
correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97,
A100 y A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural; (d) V39,
L40, N41,Y43, M45, N49, K53, Q66P, M83, L97 y A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion
con otra proteina PD-1 natural; (e) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, H82, M83, L97, A100 y A107, o las
posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (f) V39, L40, N41, Y43, M45,
N49, K53, M83, L97, A100 y A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina
PD-1 natural; (g) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100 y A107, o las posiciones de aminoacidos
correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; y (h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100 y
A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural.

También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden cambios de aminoacidos, en relaciéon
con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: (a) {V39H o V39R}, {N41l o
N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o S48V}, {N49C, N49G, N49Y, o
N49S}, {Q50K, Q50E, o Q50H}, {K53T o K53L}, {A56S o A56L}, {Q63T, Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P}, {G65N, G65R,
G65I, G65L, G65F, 0 G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, 0 L971}, {S102T 0 S102A}, {L103I, L103Y, o0 L103F}, {A104S, A104H,
0 A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como
resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (b)
{V39H o V39RY}, {N41l o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o S48V},
{Q50K, Q50E, o Q50H}, {T51V, T51L, o T51A}, {D52F, D52R, D52Y, o D52V}, {K53T o K53L}, {A56S o A56L}, {Q63T,
Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P}, {G65N, G65R, G651, G65L, G65F, 0 G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o LI7I}, {S102T o
S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V, K106R, o K106T}, y
{A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones
correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural; (c) {V39H o V39R}, {L40V o L40l}, {N411 o N41V}, {Y43F
0 Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o
M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, {A1001 o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los
mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (d) {V39H o V39R},
{L40V o L401}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T
o K53L}, {Q66P}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, y {A107P, A1071, 0 A107V}; o cambios que dan como resultado
los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural; (e) {V39H o
V39R}, {L40V o L40I}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S},
{K53T o K53L}, {Q66P}, {H82Q}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, {A100l o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V};
o0 cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra
proteina PD-1 natural; (f) {V39H o V39R}, {L40V o L40l}, {N41l o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o
M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100l o A100V}, y
{A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones
correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural; (g) {V39H o V39R}, {L40V o L40l1}, {N411 o N41V}, {Y43F
0 Y43H}, {R44Y o R44L}, {(M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {LI7Y, LI7V,
o L971}, {A1001 o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en
las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; y (h) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I
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o0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V,
o L971}, {A1001 o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en
las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural.

También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden los cambios de aminoacidos, en relaciéon
con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: (a) V39R, N41V, Y43H, M45E,
S48G, N49Y, Q50E, K53T, A56S, Q63T, G65L, Q66P, L97V, S102A, L103F, A104H, K106V, y A107l; o cambios que
dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1
natural; (b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L971, S102T, L103F,
A104D, K106R, y A107l; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones
correspondientes en relacidn con otra proteina PD-1 natural; (c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T,
M83L, L97V, A100l, y A107l; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones
correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P,
M83L, L97V, y A1071; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes
en relacion con otra proteina PD-1 natural; (e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L,
L97V, A100V, y A1071; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes
en relacion con otra proteina PD-1 natural; (f) V39H, L40l, N41l, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y
A107l; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion
con otra proteina PD-1 natural; (g) V39H, L40V, N41l, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A1071; o
cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra
proteina PD-1 natural; (h) V39H, L40V, N41l, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A1071; o cambios que dan
como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural;
y (i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107] o cambios que dan como resultado los
mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacidon con otra proteina PD-1 natural.

En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad incluye (por ejemplo, esta fusionado con) un compafiero de
fusion. En algunos casos, el compafiero de fusion es un fragmento de una secuencia de polipéptidos de
inmunoglobulina humana (por ejemplo, un fragmento se selecciona de entre: (a) un dominio CH3; y (b) parte o la
totalidad de una regién Fc). En algunos casos, el compafiero de fusion se selecciona de entre: un dominio de
multimerizacion; una citocina; una citocina atenuada; un agonista de 41 BB; agonista de CD40; un inhibidor de BTLA
y/o CD160; y un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1.

En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad es multimérico (p. ej., dimérico). En algunos de estos casos, el
polipéptido PD-1 de alta afinidad incluye (por ejemplo, esta fusionado con) un compafero de fusién y el compafiero
de fusion incluye un dominio de multimerizacion (por ejemplo, una dimerizacién). Por ejemplo, en algunos casos, el
companero de fusion es un dominio CH3 (de una secuencia de polipéptidos de inmunoglobulina, por ejemplo, una
secuencia de polipéptidos de inmunoglobulina humana).

En algunos casos, un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye una o mas mutaciones correspondientes a
R87C, N91C, y/o R122C en relacion con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2. En algunos casos,
un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ
ID NO: 3-25 y 39- 46) En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad incluye una etiqueta detectable (por
ejemplo, una etiqueta de imagen de tomografia por emision de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido
PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye una o mas mutaciones correspondientes a R87C, N91C, y/o R122C en
relacion con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, y también incluye una etiqueta detectable (por
ejemplo, una etiqueta de imagen de tomografia por emision de positrones (TEP)).

También se describe una formulacion farmacéutica que comprende un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestion.

También se describen acidos nucleicos. Un acido nucleico en cuestién incluye una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido PD-1 de alta afinidad. En algunos casos, el acido nucleico incluye ademas (i) una secuencia de
nucledtidos que codifica un TCR (por ejemplo, secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido alfa TCR y un
polipéptido beta TCR de un TCR); y/o (ii) una secuencia de nucleétidos que codifica un receptor de antigeno quimérico
(CAR). En algunos casos, el acido nucleico es un vector de expresion (por ejemplo, un vector lineal, un vector circular,
un plasmido, un vector viral, etc.).

También se describen células que incluyen dicho acido nucleico (por ejemplo, células humanas, células de primates,
células de ratones, células de mamiferos) (por ejemplo, una célula inmune, un leucocito, una célula T, una célula T
CD8, una célula T CD4, una célula T de memoria/efectora, una célula B, una célula presentadora de antigeno (APC),
una célula dendritica, un macréfago, un monocito, una célula NK, una célula madre, una célula madre hematopoyética,
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una célula madre pluripotente, una célula madre multipotente, una célula madre restringida por tejido, etc.). En algunos
casos, la célula es una célula inmune. En algunos casos, la célula es una célula madre o progenitora. En algunos
casos, la célula es una célula madre hematopoyética. En algunos casos, la célula es una célula T (por ejemplo, una
célula T con un receptor de células T (TCR) disefiado, por ejemplo, una célula T de receptor de antigeno quimérico
(CAR).

También se describen procedimientos de imagen. En algunos casos, el procedimiento incluye poner en contacto las
células que expresan PD-L1 (por ejemplo, in vitro, ex vivo, in vivo) con un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestion.
En algunos casos, dicho contacto comprende administrar el polipéptido PD-1 de alta afinidad a un individuo. En
algunos casos, el procedimiento es un procedimiento de diagndstico y/o prondstico del cancer en un individuo. Por lo
tanto, en algunos casos, la imagen se utiliza para diagnosticar y/o pronosticar cancer en un individuo.

También se describen procedimientos para inhibir la interacciéon de PD-1 en una primera célula con PD-L1 y/o PD-L2
en una segunda célula. En algunos casos, el procedimiento incluye poner en contacto la segunda célula con un
polipéptido PD-1 de alta afinidad. En algunos casos, la segunda célula es una célula cancerosa o una célula infectada
cronicamente. En algunos casos, el contacto tiene lugar in vitro. En algunos casos, el contacto es ex vivo (por ejemplo,
una o mas células pueden ser autélogas para un individuo en el que se introduciran una o mas células). En algunos
casos, el contacto tiene lugar in vivo. En algunos casos, el procedimiento incluye poner en contacto la segunda célula
con un agente seleccionado de entre: un estimulante inmune, un agente para tratar infecciones crénicas, un agente
citotoxico, un agente quimioterapéutico, un anticuerpo especifico de células, un anticuerpo selectivo para un marcador
de células tumorales, y una célula T con un receptor de células T disefiado (TCR). En algunos casos, el procedimiento
incluye poner en contacto la segunda célula con un anticuerpo especifico de tumor.

También hay procedimientos para tratar a un individuo que tiene cancer, una infeccion cronica o un trastorno
inmunolégico asociado con la inmunosupresion. Por ejemplo, los procedimientos pueden incluir administrar al individuo
(por ejemplo, en una cantidad efectiva para reducir la unién de PD-1 en una primera célula con PD-L1 en una segunda
célula) un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién. En algunos casos, la administracion incluye la
introduccién de un acido nucleico que codifica el polipéptido mimético PD-1 en una tercera célula. En algunos casos,
la tercera célula huésped es in vivo. En algunos casos, el &cido nucleico que codifica el polipéptido mimético PD-1 se
introduce en la tercera célula in vitro o ex vivo, y la tercera célula se introduce a continuacion en el individuo. En
algunos casos, la tercera célula es una célula inmune. En algunos casos, la célula inmune es una célula T con un
receptor de células T disefiado (TCR). En algunos casos, el TCR disefiado es un receptor de antigeno quimérico (CAR).
En algunos casos, el individuo tiene un tumor avanzado. En algunos casos, el procedimiento incluye administrar al
individuo un agente seleccionado de entre: un estimulante inmune, un agente para tratar infecciones crénicas, un
agente citotdxico, un agente quimioterapéutico, un anticuerpo especifico de células, un anticuerpo selectivo para un
marcador de células tumorales, y una célula T con un receptor de células T disefiado (TCR).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La presente invencidn se entiende mejor a partir de la descripcion detallada a continuacion cuando se lee junto con
los dibujos adjuntos. Se enfatiza que, segun la practica comun, las diversas caracteristicas de los dibujos no estan a
escala. Por el contrario, las dimensiones de las diversas caracteristicas se expanden o reducen arbitrariamente para
mayor claridad. En los dibujos se incluyen las siguientes figuras. Los polipéptidos de la invencion también pueden ser
referidos de aqui en adelante como ‘polipéptido mimético’.

Fig. 1A-1B. (Fig. 1A) Esquema que ilustra PD-L1 en la superficie de una célula tumoral que se une especificamente
a PD-1 en la superficie de una célula T para inhibir la activacion de la célula T, permitiendo asi que la célula tumoral
evada la destruccion por el sistema inmune. (Fig. 1B) Esquema que ilustra un polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad en cuestion que se une especificamente a PD-L1 en la superficie de una célula cancerosa, reduciendo asi
la capacidad de la célula cancerosa para inhibir la activacion de las células T, que a su vez reduce la capacidad de
la célula con cancer de evadir la respuesta inmune.

Figuras 2A-2B. (Fig. 2A) Representacion estructural de la interacciéon de PD-1 (arriba a la derecha) con PD-L1
(abajo a la izquierda). Los residuos de PD-1 ubicados en el sitio de contacto con PD-L1 se representan como
esferas. (Fig. 2B) Se mutagenizé un polipéptido mimético PD-1 (que comprende residuos de aminoacidos
naturales) en los residuos que contactan a PD-L1 para generar una biblioteca de primera generacién (Generacion
1), que fue exhibido en levadura. Las selecciones basadas en la union se realizaron a continuacion usando PD-L1
humana biotinilada (100 nM). Se cred una biblioteca de segunda generacién (Generacion 2) que se centré en
posiciones convergentes para detectar polipéptidos miméticos PD-1 que tienen una afinidad aun mayor por PD-L1
(usando PD-L1 humana biotinilada 1 nM).

Fig. 3 La tabla refleja las secuencias de las variantes disefiadas (polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en
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cuestion). Las variantes "G1" son de la Generacién 1, mientras que las variantes "G2" son de la Generacién 2 (ver
Fig. 2A-2B). Cada columna numerada representa la posicion de aminoacidos para cada residuo mostrado en
relacién con el polipéptido PD-1 expuesto SEQ ID NO: 2 (El polipéptido de SEQ ID NO: 2 es un polipéptido mimético
PD-1 que incluye una secuencia de PD-1 natural, pero carece de un dominio transmembrana y carece de los
primeros 25 aminoacidos de PD-1 natural). La divergencia del residuo de aminoéacido natural se indica con el
cédigo de una letra Unica para la mutacion resultante para cada variante. La afinidad de Resonancia de Plasmones
Superficiales (RPS) medida para PD-L1 se indica (cuando se mide) a la derecha. HAC: Consenso de Alta Afinidad.
Fig. 4 Se muestran dos graficos representativos de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS). La vida media
de disociacion para un polipéptido mimético PD-1 nativo (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) fue
inferior a un segundo. Por el contrario, la vida media de disociacion para una variante de PD-1 consenso de alta
afinidad HAC-I (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion) fue de 42,4 minutos.

Fig. 5A-5C. Polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestion potente y especificamente antagonizan PD-
L1. Levadura que muestra: (Fig. 5A) PD-L1 humana, (Fig. 5B) PD-L2 humana, o (Fig. 5C) PD-L1 de raton, se
tiferon con tetrameros de estreptavidina del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado (un polipéptido mimético
PD-1 de control que tiene secuencias PD-1 humanas naturales y conjugado con Alexa647). La unién del polipéptido
mimético PD-1 nativo etiquetado a PD-L1 se compitié con concentraciones variables de polipéptidos miméticos
PD-1 de alta afinidad no etiquetados (concentraciones indicadas en el eje x). (Fig. 5A) Un polipéptido mimético
PD-1 nativo no etiquetado (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) antagonizo la interaccién de PD-1/PD-
L1. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad (HAC-V PD-1, G2 4-1 y G2 4-2) antagonizaron poderosamente
la interaccion de PD-1/PD-L1. (Fig. 5B) Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad no demostraron ningtin
antagonismo de la interacciéon de PD-1:PD-L2, mientras que un polipéptido mimético PD-1 nativo antagonizo la
interaccion de PD-1:PD-L2. (Fig. 5C) Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestion también
pudieron competir por la unién a PD-L1 de raton.

Fig. 6A-6B. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad antagonizan la PD-L1 en células cancerosas
humanas (Fig. 6A) Expresion de PD-L1 en la linea celular de melanoma humano SKMEL28. La expresién de PD-
L1 fue inducida en células SKMEL28 por estimulacion con 2000 U/mL de interferén gamma humano (IFNy) durante
24 horas. La tincion de PD-L1 se evalu6 mediante citometria de flujo en condiciones inducidas (mas IFNy) versus
no inducidas (menos IFNy). (Fig. 6B) Las células SKMEL28 estimuladas con IFNy se tifieron con tetrameros de
estreptavidina del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado (un polipéptido mimético PD-1 de control que tiene
secuencias PD-1 humanas naturales y se conjuga con Alexa647) con concentraciones variables de polipéptidos
miméticos PD-1 de alta afinidad sin etiquetar (concentraciones indicadas en el eje x). Un polipéptido mimético PD-
1 nativo no etiquetado (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) fue ineficaz para impedir la union del
polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado a las células SKMEL28 (IC50 = 8,2 uM). Por el contrario, HAC-V (un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) inhibié de manera potente la union del polipéptido mimético PD-1 nativo
etiquetado (IC50 de 210 pM). HAC-MBH (HAC-V, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, fusionado con el
dominio CH3 de la IgG1 humana) inhibié la unién del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado con potencia
adicionalmente mejorada (IC50 de 55 pM).

Fig. 7A-7C. Evolucion dirigida de PD-1 de alta afinidad con visualizacion superficial de levadura. (Fig. 7A) Modelo
de hPD-1 complejado con hPD-L1 construido por alineacién estructural de mPD-1:hPD-L1 complejo (PDB ID 3BIK)
con hPD-1 (PDB ID 3RRQ). Los residuos aleatorizados de PD-1 se representan como "esferas azules" para los
residuos de contacto PD-L1 y "esferas rojas" para los residuos centrales. (Fig. 7B) Superposiciones de histograma
que evaluan la tincién de hPD-L1 con levadura en cada ronda de seleccion. Para las selecciones de primera
generacion (panel izquierdo), todas las rondas se tifieron con hPD-L1 biotinilado 100 nM. Para las selecciones de
segunda generacion (panel derecho), la levadura se tifié con hPD-L1 biotinilado 1 nM. (Fig. 7C) Resumen de
secuencias y afinidades de hPD-L1 para variantes de PD-1 seleccionadas. La posiciéon de cada posicion mutada y
el residuo correspondiente en PD-1 natural se indica en la parte superior de la tabla. La fuente en cursiva indica
mutaciones que ocurrieron en sitios no aleatorios. Los residuos indicados como 39, 41, 43, 45, 49, 53, 97 y 107
son posiciones de contacto PD-L1 que convergieron en la secuencia de consenso HAC ("Sitios de consenso de
contacto"), mientras que los residuos indicados como 40 y 100 son posiciones de centros convergentes ("Sitios de
consenso central"). Las afinidades para algunas secuencias con hPD-L1 se determinaron (como se indica, en la
columna de la derecha) por Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS).

Fig. 8A-8B. HAC-PD-1 se une y antagoniza PD-L1 humana y murina, pero no PD-L2. (Fig. 8A) Sensores
representativos de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS) de PD-1 natural (izquierda) y HAC-V PD-1
(derecha) que se unen a hPD-L1 inmovilizado. (Fig. 8B) Ensayos de unién competitiva de hPD-1, HAC-V PD-1
naturales o 'microcuerpo' HAC (HACmb) en células SK-MEL-28 humanas (izquierda), células B16-F10 de ratén, o
levadura que muestra hPD-L2. 100 nM hPD-1/estreptavidina-AlexaFluor tetramero 647 se us6é como ligando sonda.
Las barras de error representan el e.e.m.

Fig. 9A-9D. HAC-PD-1 produce una penetracion tumoral mejorada y no agota las células T periféricas. (Fig. 9A)
Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de tumores CT26 seccionados deficientes en PD-L1
(arriba) o transgénicos para hPD-L1 (abajo) cuatro horas después de la inyeccion intraperitoneal de anti-hPD-L1-
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AlexaFluor488 (verde cuando se presenta en color) y HAC-AlexaFluor 594 (rojo cuando se presenta en color). Los
nucleos (azul cuando se presentan en color) se etiquetaron con DAPI. Las barras de escala representan 500 pm.
(Fig. 9B) Citometria de flujo representativa de tumores disociados de la Fig. 9A que muestra la tincion relativa
HAC-AlexaFluor 594 frente a la tincion anti-hPD-L1-AlexaFluor 488. Los porcentajes se dan en cada cuadrante
positivo. (Fig. 9C) Resumen de estudios de citometria de flujo de 4 tumores deficientes en PD-L1 y 4 tumores
transgénicos hPD-L1. n.s., no significativo. ***, p < 0,0001, ANOVA bidireccional. Las barras de error representan
el e.e.m. (Fig. 9D) Abundancia relativa de células T CD8+ periféricas (panel mas a la izquierda), células T CD4+
periféricas (segundo panel desde la izquierda), células T CD8+ de ganglios linfaticos (segundo panel desde la
derecha) y Células T CD4+ de ganglios linfaticos (panel mas a la derecha) después de 3 dias de administracion
de vehiculo (PBS), anti-mPD-L1 o HACmb a ratones injertados con tumores CT26. n.s., no significativo *, p < 0,05;
*** p < 0,001, ANOVA unidireccional.

Fig. 10A-10D. Eficacia antitumoral de los anticuerpos HACmb y anti-PD-L1 en modelos tumorales singénicos CT26
pequefios y grandes. (Fig. 10A) Esquema que ilustra el disefio experimental del experimento de tumor pequefio.
El tratamiento se inici6 para todas las cohortes 7 dias después del injerto de tumores. Los ratones fueron inyectados
con dosis diarias de vehiculo (PBS), 250 ug de anti-PD-L1 (clon 10F.9G2) o 250 ug de HACmb durante 14 dias.
(Fig. 10B) Tasas de crecimiento relativo de los tumores injertados, calculados como tasa de cambio de lo mostrado
para tumores individuales (fres paneles a la izquierda) o como datos de resumen (panel mas a la derecha) durante
el transcurso del periodo de tratamiento. Las barras de error representan e.e.m. n.s., no significativo. ***, p < 0,0001.
(Fig. 10C) Esquema que ilustra el disefio experimental del experimento de tumores grandes. Los ratones fueron
injertados con tumores CT26 y monitoreados diariamente. Cuando un tumor individual excedio los 150 mm?, el
raton fue aleatorizado a una cohorte de tratamiento. Los tumores se midieron diariamente y recibieron tratamiento
diario con vehiculo (PBS), 250 ug de anti-PD-L1 (clon 10F.9G2) o 250 ug de HACmb durante 14 dias. Anti-CTLA4
(clon 9D9) fue administrado como una dosis Unica de 250 pg. (Fig. 10D) Resumen de datos para el crecimiento
tumoral promedio durante el periodo de tratamiento de 14 dias. Las barras de error representan el e.e.m. El
crecimiento tumoral tratado con PBS (negro) y el crecimiento tumoral tratado con anti-CTLA4 (purpura) en los
paneles izquierdo y derecho son idénticos; estan representados dos veces para mayor claridad. n.s., no
significativo. ***, p < 0,001, ANOVA bidireccional. El analisis estadistico completo en el dia 14 después del
tratamiento se muestra en la Tabla 4.

Fig. 11A-11B. Imagen microTEP de hPD-L1 con 8*Cu-DOTA-HAC. (Fig. 11A) Imagenes TEP-TC una hora después
de la inyeccion de $Cu-DOTA-HAC (230uCi/25ug/200ul) en ratones NSG con tumores subcutaneos hPD-L1 (+) o
hPD-L1 (-) CT26. El bloqueo se realizé con 500ug/200ul de HAC-PD1 sin etiquetar, 2 horas antes del trazador TEP.
T-tumor, L-higado, K-rifiones, B-vejiga, SG-glandulas salivales. (Fig. 11B) Cuantificacion de la captacion tumoral
una hora después de la inyeccién por analisis de la region de interés (ROI), indicado como un porcentaje de la
dosis inyectada por gramo de tejido (%ID/g). *, p < 0,05.

Fig. 12A-12B. Disefio de la biblioteca de PD-1 de "Primera Generacion". (Fig. 12A) La tabla de posiciones
aleatorias de hPD-1 se proporciona en la tabla, con el correspondiente coddén degenerado y los posibles
aminoacidos potenciales en cada sitio. (Fig. 12B) Representacion estructural de la biblioteca de "Primera
generacion”; hPD-1 esta en verde (cuando se presenta en color) con cadenas laterales aleatorias indicadas como
esferas que llenan espacios.

Fig. 13A-13B. Disefio de la biblioteca de PD-1 de "Segunda Generacion". (Fig. 13A) La tabla de posiciones
aleatorias de hPD-1 se proporciona en la tabla, con el codon degenerado correspondiente y los posibles
aminoacidos potenciales en cada sitio (Fig. 13B) Representacion estructural de la biblioteca de "Segunda
generacion”; hPD-1 esta en verde (cuando se presenta en color) con cadenas laterales aleatorias indicadas como
esferas que llenan espacios.

Fig. 14 Diagrama esquematico del disefio de "microcuerpo" de HAC (HACmb) en comparacién con el monémero
HAC PD-1 individual y el anticuerpo anti-PD-L1. HACmb se fusiona con HAC-V al dominio CH3 de IgG1 humana
unida por una secuencia bisagra que contiene disulfuro.

Fig. 15A-15B.Tincion in vitro e in vivo de células que expresan hPD-L1. (Fig. 15A) Grafico FACS de CT26-Tg
(hPD-L1)-A(mPDL1) sin tefir, tefiido con mondmero HAC etiquetado con AlexaFluor594 o con anticuerpo anti-PD-
L1 etiqguetado con AlexaFluor488 (clon 29E.2A3, Biolegend). (Fig. 15B) Seccion histolégica tomada del mismo
tumor como se muestra en la Fig. 9A, pero desde el centro del tumor en lugar de en la periferia. La imagen es de
tumores disecados cuatro horas después de la inyeccion intraperitoneal de anti-hPD-L1-Alexa Fluor488 (verde
cuando se presenta en color) y HAC-Alexa Fluor 594 (rojo cuando se presenta en color). Los nucleos (azul cuando
se presentan en color) se etiquetaron con DAPI. Las barras de escala representan 500um.

Fig. 16 Expresion de PD-L1 en células T primarias de sangre periférica en ratones injertados con CT26. Grafico
de puntos que muestra el porcentaje de células T CD4+ PD-L1 positivas y células T CD8+ en la sangre periférica
de huéspedes Balb/c 14 dias después del injerto con tumores CT26 subcutaneos.

Fig. 17A-17B. Validacion del trazador DOTA-HAC TEP. (Fig. 17A) Ensayos de unién competitiva de hPD-1, HAC-
V o DOTA-HAC naturales en células SK-MEL-28 humanas. Se us6é 100 nM de tetramero hPD-1/estreptavidina-
Alexa Fluor 647 como ligando sonda. Las barras de error representan el e.e.m. (Fig. 17B) Inmunoreactividad del
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radiotrazador anti-hPD-L1. Células hPD-L1(+), hPD-L1 (-) y hPD-L1(+) bloqueadas con exceso de HAC-N91 C
antes de la adicion del trazador se analizaron para determinar la especificidad de unién. 5 nM Cu-DOTA-HAC
facilimente unido a células hPD-L1(+) (80,5 % + 1,9 %), mientras que las células hPD-L1(-) de control solo
exhibieron inmunorreactividad minima (8,3 % £ 0,5 %). La unién fue bloqueada en células hPD-L1(+) mediante la
adicion de HAC-N91C a 1 uM (8,9 % + 0,1 %). n.s., no significativo. ****, p < 0,0001, ANOVA bidireccional.

Fig. 18A-18E. Dinamica de imagenes 8Cu-DOTA-HAC MicroTEP. (Fig. 18A) Captacién de tumor calculada por
analisis de region de interés (ROI) durante 24 horas. (Fig. 18B) Captacion renal en ratones portadores de tumores
hPD-L1 (+) y (-) evaluados por analisis de ROI. (Fig. 18C) Imagen TEP-TC 24 horas después de la inyeccion de
84Cu-DOTA-HAC (230uCi/25ug/200ul) en ratones NSG con tumores CT26 dobles subcutaneos hPD-L1(+)
(discontinuo) y hPD-L1 (-) (s¢lido). (Fig. 18D) Captacion tumoral calculada por region de interés (ROI). (Fig. 18E)
Remocién renal durante 24 h. Valores de captacion dados como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de
tejido (%ID/g).

Figuras 19A-19B. Biodistribucion de 24 horas de %*Cu-DOTA-HAC. (Fig. 19A) Después de completar imagenes
micro-TEP/TC, los ratones fueron sacrificados y disecados para biodistribucion. La captacion en los 6rganos y
tejidos indicados se dan como el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido. (%ID/g). (Fig. 19B) Cantidad
relativa de captacion de radiotrazadores tumorales hPD-L1(+) en comparacion con la sangre y los musculos.

Fig. 20A-20E. Representacion esquematica de ejemplos de construcciones de vectores virales que codifican un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion, asi como (i) un TCR heterdlogo (que se une a un antigeno)
(por ejemplo, codifica los polipéptidos TCR-alfa y TCR-beta) o (ii) un receptor de antigeno quimérico (CAR). La
figura 20A proporciona una leyenda para las Figs. 20B-20E.

Fig. 21A-21D. Representacion esquematica de acidos nucleicos de ejemplo (vectores de ADN) que codifican un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion.

DESCRIPCION DETALLADA

Se describen polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y procedimientos para su uso. Los polipéptidos miméticos
PD-1 de alta afinidad son variantes de secuencias de una proteina PD-1 natural (por ejemplo, la proteina PD-1 humana
natural), y tienen utilidad para procedimientos in vivo e in vitro que bloquean la interaccién entre una proteina PD-1
natural y su ligando PD-L (PD-L1 y/o PD-L2). Un polipéptido PD-1 de alta afinidad incluye al menos un cambio de
aminoacidos en relacion con una proteina PD-1 natural, tiene una afinidad aumentada por PD-L (PD-L1 y/o PD-L2) en
relacion con la proteina PD-1 natural, y carece de un dominio transmembrana de una proteina PD-1 natural. Los
cambios de aminoacidos que proporcionan una mayor afinidad pueden localizarse en las posiciones de contacto de
aminoacidos entre PD-1 y PD-L, y/o puede ubicarse en el dominio de inmunoglobulina de la proteina PD-1 de la que
se deriva.

Cuando se describe un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, en relacién con la décima parte
de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre los limites superior e
inferior de ese intervalo, también se describe especificamente. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier valor
indicado o valor intermedio en un intervalo indicado y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo
indicado esta abarcado dentro de la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden
incluirse o excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo donde cualquiera, ninguno o ambos limites
estan incluidos en los intervalos mas pequefios también estan abarcados dentro de la invencion, sujetos a cualquier
limite especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen cualquiera o ambos de los limites incluidos también se incluyen en la invencién.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta invencién tienen el
mismo significado que comunmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Aunque cualesquiera procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en esta invencion
también se pueden usar en la practica o pruebas de la presente invencion, algunos procedimientos y materiales
potenciales y preferidos se describen ahora.

Tal como resultara evidente para un experto en la materia al leer esta descripcion, cada una de las realizaciones
individuales descritas e ilustradas en esta invencion tienen componentes y caracteristicas discretas que pueden
separarse 0 combinarse facilmente con las caracteristicas de cualquiera de las otras realizaciones. Cualquier
procedimiento enumerado se puede llevar a cabo en el orden de los eventos enumerados o en cualquier otro orden
que sea légicamente posible.

Cabe sefialar que tal como se usa en esta invencion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un/o”,
“una” y “el/la” incluyen referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo,
la referencia a "una célula” incluye una pluralidad de tales células y la referencia a "el péptido" incluye referencia a uno
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0 mas péptidos y equivalentes de los mismos, por ejemplo, polipéptidos, conocidos por los expertos en la materia, y
asi sucesivamente.

Definiciones

En la descripcién que sigue se utilizan varios términos utilizados convencionalmente en el campo. Con el fin de
proporcionar una comprension clara y coherente de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, y el alcance que
debe darse a dichos términos, se proporcionan las siguientes definiciones.

Los términos "inhibidores", "agentes de bloqueo" y "agentes de enmascaramiento" de la interaccién entre PD-1y su
ligando PD-L1 se refieren a moléculas que impiden la unién de PD-1 y PD-L1. Para fines de desarrollo, la unién se
puede realizar en condiciones experimentales, por ejemplo, usando proteinas aisladas como compafieros de union,
usando porciones de proteinas como compafieros de union, usando muestras de levadura de proteinas o porciones
de proteinas como compafieros de union, y similares.

Para fines fisiologicamente relevantes, la union de PD-1 y PD-L1 suele ser un evento entre dos células, donde cada
célula expresa uno de los compafieros de union. En algunos casos, PD-1 se expresa en la superficie de células
inmunes (p. ej., células T), y PD-L1 se expresa en células que podrian ser dianas para destruccion por el sistema
inmune (p. €j., células tumorales, células que albergan una infeccién como una infeccién cronica y similares). Los
inhibidores pueden identificarse usando ensayos in vitro e in vivo para la union o sefializacién del receptor o ligando.
Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en esta invenciéon para referirse a un polimero
de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los cuales uno o mas residuos
de aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como
también 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 no natural, asi como a analogos de aminoacidos
y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos
de origen natural son aquellos codificados segun el cédigo genético, asi como también los aminoacidos que se
modifican posteriormente, p. ej., hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos
se refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural, es decir,
un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina,
norleucina, sulféxido de metionina, sulfonio metilico de metionina. Dichos analogos tienen grupos R modificados (p.
/., norleucina) o cadenas principales de péptidos modificados, pero conservan la misma estructura quimica basica
gue un aminoacido natural. miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura
que es diferente a la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de una manera similar a un
aminodcido de origen natural.

Los términos "receptor”, "individuo", "sujeto”, "huésped" y "paciente", se usan indistintamente en esta invencion y se
refieren a cualquier sujeto mamifero para el que se desea un diagnéstico, tratamiento o terapia, particularmente
humanos. "Mamifero" para fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluidos
humanos, animales domeésticos y de granja, y animales de zooldgico, deportivos o mascotas, como perros, caballos,
gatos, vacas, ovejas, cabras, cerdos, etc. En algunas realizaciones, el mamifero es humano.

Los términos "cancer", "neoplasia" y "tumor" se usan indistintamente en esta invencién para referirse a células que
exhiben un crecimiento auténomo y no regulado, de modo que exhiben un fenotipo de crecimiento aberrante
caracterizado por una pérdida significativa de control sobre la proliferacion celular. Las células de interés para
deteccién, analisis o tratamiento en la presente solicitud incluyen células precancerosas (por ejemplo, benignas),
malignas, premetastasicas, 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 el nimero de células cancerosas o el volumen de cancer
en un sujeto. El término "célula cancerosa", como se usa en esta invencion, se refiere a cualquier célula que es una
célula cancerosa o se deriva de una célula cancerosa, por ejemplo, un clon de una célula cancerosa. Los expertos en
la materia conocen muchos tipos de canceres, incluidos los tumores solidos como carcinomas, sarcomas,
glioblastomas, melanomas, linfomas, mielomas, etc., y canceres circulantes como las leucemias.

Como se usa en esta invencion, "cancer" incluye cualquier forma de cancer, incluidos, entre otros, canceres de tumor
sélido (por ejemplo, pulmén, préstata, mama, vejiga, colon, ovario, pancreas, rifidn, higado, glioblastoma,
meduloblastoma , leiomiosarcoma, carcinomas de células escamosas de la cabeza y del cuello, melanomas,
neuroendocrinos; etc.) y canceres liquidos (p. ej., canceres hematolégicos); carcinomas tumores de tejidos blandos;
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sarcomas; teratomas; melanomas; leucemias; linfomas y canceres cerebrales, que incluyen enfermedad residual
minima, y que incluyen tumores tanto primarios como metastasicos. Cualquier cancer es un cancer adecuado para
ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestion. En algunos casos, las células cancerosas expresan
PD-L1. En algunos casos, las células cancerosas no expresan PD-L1 (por ejemplo, en tales casos, las células del
sistema inmune del individuo que se esté tratando expresan PD-L1).

Los carcinomas son tumores malignos que se originan en los tejidos epiteliales. Las células epiteliales cubren la
superficie externa del cuerpo, recubren las cavidades internas y forman el revestimiento de los tejidos glandulares.
Los ejemplos de carcinomas incluyen, entre otros: adenocarcinoma (cancer que comienza en las células glandulares
(secretoras)), por ejemplo, los canceres de mama, pancreas, pulmodn, prostata y colon pueden ser adenocarcinomas;
carcinoma adrenocortical; carcinoma hepatocelular; carcinoma de células renales; carcinoma de ovario; carcinoma in
situ; carcinoma ductal; carcinoma de mama; carcinoma de células basales; carcinoma de células escamosas;
carcinoma de células de transicion; carcinoma de colon; carcinoma nasofaringeo; carcinoma de células renales
quistico multilocular; carcinoma de células de avena; carcinoma de pulmoén de células grandes; carcinoma de pulmén
de células pequefas; carcinoma de pulmoén de células no pequeias; y similares. Los carcinomas se pueden encontrar
en prostata, pancreas, colon, cerebro (generalmente como metastasis secundarias), pulmén, mama, piel, etc.

Los tumores de tejidos blandos son un grupo muy diverso de tumores raros que se derivan del tejido conectivo. Los
ejemplos de tumores de tejidos blandos incluyen, entre otros: sarcoma alveolar de partes blandas; histiocitoma fibroso
angiomatoide; fibroma condromioxido; condrosarcoma esquelético; condrosarcoma mixoide extraesquelético;
sarcoma de células claras; tumor desmoplasico de células pequefas y redondas; dermatofibrosarcoma protuberans;
tumor del estroma endometrial; sarcoma de Ewing; fibromatosis (desmoide); fibrosarcoma infantil; tumor del estroma
gastrointestinal; tumor 6seo de células gigantes; tumor de células gigantes tenosinoviales; tumor miofibroblastico
inflamatorio; leiomioma uterino; leiomiosarcoma; lipoblastoma; lipoma tipico; lipoma de células fusiformes o pleomorfo;
lipoma atipico; lipoma condroide; liposarcoma bien diferenciado; liposarcoma mixoide/de células redondas;
liposarcoma pleomorfico; histiocitoma fibroso maligno mixoide; histiocitoma fibroso maligno de alto grado;
mixofibrosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos; mesotelioma; neuroblastoma; osteocondroma;
osteosarcoma; tumor neuroectodérmico primitivo; rabdomiosarcoma alveolar; rabdomiosarcoma embrionario;
schwannoma benigno o maligno; sarcoma sinovial; Tumor de Evan; fascitis nodular; fibromatosis de tipo desmoide;
tumor fibroso solitario; dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP); angiosarcoma; hemangioendotelioma epitelioide;
tumor de células gigantes tenosinoviales (TGCT); sinovitis villonodular pigmentada (PVNS); displasia fibrosa;
mixofibrosarcoma; fibrosarcoma; sarcoma sinovial; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos; neurofibroma; y
adenoma pleomoérfico de tejidos blandos; y neoplasias derivadas de fibroblastos, miofibroblastos, histiocitos, células
vasculares/células endoteliales y células de la vaina nerviosa.

Un sarcoma es un tipo raro de cancer que surge en las células de origen mesenquimatoso, por ejemplo, en los huesos
o en los tejidos blandos del cuerpo, incluidos los cartilagos, las grasas, los musculos, los vasos sanguineos, los tejidos
fibrosos u otros tejidos conectivos o de soporte. Los diferentes tipos de sarcoma se basan en el lugar donde se forma
el cancer. Por ejemplo, el osteosarcoma se forma en los huesos, el liposarcoma en las grasas y el rabdomiosarcoma
en los musculos. Los ejemplos de sarcomas incluyen, entre otros: tumor de Askin; sarcoma botrioides; condrosarcoma;
sarcoma de Ewing; hemangioendotelioma maligno; schwannoma maligno; osteosarcoma; y sarcomas de tejidos
blandos (p. ej., sarcoma alveolar de partes blandas; angiosarcoma; cistosarcoma filodes; dermatofibrosarcoma
protuberans (DFSP); tumor desmoide; tumor desmoplasico de células pequefas y redondas; sarcoma epitelioide;
condrosarcoma extraesquelético; osteosarcoma extraesquelético; fibrosarcoma; tumor estromal gastrointestinal
(GIST); hemangiopericitoma; hemangiosarcoma (mas comunmente conocido como "angiosarcoma"); sarcoma de
Kaposi; leiomiosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos (MPNST);
neurofibrosarcoma; sarcoma sinovial; sarcoma pleomoérfico indiferenciado, y similares).

Un teratoma es un tipo de tumor de células germinales que puede contener varios tipos diferentes de tejido (por
ejemplo, puede incluir tejidos derivados de cualquiera y/o las tres capas germinales: endodermo, mesodermo y
ectodermo), que incluyen, por ejemplo, cabello, musculos y huesos. Los teratomas se producen con mayor frecuencia
en los ovarios en las mujeres, los testiculos en los hombres y el coxis en los nifios.

El melanoma es una forma de cancer que comienza en los melanocitos (células que producen el pigmento melanina).
Puede comenzar en un lunar (melanoma de la piel), pero también puede comenzar en otros tejidos pigmentados,
como los ojos o los intestinos.

Las leucemias son canceres que comienzan en el tejido formador de sangre, como la médula dsea, y hacen que se
produzca un gran numero de células sanguineas anormales que ingresan al torrente sanguineo. Por ejemplo, las
leucemias pueden originarse en células derivadas de la médula 6sea que normalmente maduran en el torrente
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sanguineo. Las leucemias reciben su nombre por la rapidez con que se desarrolla y progresa la enfermedad (p. €j.,
aguda versus cronica) y por el tipo de globulos blancos afectados (p. €j., mieloides versus linfoides). Las leucemias
mieloides también se denominan leucemias mielégenas o mieloblasticas. Las leucemias linfoides también se llaman
leucemia linfoblastica o linfocitica. Las células de leucemia linfoide pueden acumularse en los ganglios linfaticos, que
pueden inflamarse. Ejemplos de leucemias incluyen, sin limitacion: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia linfocitica cronica (LLC).

Los linfomas son canceres que comienzan en las células del sistema inmune. Por ejemplo, los linfomas pueden
originarse en células derivadas de la médula 6ésea que normalmente maduran en el sistema linfatico. Hay dos
categorias basicas de linfomas. Un tipo es el linfoma de Hodgkin (LH), que se caracteriza por la presencia de un tipo
de célula llamada célula de Reed-Sternberg. Actualmente hay 6 tipos reconocidos de LH. Los ejemplos de linfomas
de Hodgkin incluyen: esclerosis nodular, linfoma de Hodgkin clasico (LHC), LHC de celularidad mixta, LHC de
agotamiento de linfocitos, LHC rico en linfocitos y LH predominante de linfocitos nodulares.

La otra categoria de linfoma es el linfoma no Hodgkin (LNH), que incluye un grupo grande y diverso de canceres de
células del sistema inmune. Los linfomas no Hodgkin se pueden dividir en canceres que tienen un curso indolente
(crecimiento lento) y aquellos que tienen un curso agresivo (crecimiento rapido). Actualmente hay 61 tipos reconocidos
de LNH. Los ejemplos de linfomas no Hodgkin incluyen, pero no se limitan a: linfomas relacionados con el SIDA,
linfoma anaplasico de células grandes, linfoma angioinmunoblastico, linfoma de células NK blasticas, linfoma de Burkitt,
linfoma tipo Burkitt (linfoma de células pequefas no escindidas), leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico pequerio,
linfoma de células T cutaneas, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de células T de tipo enteropatia, linfoma
folicular, linfomas hepatoesplénicos de células T gamma-delta, leucemias de células T; linfoma linfoblastico; linfoma
de células del manto; linfoma de zona marginal; linfoma de células T nasales; linfoma pediatrico; linfomas de células
T periféricas, linfoma primario del sistema nervioso central; linfomas transformados; linfomas de células T relacionados
con el tratamiento y macroglobulinemia de Waldenstrom.

Los canceres cerebrales incluyen cualquier cancer de los tejidos del cerebro. Los ejemplos de canceres cerebrales
incluyen, entre otros: gliomas (p. €j., glioblastomas, astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y similares),
meningiomas, adenomas pituitarios, schwannomas vestibulares, tumores neuroectodérmicos primitivos
(meduloblastomas), etc.

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 inmunoldgica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasién de tejidos u érganos
circundantes o distantes, como los ganglios linfaticos, etc.

Como se usa en esta invencion, los términos "recurrencia del cancer" y "recurrencia tumoral”, y variantes gramaticales
de los mismos, se refieren al crecimiento adicional de células neoplasicas o cancerosas después del diagndstico de
cancer. Particularmente, puede producirse recurrencia cuando se produce un mayor crecimiento de células cancerosas
en el tejido canceroso. La "diseminacién tumoral”, de manera similar, se produce cuando las células de un tumor se
diseminan en tejidos y 6rganos locales o distantes; por lo tanto, la diseminacién tumoral abarca la metastasis tumoral.
La "invasion tumoral" se produce cuando el crecimiento tumoral se disemina localmente para comprometer la funcion
de los tejidos involucrados al comprimir, destruir o impedir la funcién normal de los 6rganos.

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

El término "muestra" en relacién con el paciente abarca muestras de sangre y otras muestras liquidas de origen
bioldgico, muestras de tejido sdlido tales como un espécimen de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas de
los mismos y la progenie de las mismas. La definicion también incluye muestras que han sido manipuladas de alguna
manera después de su adquisicion, como por ejemplo con tratamiento con reactivos; lavado; o enriquecimiento para
ciertas poblaciones celulares, como las células cancerosas. La definiciéon también incluye muestras que se han
enriquecido para tipos particulares de moléculas, por ejemplo, acidos nucleicos, polipéptidos, etc. El término "muestra
biolégica" abarca una muestra clinica, y también incluye tejido obtenido por reseccién quirargica, tejido obtenido por
biopsia, células en cultivo, sobrenadantes celulares, lisados celulares, muestras de tejido, érganos, médula 6sea,
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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 polinucleétidos y/o polipéptidos que se obtienen 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 bioldégica que
comprende una célula cancerosa de un paciente también puede incluir células no cancerosas.

El término "diagndstico" se usa en esta invencién para referirse a la identificacion de un estado, enfermedad o afeccion
molecular o patoldgica, tal como la identificacion de un subtipo molecular de cancer de mama, cancer de préstata u
otro tipo de cancer.

El término "prondstico” se usa en esta invencién para referirse a la prediccién de la probabilidad de progresion de la
enfermedad (por ejemplo, muerte o progresion atribuible al cancer), incluida la recurrencia, la diseminacion
metastasica del cancer y la resistencia a farmacos. El término "prediccion" se usa en esta invencion para referirse al
acto de predecir o estimar, basado 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 quirdrgica de un tumor
primario y/o quimioterapia por un cierto periodo de tiempo sin recurrencia del cancer.

Los términos "union especifica”, "se une especificamente" y similares, se refieren a la unién preferencial no covalente
o covalente a una molécula en relacién con otras moléculas o fracciones en una soluciéon o mezcla de reaccion (por
ejemplo, un anticuerpo se une especificamente a un polipéptido o epitopo particular en relacién con otros polipéptidos
disponibles). En algunas realizaciones, la afinidad de una molécula por otra molécula a la que se une especificamente
se caracteriza por una Kgq (constante de disociacion) de 105 M o menos (por ejemplo, 108 M o menos, 107 M o0 menos,
10% M o menos, 10° M o menos, 10" M o menos, 10" M o menos, 102 M o menos, 10-'* M o menos, 10 M o
menos, 107> M o menos, o 107" M o menos). "Afinidad" se refiere a la fortaleza de union: una afinidad de unién
aumentada se correlaciona con una Ka menor.

El término "miembro de unién especifico” como se usa en esta invencion se refiere a un miembro de un par de uniéon
especifico (es decir, dos moléculas, generalmente dos moléculas diferentes, donde una de las moléculas, por ejemplo,
un primer miembro de union especifico, a través de medios no covalentes se une especificamente a la otra molécula,
por ejemplo, un segundo miembro de union especifico).

Los términos “co-administraciéon”, “co-administrar” y “en combinaciéon con” incluye la administracion de dos o mas
agentes terapéuticos ya sea simultdneamente, al mismo tiempo o de manera secuencial dentro de limites de tiempo
no especificos. En una realizacion, los agentes estan presentes en la célula o en el cuerpo del sujeto al mismo tiempo
o ejercen su efecto bioldgico o terapéutico al mismo tiempo. En una realizacion, los agentes terapéuticos estan en la
misma composicién o forma de dosificacion unitaria. En otra realizacion, los agentes terapéuticos estan en
composiciones separadas o formas de dosificaciéon unitarias. En ciertas realizaciones, un primer agente se puede
administrar antes de (por ejemplo, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8
semanas o 12 semanas antes), simultaneamente a, o después de (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos,
45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas,
3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas o 12 semanas después) la administracion de un agente
terapéutico adicional a un sujeto con necesidad del mismo.

Por ejemplo, la "administracion concomitante" de un farmaco terapéutico contra el cancer, un farmaco terapéutico para
tratar una infeccion o un anticuerpo dirigido contra un tumor, con una composicion farmacéutica de la presente
descripcion significa la administracion con el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en tal momento que ambos el
farmaco/anticuerpo y la composicion de la presente descripcion tendran un efecto terapéutico. Dicha administracion
concomitante puede implicar la administracién concurrente (es decir, al mismo tiempo), previa o posterior
administracion del farmaco/anticuerpo en relacién con la administracién de un compuesto de la descripcién. Una
persona de habilidad ordinaria en la materia no tendria dificultades para determinar el momento apropiado, la
secuencia y las dosis de administracién para farmacos y composiciones particulares de la presente descripcion.

En algunas realizaciones, el tratamiento se logra mediante la administracion de una combinacion de un polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcion con otro agente (por ejemplo, un estimulante inmune, un agente para
tratar infecciones cronicas, un agente citotoxico, etc.) Una clase ejemplar de agentes citotoxicos son los agentes
quimioterapéuticos. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos 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, etoposida, filgrastim, fludarabina, fluorouracil, gemcitabina, granisetron, hidroxiurea, idarubicina,
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ifosfamida, interferén alfa, irinotecan, lansoprazol, levamisol, leucovorin, megestrol, mesna, metotrexato,
metoclopramina, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, omeprazol, ondansetron, paclitaxel (Taxol™), pilocarpina,
procloroperazina, rituximab, saproina, tamoxifen, taxol, clorhidrato de topotecan, trastuzumab, vinblastina, vincristina
y tartrato de vinorelbina.

Otras terapias combinadas incluyen la administracion con anticuerpos especificos de células, por ejemplo, anticuerpos
selectivos para marcadores de células tumorales, radiacion, cirugia, y/o privacion hormonal (Kwon y col., Proc. Natl.
Acad. Sci U.S.A,, 96: 15074-9, 1999). Los inhibidores de la angiogénesis también se pueden combinar con los
procedimientos de la descripcion. Varios anticuerpos estan actualmente en uso clinico para el tratamiento del cancer,
y otros se encuentran en diferentes etapas de desarrollo clinico. Por ejemplo, hay varios antigenos y anticuerpos
monoclonales correspondientes para el tratamiento de tumores malignos de células B. Un antigeno diana es CD20.
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 es una diana para
el anticuerpo monoclonal alemtuzumab, que es indicado para el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica. CD22
es una diana para 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 presentado a la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA). Estos anticuerpos estan
conjugados con radioisétopos. Alemtuzumab (Campath) se usa en el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica;
Gemtuzumab (Mylotarg) encuentra uso en el tratamiento de la leucemia mielégena aguda; Ibritumomab (Zevalin)
encuentra uso en el tratamiento del linfoma no Hodgkin; Panitumumab (Vectibix) encuentra uso en el tratamiento del
cancer de colon.

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

Como tal, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién se co-administra con un agente
(por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente a un antigeno distinto de PD-L1 (por ejemplo, CD19, CD20,
CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD38, CD44, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279 (PD-1),
EGFR, HER2, CD117, C-Met, PTHR2, HAVCR2 (TIM3), etc.) Ejemplos de anticuerpos con CDR que proporcionan una
unién especifica a un marcador de células cancerosas (y, por lo tanto, se pueden usar en una terapia de combinacion
(co-administrada con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion) incluyen, pero no se limitan a:
CETUXIMAB (se une a EGFR), PANITUMUMAB (se une a EGFR), RITUXIMAB (se une a CD20), TRASTUZUMAB
(se une a HER2), PERTUZUMAB (se une a HER2), ALEMTUZUMAB (se une a CD52) y BRENTUXIMAB (se une a
CD30).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion se co-administra con una célula T con un
receptor de células T disefiado (TCR) (dicha célula también se denomina en esta invencién "célula T disefiada por
TCR"). Ejemplos adecuados no limitantes de una célula T disefiada por TCR son: (i) una célula T que incluye un
receptor de antigeno quimérico (CAR); y (ii) una célula T que incluye un TCR heterélogo que se une a un antigeno tal
como un antigeno de cancer. (Células T disefiadas por TCR se describen con mas detalle a continuacién en la seccién
sobre la introduccion de acidos nucleicos).

Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede co-administrarse con cualquier agente
inmunomodulador conveniente (por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA4, un anticuerpo anti-PD-1, un agonista de CD40,
un modulador de 4-1BB (por ejemplo, un agonista de 41BB) y similares). En algunos casos, un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad en cuestion se co-administra con un inhibidor de BTLA y/o CD160. En algunos casos, un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion se co-administra con un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1.

Como se usa en esta invencion, la frase "supervivencia libre de enfermedad" se refiere a la falta de recurrencia tumoral
y/o propagacion y el destino de un paciente después del diagndstico, en relacion con los efectos del cancer en la vida
del paciente. La frase "supervivencia general" se refiere al destino del paciente después del diagnostico, 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, donde la
probabilidad se determina segun el procedimiento de la descripcion.
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Como se usa en esta invencion, el término "se correlaciona” o "se correlaciona con" y términos similares, se refiere a
una asociacion estadistica entre instancias de dos eventos, donde los eventos incluyen nimeros, conjuntos de datos
y similares. Por ejemplo, cuando los eventos involucran nimeros, una correlacién positiva (también denominada en
esta invencion como "correlacién directa") significa que a medida que uno aumenta, el otro también aumenta. Una
correlacion negativa (también denominada en esta invencidon como "correlacion inversa") significa que a medida que
uno aumenta, el otro disminuye.

"Unidad de dosificaciéon" 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(s) activo(s)
calculada para producir el(los) efecto(s) terapéutico(s) deseado(s) en asociacidon con el vehiculo farmacéutico
requerido. La especificacion para las formas unitarias de dosificacién puede estar dictada por (a) las caracteristicas
unicas del(de los) compuesto(s) activo(s) y el(los) efecto(s) terapéutico(s) particular(es) a lograr, y (b) las limitaciones
inherentes en la materia de componer dicho(s) compuesto(s) activo(s).

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

Los términos "farmacéuticamente aceptable”, "fisiolégicamente tolerable" y las variaciones gramaticales de los mismos,
ya que se refieren a composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y representan que los
materiales son capaces de administrarse a un ser humano sin producir efectos fisioldgicos indeseables en un grado
que prohibiria la administracion de la composicion.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva» significa la cantidad que, cuando se le administra a un sujeto para tratar una
enfermedad, es suficiente para efectuar el tratamiento para esa enfermedad.

El término "célula diana", como se usa en esta invencion, se refiere a una célula que es una diana para destruccion
por el sistema inmune después de la administracion de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién. En
algunos casos, la célula diana expresa una proteina PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2). Un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad en cuestion puede unirse a una célula diana en virtud de la unién a la proteina PD-L expresada
en la superficie de la célula diana. Por lo tanto, el término "célula diana" puede referirse a una célula que expresa PD-
L1 porque un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestidn, al inhibir la interaccién entre la célula que expresa
PD-L1 y la célula que expresa PD-1, facilita la sefializaciéon de PD-1 disminuida en la célula que expresa PD-1.

Sin embargo, una célula diana no necesita expresar PD-L1. En algunos casos, una célula diana (p. ej., una célula
infectada, una célula cancerosa, etc.) no expresa PD-L1. En algunos de estos casos, la administracion de un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién conduce a la estimulacién del sistema inmune, lo que conduce
a la destruccion de la célula diana.

En algunos casos, una célula diana es una célula "infligida" (por ejemplo, una célula de un individuo "infligido"), donde
el término "infligido" se usa en esta invencion para referirse a un sujeto con sintomas, una enfermedad, o una
enfermedad que puede tratarse con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Un individuo "infligido" puede tener
cancer, puede albergar una infeccién (por ejemplo, una infeccién crénica), puede tener un trastorno inmunolégico (por
ejemplo, un trastorno asociado con la inmunosupresioén), puede tener un trastorno inflamatorio, y/o puede tener otras
afecciones hiperproliferativas, por ejemplo, esclerosis, fibrosis y similares, etc. Las "células infligidas" pueden ser
aquellas células que causan los sintomas, la enfermedad o la dolencia. Como ejemplos no limitantes, las células
infligidas de un paciente infligido pueden ser células cancerosas, células infectadas, células inflamatorias y similares
que expresan PD-L1. En algunos casos, una indicacién de que una enfermedad o dolencia se puede tratar con un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es que las células involucradas (es decir, las células infligidas, por ejemplo,
las células cancerosas, las células infectadas, las células inflamatorias, las células inmunes, etc.) expresan PD-L1. En
algunos casos, la célula infligida (p. €j., células cancerosas) no expresa PD-L1, pero la enfermedad (p. €j., cancer) aun
puede tratarse utilizando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion.

Los términos "tratamiento", "tratar", “tratando” y similares son usados en esta invencion para referirse generalmente a
obtener un efecto farmacolégico y/o fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de impedir total
o parcialmente una enfermedad o sintoma(s) de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una estabilizacién
o cura parcial o completa para una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la enfermedad. El término
"tratamiento" abarca cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente un ser humano, e
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incluye: (a) impedir la enfermedad y/o sintoma(s) de ocurrir en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad
o sintoma pero que aun no ha sido diagnosticado como que lo tiene (b) inhibir la enfermedad y/o sintoma(s), es decir,
detener su desarrollo; o (c) aliviar el(los) sintoma(s) de la enfermedad, es decir, causar la regresion de la enfermedad.
y/o sintoma(s) Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya estan infligidos (por ejemplo, aquellos con
cancer, aquellos con una infeccion, aquellos con un trastorno inmune, etc.), asi como aquellos en los que se desea
prevencién (por ejemplo, aquellos con mayor susceptibilidad al cancer, aquellos con una mayor probabilidad de
infeccion, aquellos sospechosos de tener cancer, aquellos sospechosos de albergar una infeccion, etc.).

Un tratamiento terapéutico es aquel en el que el sujeto esta infligido antes de la administraciéon y un tratamiento
profilactico es uno en el que el sujeto no esta infligido antes de la administracion. En algunas realizaciones, el sujeto
tiene una mayor probabilidad de estar infligido o se sospecha que esta infligido antes del tratamiento. En algunas
realizaciones, el sujeto tiene una mayor probabilidad de estar infligido o se sospecha que esta infligido antes del
tratamiento.

La palabra “etiqueta”, cuando se utiliza en esta invencion, hace referencias a una composicion o compuesto detectable
que esta conjugado en forma directa o indirecta a un polipéptido mimético PD-1 en cuestion. La etiqueta se puede
detectar por si misma (por ejemplo, etiquetas de radioisétopo o etiquetas fluorescentes) o en el caso de una etiqueta
enzimatica, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicion de sustrato que se puede detectar.

Por "fase so¢lida" se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir un polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad de la presente descripcion. Ejemplos de fases sdlidas incluidas en esta invencion incluyen las formadas parcial
o totalmente de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas,
poliestireno, alcohol polivinilico y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede
comprender el pocillo de una placa de ensayo; en otras es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna de
cromatografia de afinidad). Este término también incluye una fase sélida discontinua de particulas discretas.

El término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente anticuerpos monoclonales (incluidos
anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos siempre que exhiban la actividad biolégica deseada.
“Anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estructurales.
Mientras que los anticuerpos exhiben especificidad de unién a un antigeno especifico, las inmunoglobulinas incluyen
ambos anticuerpos y otras moléculas similares a anticuerpos que carecen de especificidad de antigeno. Los
polipéptidos del ultimo tipo pueden, por ejemplo, producirse a bajos niveles por el sistema linfatico y a mayores niveles
por los mielomas.

"Fragmento de anticuerpo" y todas las variantes gramaticales del mismo, como se usa en esta invencién, se definen
como una porcion de un anticuerpo intacto que comprende el sitio de unién al antigeno o la region variable del
anticuerpo intacto, donde la porcién esta libre de los dominios constantes de la cadena pesada (es decir, CH2 , CH3
y CH4, dependiendo del isotipo del anticuerpo) de la region Fc del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab'). y Fv; diacuerpos; cualquier fragmento de anticuerpo que
sea un polipéptido que tenga una estructura primaria que consista en una secuencia ininterrumpida de residuos de
aminoacidos contiguos (denominado en esta invencion "fragmento de anticuerpo de cadena sencilla" o "polipéptido de
cadena sencilla"), que incluye, entre otros (1) moléculas Fv (scFv) de cadena sencilla; (2) polipéptidos de cadena
sencilla que contienen solo un dominio variable de cadena ligera, o un fragmento del mismo que contiene las tres CDR
del dominio variable de cadena ligera, sin una fraccién de cadena pesada asociada; (3) polipéptidos de cadena sencilla
que contienen solo una region variable de cadena pesada, o un fragmento de la misma que contiene las tres CDR de
la region variable de la cadena pesada, sin una fraccion de cadena ligera asociada y (4) nanocuerpos que comprenden
dominios de Ig sencillos de especies no humanas u otros modulos de union a dominio sencillo especifico; y estructuras
multiespecificas o multivalentes formadas a partir de fragmentos de anticuerpos. En un fragmento de anticuerpo que
comprende una o mas cadenas pesadas, la(s) cadena(s) pesada(s) puede(n) contener cualquier secuencia de dominio
constante (por ejemplo, CH1 en el isotipo IgG) encontrada en una regién no Fc de un anticuerpo intacto, y/o puede
contener cualquier secuencia de region bisagra encontrada en un anticuerpo intacto, y/o puede contener una
secuencia de cremallera de leucina fusionada o situada en la secuencia de la region bisagra o la secuencia de dominio
constante de la(s) cadena(s) pesada(s).

"Anticuerpos e inmunoglobulinas nativas" son generalmente glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena
ligera esta enlazada a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, mientras que la cantidad de enlaces
disulfuro varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y ligera
tiene también puentes disulfuro intracatenarios espaciados en intervalos regulares. Cada cadena pesada tiene en un
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extremo un dominio variable (V1) seguido de varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable
(VL) en un extremo y un dominio constante en su otro extremo, el dominio constante de la cadena ligera esta alineado
con el primer dominio constante de la cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera esta alineado con el
dominio variable de la cadena pesada. Se cree que los residuos de aminoacidos particulares forman una interfaz entre
los dominios variables de la cadena ligera y pesada (Clothia y col., J. Mol. Biol. 186:651 (1985); Novotny y Haber, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 82:4592 (1985)).

El término “variable” hace referencia al hecho de que determinadas porciones de los dominios variables difieren
ampliamente en la secuencia entre los anticuerpos y se usan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular
para su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye de manera uniforme en los dominios variables
de los anticuerpos. Se concentra en tres segmentos denominados regiones determinantes de complementariedad
(CDR) o regiones hipervariables en los dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada. Las
porciones mejor conservadas de los dominios variables se denominan regiones marco (FR). Los dominios variables
de cadenas pesada y ligera nativas comprenden cuatro regiones FR, adoptando en gran medida una configuracion de
lamina beta, conectada por tres CDR, que forman lazos que conectan y, en algunos casos, forman parte de la
estructura de lamina beta. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas y proximas mediante las regiones FR y, con
las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién al antigeno de anticuerpos (ver Kabat y col.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)).
Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero exhiben
varias funciones efectoras, tal como la participacién del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

La digestién de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de union a antigeno idénticos, llamados fragmentos
"Fab", cada uno con un unico sitio de unioén a antigeno, y un fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja su capacidad
de cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina proporciona un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de
combinacién a antigenos y aun asi es capaz de reticular el antigeno.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de unién y reconocimiento del antigeno completo. En
una especie Fv de cadena doble, esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno
de cadena ligera en una asociacion no covalente. En una especie Fv de cadena simple (scFv), un dominio variable de
cadena ligera y uno de cadena pesada pueden unirse covalentemente por un enlazador peptidico flexible de modo
que las cadenas ligera y pesada puedan asociarse en una estructura "dimérica" analoga a aquella en una especie Fv
de cadena doble. En esta configuracion, las tres CDR de cada dominio variable interactuan para definir un sitio de
union a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. En conjunto, las seis CDR confieren al anticuerpo especificidad
de union al antigeno. Sin embargo, incluso un dominio variable simple (o la mitad de un Fv que comprende solo tres
CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a un antigeno, aunque con una afinidad
menor que todo el sitio de unién. Para acceder a una revision de scFv, ver Pluckthun in The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pags. 269-315 (1994).

El fragmento Fab contiene ademas el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab' se diferencian de los fragmentos Fab por la adicion de unos pocos residuos
en el extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada que incluyen una o mas cisteinas de la region bisagra
del anticuerpo. Fab’-SH es la designacion que se utiliza en la presente para el Fab’ en que el o los residuos de cisteina
de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')z se produjeron originalmente
como pares de fragmentos Fab' que tenian cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos
quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas se pueden dividir en
subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgGz, 1gGs, 1gGa, IgA1, IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, d, e, g y m, respectivamente. Las
estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son
muy conocidas. Las variantes disefiadas de las subclases de inmunoglobulina, incluidas las que aumentan o
disminuyen las funciones efectoras inmunes, la vida media o la estabilidad del suero, también se incluyen en esta
terminologia.

A menos que se indique especificamente lo contrario, el término "conjugado" como se describe y reivindica en esta
invencion se define como una molécula heterogénea formada por la unién covalente de uno o mas fragmentos de
anticuerpos a una o mas moléculas de polimeros, donde la molécula heterogénea es soluble en agua, es decir, soluble
en fluidos fisiolégicos como sangre, y donde la molécula heterogénea esta libre de cualquier agregado estructurado.
Un conjugado de interés es PEG. En el contexto de la definicion anterior, el término "agregado estructurado” se refiere
a (1) cualquier agregado de moléculas en solucidon acuosa que tenga una estructura esferoide o de concha esferoide,
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de modo que la molécula heterogénea no esté en una micela u otra estructura de emulsion, y no esté anclada a una
bicapa lipidica, vesicula o liposoma; y (2) cualquier agregado de moléculas en forma sdlida o insolubilizada, como una
matriz de perlas para cromatografia, que no libera la molécula heterogénea en solucién al entrar en contacto con una
fase acuosa. Por consiguiente, el término "conjugado" como se define en esta invencidon abarca la molécula
heterogénea mencionada anteriormente en un precipitado, sedimento, matriz bioerosionable u otro sélido capaz de
liberar la molécula heterogénea en solucion acuosa tras la hidratacién del sélido.

Como se usa en esta descripcion, el término "epitopo" significa cualquier determinante antigénico en un antigeno al
que se une el paratopo de un anticuerpo. Los determinantes epitdpicos generalmente consisten en agrupaciones
superficiales quimicamente activas de moléculas, tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar, y
generalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
especificas.

Composiciones

Se proporcionan polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y analogos de los mismos, que pueden denominarse
genéricamente reactivos PD-1 de alta afinidad. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad son variantes de la
proteina PD-1 humana natural. En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad, donde el polipéptido carece del dominio transmembrana PD-1 (y puede ser un polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad soluble) e incluye al menos un cambio de aminoacido relativo a la secuencia de PD-1
natural, y donde el cambio de aminoacido aumenta la afinidad del polipéptido mimético PD-1 para unirse a PD-L1 (p.
ej., disminuyendo la tasa de desactivacion en al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 50 veces, al menos
100 veces, al menos 500 veces 0 mas).

Debe entenderse que cuando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion carece de un dominio
transmembrana PD-1, algunos aminoacidos de un dominio transmembrana (p. €j., un dominio transmembrana PD-1)
aun pueden estar presentes (p. €j., algunos aminoacidos de la transmembrana pueden retenerse, siempre que la
proteina conserve la funcion deseada). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion
es soluble. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién carece de un dominio
transmembrana PD-1, pero incluye un dominio transmembrana heterdlogo (es decir, un dominio transmembrana forma
una proteina distinta de PD-1). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye
un dominio transmembrana (por ejemplo, un dominio transmembrana heterélogo, un dominio transmembrana PD-1,
etc.) e incluye un enlazador escindible entre la porcion de ectodominio y el dominio transmembrana.

Polipéptidos

Un "polipéptido mimético PD-1" como se usa en esta invencion se refiere a un polipéptido que tiene la porcion de una
proteina PD-1 que es suficiente para unirse a PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2) con una afinidad reconocible, pero
que carece de un dominio transmembrana (por ejemplo, carece del dominio transmembrana presente de forma natural
de una proteina PD-1 natural). Por lo tanto, a diferencia de un polipéptido PD-1 existente de forma natural, un
polipéptido mimético PD-1 en cuestion no esta permanentemente atado a una membrana celular por medio de un
dominio transmembrana. En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 en cuestién es soluble. Un dominio
extracelular de proteina que normalmente esta atado a la membrana plasmatica de una célula a veces se conoce en
la materia como un ectodominio. Por lo tanto, un polipéptido mimético PD-1 puede considerarse (o derivarse) de un
ectodominio de PD-1, o puede considerarse que incluye al menos una porcion (o una porcion derivada) del ectodominio
de un polipéptido PD-1.

Una proteina PD-1 natural tiene un dominio transmembrana, se expresa en la superficie celular y se une
especificamente a sus ligandos PD-L (PD-L1 y PD-L2), que también se expresan en la superficie celular. Por lo tanto,
una PD-1 natural, expresada en la superficie de una primera célula, se une especificamente a PD-L1 y/o PD-L2,
expresada en la superficie de una segunda célula. Una proteina PD-1, a la que corresponde un polipéptido mimético
PD-1 (por ejemplo, de la que se deriva un polipéptido mimético PD-1) puede ser cualquier proteina PD-1 (por ejemplo,
una proteina PD-1 natural). Las proteinas PD-1 de ejemplo incluyen aquellas de cualquier especie, por ejemplo, una
proteina PD-1 de mamifero, una proteina PD-1 de roedor, una proteina PD-1 de primate, una proteina PD-1 de rata,
una proteina PD-1 de raton, una proteina PD-1 de cerdo, una proteina PD-1 de vaca, una proteina PD-1 de oveja, una
proteina PD-1 de conejo, una proteina PD-1 de perro, una proteina PD-1 humana, etc. Diversas secuencias de
polipéptidos PD-1 naturales (p. €j., caninos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos, de roedores, de ratén, de rata, felinos,
de primates, monos, simios, chimpancés y similares) se pueden encontrar facilmente y estan facilmente disponibles
para un experto en la materia. Por ejemplo, la proteina PD-1 humana (expuesta como SEQ ID NO: 1) es:
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PD-1 humana natural
(también conocido como "muerte celular programada 1", PDCD1, CD279, PD1, SLEB2, hPD-1, hPD-l y hSLE1)

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFT

CSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDF

HMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR

PAGQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSA

VPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSAD
5 GPRSAQPLRPEDGHCSWPL (SEQID NO: 1)

negrita: dominio transmembrana - aminoacidos 168-191
subrayado: polipéptido mimético PD-1 nativo ejemplar - aminoacidos 26-147

10 Una proteina PD-L es un ligando unido a membrana a PD-1. Hay dos proteinas PD-L humanas a las que se hace
referencia en la materia como PD-L1 y PD-L2. Las proteinas PD-L de ejemplo incluyen aquellas de cualquier especie,
por ejemplo, una proteina PD-L de mamifero, una proteina PD-L de roedor, una proteina PD-L de primate, una proteina
PD-L de rata, una proteina PD-L de ratdn, una proteina PD-L de cerdo, una proteina PD-L de vaca, una proteina PD-
L de oveja, una proteina PD-L de conejo, una proteina PD-L de perro, una proteina PD-L humana, etc. Diversas

15 secuencias de polipéptidos PD-L naturales (p. €j., caninos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos, de roedores, de ratén,
de rata, felinos, de primates, monos, simios, chimpancés y similares) se pueden encontrar facilmente y estan
facilmente disponibles para un experto en la materia. Por ejemplo, las proteinas PD-L1 PD-L2 humanas (expuestas
como SEQ ID NO: 36-38, respectivamente) son:

20 PD-L1 humana natural

(también conocida como "muerte celular programada 1 ligando 1", PDCD1LG1, CD274, B7-H, B7H1, PDL1, PD-L1,
PDCD1L1)

25 (Isoforma a)

MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVY
WEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAG
VYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVI
WTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTA
ELVIPELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNS
KKQSDTHLEET (SEQ ID NO: 36)

(Isoforma b)

30
MRIFAVFIFMTYWHLLNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSS

DHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIP
ELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQS
DTHLEET (SEQ ID NO: 37)

PD-L2 humana natural

35 (también conocida como "muerte celular programada 1 ligando 2", PDCD1 LG2, CD273, B7DC, Btdc, PDL2, PDCD1
L2, bA574F11.2)
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MIFLLLMLSLELQLHQIAALFTVTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITAS
LQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKASFHIPQVQVRDEGQYQCIIYGVAWDYK
YLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSVPANTSHSRT
PEGLYQVTSVLRLKPPPGRNFSCVFWNTHVRELTLASIDLQSQMEPRTHPTWLL
HIFIPFCHAFIFIATVIALRKQLCQKLYSSKDTTKRPVTTTKREVNSAI (SEQ ID NO:
38)

El dominio transmembrana de una PD-1 natural es facilmente identificable. Como ejemplo ilustrativo, se ejecutaron
tres programas de prediccion de dominio diferentes en la proteina PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1,
y se determinaron las siguientes regiones de aminoacidos superpuestas para definir un dominio transmembrana: 168-
191, 167 -189 y 169-191. Por lo tanto, un dominio transmembrana esta presente en los aminoacidos 167-191 (por
ejemplo, 168-191, 167-189, y/o 169-191) de la proteina PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1. Por lo tanto,
en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 carece de los aminoacidos 167-191, 168-191, 167-189, y/o 169-191
de la proteina PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1, o la regién correspondiente de otra proteina PD-1
natural. Las secuencias de varios polipéptidos PD-1 natural adicionales (p. €j., caninos, bovinos, ovinos, equinos,
porcinos, de roedores, de ratones, de ratas, felinos, de primates, de monos, de simios, de chimpancés y similares) se
pueden encontrar facilmente y estan faciimente disponibles para un experto en la materia.

Un polipéptido mimético PD-1 adecuado se une especificamente a PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2 en una célula
diana, por ejemplo, en una célula cancerosa) y, por lo tanto, reduce (por ejemplo, bloquea, impide, etc.) la interaccion
entre PD-L y PD-1 (por ejemplo, PD-1 en una célula inmune, por ejemplo, en una célula T). Por lo tanto, un polipéptido
mimético PD-1 en cuestion puede considerarse un receptor sefiuelo disefiado para PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-
L2). Al reducir la interaccion entre PD-L y PD-1, un polipéptido mimético PD-1 en cuestion puede disminuir las sefiales
inhibidoras inmunes producidas por la interaccion PD-L/PD-1y, por lo tanto, puede aumentar la respuesta inmune (por
ejemplo, al aumentar la activacion de las células T).

Un polipéptido mimético PD-1 adecuado comprende la porcidon de PD-1 que es suficiente para unir PD-L1 a una
afinidad reconocible, por ejemplo, alta afinidad, que normalmente se encuentra entre la secuencia de sefial y el dominio
transmembrana, o un fragmento del mismo que retiene la actividad de union. Por lo tanto, un polipéptido mimético PD-
1 en cuestidon puede comprender un dominio de inmunoglobulina, o una porcién del mismo (como se describe a
continuacion) que es suficiente para unir PD-L1 con una afinidad reconocible. Un polipéptido mimético PD-1 en
cuestion (p. ej., un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) puede comprender porciones de una proteina PD-1
natural que no sea el dominio de inmunoglobulina, incluidos, por ejemplo, aminoacidos contiguos de cualquiera de las
secuencias expuestas en SEQ ID NO: 2 y 27-34 (o las secuencias correspondientes de cualquier otra proteina PD-1,
por ejemplo, cualquier otra proteina PD-1 de mamifero).

En algunos casos, la porcion de PD-1 que es suficiente para unir PD-L1 y/o PD-L2 incluye todo o una parte del dominio
de inmunoglobulina de un polipéptido PD-1 natural, que puede ser facilmente identificado por un experto en la materia.
Por ejemplo, una exploracion de la secuencia PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1 revela que la region
de los aminoacidos 35-146 contiene un dominio de inmunoglobulina (Tabla 1). Un polipéptido mimético PD-1 (por
ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) puede incluir todo o una parte del dominio de inmunoglobulina
de PD-1; y puede comprender ademas uno o mas aminoacidos de PD-1 fuera del dominio de inmunoglobulina; y
puede comprender secuencias de aminoacidos distintas de PD-1, que incluyen, sin limitacién, secuencias de la region
Fc de inmunoglobulina.

Tabla 1 Dominios de inmunoglobulina de PD-1 humana natural identificados por diversos softwares de analisis de
secuencia.

Aminoéacidos Dominio Base de datos
35-145 Dominio similar a inmunoglobulina PROSITE
38-128 Dominio V-set de inmunoglobulina Pfam

39-145 Subtipo de inmunoglobulina SMART
39-146 Doblez similar a inmunoglobulina GENE3D
49-125 Inmunoglobulina Tipo V (IGv); subgrupo V-set de inmunoglobulina SMART
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Aminoacidos Dominio Base de datos
42-136 IgV; Dominio variable de inmunoglobulina (IgV) NCBI
39-125 Similar a IG; similar a inmunoglobulina NCBI

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o
mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, a
la region correspondiente de un polipéptido PD-1 natural) (por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamifero; la
proteina PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1, y similares).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas , 99,2 % o mas, 99,5 %
0 mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a un dominio de inmunoglobulina de un
polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, un dominio V-set de inmunoglobulina o un dominio Tipo V de inmunoglobulina
(dominio IGv); un doblez similar a inmunoglobulina; un dominio variable de inmunoglobulina; un dominio similar a
inmunoglobulina y similares). Las secuencias de varios polipéptidos PD-1 natural adicionales (p. €j., caninos, bovinos,
ovinos, equinos, porcinos, de roedores, de ratones, de ratas, felinos, de primates, de monos, de simios, de chimpancés
y similares) se pueden encontrar facilmente y estan facilmente disponibles para un experto en la materia.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o
mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a una regién que contiene un dominio de
inmunoglobulina de la secuencia de aminoacidos PD-1 humanos expuesta en SEQ ID NO: 1; o la region
correspondiente a otra proteina PD-1 natural (p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero). En algunos casos, un
polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o
mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas,
99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a aminoacidos 35-145 (SEQ ID NO: 27), 38-128 (SEQ ID NO: 28),
39-145 (SEQ ID NO: 29), 39-146 (SEQ ID NO: 30), 49-125 (SEQ ID NO: 31), 42-136 (SEQ ID NO: 32), 39-125 (SEQ
ID NO: 33), 35-146 (SEQ ID NO: 34), 1-166 (SEQ ID NO: 35), y/o 26-147 (SEQ ID NO: 2) de la secuencia de
aminoacidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la region correspondiente a otra
proteina PD-1 natural (p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-
1 incluye los aminoacidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-146, 49-125, 42-136, 39-125, 35-146, 1-166 y/o 26-147 (SEQ
ID NO: 2) de la secuencia de la proteina PD-1 humana natural (secuencia de aminoacidos) expuesta en SEQ ID NO:
1; o la regién correspondiente de otra proteina PD-1 natural (por ejemplo, otra proteina PD-1 natural de mamifero).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o
mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoacidos del polipéptido
mimético PD-1 natural expuesta en SEQ ID NO: 2 (es decir, el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO:
2); o la region correspondiente a otra proteina PD-1 natural (p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero). El
polipéptido expuesto en SEQ ID NO: 2 es un fragmento de proteina (aminoacidos 26-147) de la proteina PD-1 humana
natural (SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2 incluye un dominio de
inmunoglobulina del polipéptido PD-1 humano natural. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2 (es decir, los aminoacidos 26-147 de la secuencia de la proteina
PD-1 humana expuesta en SEQ ID NO: 1) (es decir, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye el
fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2); o la regidn correspondiente de otra proteina PD-1 natural,
por ejemplo, otra proteina PD-1 natural de mamifero.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas , 99,2 % o mas, 99,5 %
o mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o0 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoacidos expuesta en
cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 %
0 mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia para cualquiera de SEQ ID
NO: 3-25, SEQ ID NO: 2-23, SEQ ID NO: 3-23, SEQ ID NO: 24-25, etc.). En algunos casos, un polipéptido mimético
PD-1 incluye la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, SEQ ID NO: 3-
25, SEQ ID NO: 2-23, SEQ ID NO: 3-23, SEQ ID NO: 24-25, etc.).

En esta invencion se hace referencia a un polipéptido mimético PD-1 que no tiene mutaciones en relacién con la region
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correspondiente de una proteina PD-1 natural (es decir, donde el polipéptido mimético PD-1 es un fragmento de una
proteina natural) como un "polipéptido mimético PD-1 nativo". Un polipéptido mimético PD-1 nativo puede usarse como
control en varios aspectos, por ejemplo, en algunos casos al determinar si un polipéptido mimético PD-1 es un
"polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad".

Polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Un "polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad" es un polipéptido mimético

PD-1 (como se definié anteriormente, y por lo tanto carece de un dominio transmembrana de una proteina PD-1 natural)
que tiene una mutacién de aminoacidos (es decir, un cambio de aminoacido) en relacion con una proteina PD-1 natural,

(por ejemplo, en relacion con la regién correspondiente de una proteina PD-1 natural, en relacion con el ectodominio

de una proteina PD-1 natural, en relacion con el dominio de inmunoglobulina de una proteina PD-1 natural, en relacién

con un polipéptido mimético PD-1 nativo, etc.), donde la mutacién de aminoacidos aumenta la afinidad del polipéptido

mimético PD-1 por PD-L1 de modo que la afinidad del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad para PD-L1 es mayor
que la afinidad de la proteina PD-1 natural (y/o el polipéptido mimético PD-1 nativo correspondiente) para PD-L1. Por
ejemplo, la mutacion de aminoacidos puede aumentar la afinidad al disminuir la tasa de desactivacién en al menos 10

veces, al menos 20 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces 0 mas.

Segun la presente descripcion, las mutaciones (es decir, cambios) de aminoacidos incluyen cualquier modificacion de
aminoacidos producida de forma natural o artificial conocida o descubierta posteriormente en el campo. En algunas
realizaciones, los cambios de aminoacidos incluyen, por ejemplo, sustitucion, delecién, adicion, insercién, etc. de uno
0 mas aminoacidos. En algunas realizaciones, los cambios de aminoacidos incluyen reemplazar un aminoéacido
existente con otro aminoéacido. En realizaciones relacionadas, los cambios de aminoacidos incluyen reemplazar uno o
mas aminoacidos existentes con aminoacidos no naturales, o insertar uno o mas aminoacidos no naturales. Los
cambios de aminoacidos pueden realizarse en 1 o0 mas (por ejemplo, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7
o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o
mas, 19 o mas, 20 o mas, etc.) residuos de aminoacidos en relacion con una secuencia natural. El uno o mas cambios
de aminoacidos pueden conferir varias propiedades al polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, por ejemplo,
afectando la estabilidad, la actividad de unién y/o especificidad, efc.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2 0 mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 0 mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacion con
un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, en relacién con la regiéon correspondiente de un polipéptido PD-1 natural)
(por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamifero; la proteina PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1,
y similares).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2o mas, 3omas, 4 omas, 5o mas, 6 omas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacion con el
dominio de inmunoglobulina de un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, aminoacidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-
146, 49-125, 42-136, 39-125, 35-146, 1-166 y/o 26-147 (SEQ ID NO: 2) de la secuencia de aminoacidos del polipéptido
PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la regién correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.ej., otra
proteina PD-1 natural de mamifero). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un
cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 0 mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o
mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20
cambios de aminoacidos) en relacion con el ectodominio de un polipéptido PD-1 natural.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2 o mas, 30 mas, 4 o mas, 5o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 0 mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacién con la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un "polipéptido mimético PD-1 nativo", como se definio
anteriormente); o la region correspondiente de otra proteina PD-1 natural, por ejemplo, otra proteina PD-1 natural de
mamifero. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por
ejemplo, 1 o mas, 2 o mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 0 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12
o mas, 13 0 mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en
relacion con la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (p.ej., en relacion con
cualquiera de SEQ ID NO: 3-25, SEQ ID NO: 2-23, SEQ ID NO: 3-23, SEQ ID NO: 24-25, etc.).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2o mas, 3omas, 4 omas, 5omas, 6 omas, 7 o mas, 8o mas, 9o mas, 10 o mas, 11 omas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacién con
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un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, en relacién con la regiéon correspondiente de un polipéptido PD-1 natural)
(por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamifero; la proteina PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1,
y semejantes, e incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o mas (por
ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o
mas, o 100 % de identidad de secuencia) a un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, a la regién correspondiente de
un polipéptido PD-1 natural) (por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamifero; la proteina PD-1 natural humana
expuesta en SEQ ID NO: 1, y similares).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2o mas, 3omas,4omas, 5omas, 6 omas, 7 omas, 8omas, 9o mas, 10 o mas, 11 omas, 12 o mas, 13 0
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacién con el
dominio de inmunoglobulina de un polipéptido PD-1 natural; o la region correspondiente de otra proteina PD-1 natural,
por ejemplo, otra proteina PD-1 natural de mamifero, e incluye una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 %
0 mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) al dominio de inmunoglobulina de un
polipéptido PD-1 natural (p. €j. , aminoacidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-146, 49-125, 42-136, 39-125, 0 35-146 de la
secuencia de aminoacidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1); o la region
correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.€j., otra proteina PD-1 natural de mamifero.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2 o mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o més, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacion con
los aminoacidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-146, 49-125, 42-136, 39-125, 35-146, 1-166 y/o 26-147 (SEQ ID NO: 2)
de la secuencia de aminoacidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1); o la region
correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero; e incluye una secuencia
de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas,
99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a los
aminoacidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-146, 49-125, 42-136, 39-125, 35-146, 1-166 y/o 26-147 (SEQ ID NO: 2) de
la secuencia de aminoacidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la region
correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2 o mas, 30 mas, 4 o mas, 5o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacion con la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2); o la regién correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.gj.,
otra proteina PD-1 natural de mamifero; e incluye una secuencia de aminoacidos que tiene identidad de secuencia de
85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o0 mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 %
o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:2;
o la region correspondiente a otra proteina PD-1 natural, p.ej., otra proteina PD-1 natural de mamifero.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 1 o
mas, 2o mas, 3omas, 4 omas, 5omas, 6 omas, 7 o mas, 8o mas, 9o mas, 10 o mas, 11 omas, 12 o mas, 13 o
mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 19 o mas, o 20 cambios de aminoacidos) en relacion con la
secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, en relacion con cualquiera de
SEQ ID NO: 3-25, SEQ ID NO: 2-23, SEQ ID NO: 3-23, SEQ ID NO: 24-25, etc.); e incluye una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o mas (por ejemplo, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o
mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas , 99,9 % o mas, o 100 % de identidad de secuencia) a
la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, 85 % o mas, 90 % o mas,
95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o mas, 99,2 % o mas, 99,5 % o mas, 99,8 % o mas, 99,9 % o mas, o 100 % de
identidad de secuencia con cualquiera de SEQ ID NO: 3-25, SEQ ID NO: 2-23 , SEQ ID NO: 3-23, SEQ ID NO: 24-25,
etc.).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoacidos (por ejemplo, 2 o
mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 0o mas, 14 o
mas, 15 0o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 14 o mas o 15 cambios de aminoacidos) ubicados en las posiciones
de aminoacidos de PD-1 que hace contacto con PD-L1. Por ejemplo, en algunos casos, el uno o mas (por ejemplo, 2
omas, 30 mas, 4 omas, 50 mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas, 13 o mas, 14
omas, 150 mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 14 o mas, 15 0 mas) cambios de aminoacidos se encuentran en una
posicion de aminoacidos, en relacién con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humano) expuesto en SEQ ID NO:
2 (que es un fragmento de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de entre: V39, N41, Y43, M45,
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S48, N49, Q50, T51, D52, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, P105, K106 y A107; o la posicion de
aminodcidos correspondiente en relacion con otra proteina PD-1 natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcién incluye un cambio de aminoacidos
(por ejemplo, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o mas, 12 o mas,
13 0 mas, 14 o mas, 15 o mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o méas, 14 o mas o 15 cambios de aminoacidos) ubicados en
una posicion de aminoacido en relacion con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID
NO: 2 (que es un fragmento de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de entre: V39, L40, N41,
Y43, R44, M45, S48, N49, Q50, T51, D52, K53, A56, Q63, G65, Q66, V72, H82, M83, R90, Y96, L97, A100, S102,
L103, A104, P105, K106, y A107; o la posicion de aminoacidos correspondiente en relaciéon con otra proteina PD-1
natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcion incluye cambios de aminoacidos
ubicados en las posiciones de aminodacidos, en relacién con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humana)
expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de
entre: (a) V39, N41, Y43, M45, S48, N49, Q50, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106, y A107, o las
posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (b) V39, N41, Y43, M45, S48,
Q50, T51, D52F, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106, y A107, o las posiciones de aminoacidos
correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural; (c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97,
A100, y A107, o las posiciones de aminodacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (d) V39,
L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, M83, L97, y A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion
con otra proteina PD-1 natural; (e) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, H82, M83, L97, A100, y A107, o las
posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; (f) V39, L40, N41, Y43, M45,
N49, K53, M83, L97, A100, y A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacidon con otra proteina
PD-1 natural; (g) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100, y A107, o las posiciones de aminoacidos
correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; y (h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100, y
A107, o las posiciones de aminoacidos correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural. Por ejemplo,
consultar Fig. 3.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcion incluye uno o mas cambios de
aminoacidos (por ejemplo, 2 0 mas, 3 o mas, 4 o mas, 5 o mas, 6 o mas, 7 o mas, 8 o mas, 9 o mas, 10 o mas, 11 o
mas, 12 o mas, 13 o mas, 14 o mas, 15 0 mas, 16 o mas, 17 o mas, 18 o mas, 14 o mas o 15 cambios de aminoacidos)
en relacion con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento
de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de entre: (1) V39H o V39R; (2) L40V o L40I; (3) N41I
o N41V; (4) Y4A3F o Y43H; (5) R44Y o R44L; (6) M45Q, M45E, M45L, o M45D; (7) S48D, S48L, S48N, S48G, o S48V;
(8) N49C, N49G, N49Y, o N49S; (9) Q50K, Q50E, o Q50H; (10) T51V, T51L, o T51A; (11) D52F, D52R, D52Y, o D52V;
(12) K53T o K53L; (13) A56S o A56L; (14) Q63T, Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P; (15) G65N, G65R, G65I, G65L, GB65F, 0
G65V; (16) Q66P; (17) V72I; (18) H82Q; (19) M83L o M83F; (20) R90K; (21) YI96F; (22) L97Y, L97V, o L971; (23) A100I
0 A100V; (24) S102T o S102A; (25) L103l, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D; (27) P105A; (28) K106G,
K106E, K1061, K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A1071, 0 A107V; o un cambio que da como resultado el mismo
aminoacido en la posicién correspondiente en relacién con otra proteina PD-1 natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcion incluye cambios de aminoacidos,
en relacion con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humana) expuesto en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento
de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de entre:

(a) {V39H o V39R}, {N41l o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o
S48V}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {Q50K, Q50E, o Q50H}, {K53T o K53L}, {A56S o A56L}, {Q63T, Q63l, Q63E,
Q63L, 0 Q63P}, {G65N, G65R, G65I, G65L, G65F, 0 G65V}, {Q66P}, {LI7Y, L97V, 0 L971}, {S102T o S102A}, {L103lI,
L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A1071,
o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en
relacion con otra proteina PD-1 natural;

(b) {V39H 0 V39R}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o
S48V}, {Q50K, Q50E, o Q50H}, {T51V, T51L, o T51A}, {D52F, D52R, D52Y, o D52V}, {K53T o K53L}, {A56S o
A56L}, {Q63T, Q63l, Q63E, Q63L, o Q63P}, {G65N, G65R, G65I, G65L, G65F, 0 G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o
LO971}, {S102T o S102A}, {L103l, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V,
K106R, o K106T}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las
posiciones correspondientes con respecto a otra proteina PD-1 natural;

(c) {V39H o V39RY}, {L40V o L40I}, {N41] o N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D},
{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, {A100l o A100V}, y {A107P,
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A1071, 0 A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes
en relacion con otra proteina PD-1 natural;

(d) {V39H o0 V39R}, {L40V o L40I}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {Q66P}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, y {A107P, A1071, o A107V}; o
cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra
proteina PD-1 natural;

(e) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {Q66P}, {H82Q}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, {A100l 0 A100V}, y {A107P,
A1071, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes
en relacion con otra proteina PD-1 natural;

(f) {V39H o V39R}, {L40V o L40l}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L971}, {A1001 0 A100V}, y {A107P, A1071, 0o A107V};
0 cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con
otra proteina PD-1 natural;

(9) {V39H o0 V39R}, {L40V o L40I}, {N411 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D},
{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L971}, {A100l o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V};
o0 cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con
otra proteina PD-1 natural;

(h) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L971}, {A1001 0o A100V}, y {A107P, A1071, o A107V}; o cambios que
dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relaciéon con otra proteina PD-
1 natural; Por ejemplo, consultar Fig. 3.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripcion incluye cambios de aminoacidos,
en relacion con el fragmento de proteina (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento
de proteina de la proteina PD-1 natural humana), seleccionada de entre:

(a) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48G, N49Y, Q50E, K53T, A56S, Q63T, G65L, Q66P, L97V, S102A, L103F, A104H,
K106V, y A1071; o cambios que dan como resultado los mismos aminoéacidos en las posiciones correspondientes
en relacion con otra proteina PD-1 natural;

(b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L971, S102T, L103F,
A104D, K106R, y A107l; o cambios que dan como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones
correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural;

(c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100I, y A1071; o cambios que dan como
resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural;
(d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P, M83L, L97V, y A1071; o cambios que dan como resultado
los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural;

(e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L, L97V, A100V, y A1071; o cambios que dan
como resultado los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con otra proteina PD-1
natural;

(f) V39H, L40I, N411, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan como resultado
los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural;

(g) V39H, L40V, N411, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A1071; o cambios que dan como resultado
los mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacién con otra proteina PD-1 natural;

(h) V39H, L40V, N411, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A1071; o cambios que dan como resultado los
mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural; e

(i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107] o cambios que dan como resultado los
mismos aminoacidos en las posiciones correspondientes en relacion con otra proteina PD-1 natural. Por ejemplo,
consultar Fig. 3.

Afinidad

Como el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion tiene una mayor afinidad por PD-L1 en comparacién
con la afinidad por PD-L1 de una proteina PD-1 natural, y/o en comparacion con la afinidad por PD-L1 de un polipéptido
mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoacidos en relacion con una secuencia correspondiente de un
polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo, como se definioé anteriormente).

En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad tiene una K¢ de 1 x 107 M o menos (e.g., 108
M o menos, 10° M o menos, 101 M o menos, 10" M o menos, 102 M o menos, 10"'®* M o menos, 104 M o menos,
10"®* M o menos, o 107" M o0 menos) para PD-L1. En algunos casos, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
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tiene una afinidad por PD-L1 en un intervalo de 1 fM a 1 uyM (por ejemplo, de 1 fM a 800 nM, de 10 fM a 500 nM, de
100 fM a 100 nM, de 500 fM a 50 nM, de 800 fM a 50 nM, de 1 pM a 50 nM, de 10 pM a 50 nM, de 50 pM a 50 nM, de
100 pM a 50 nM, de 500 fM a 100 nM, de 800 fM a 100 nM, de 1 pM a 100 nM, de 10 pM a 100 nM, de 50 pM a 100
nM, o de 100 pM a 100 nM). En algunos casos, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se une a PD-L1 con una
afinidad de 1 yM o mayor (por ejemplo, 800 nM o mayor, 500 nM o mayor, 200 nM o mayor, 100 nM o mayor, 50 nM o
mayor, 10 nM o mayor, 1 nM o mayor, 900 pM o mayor, 750 pM o mayor, 500 pM o mayor, 200 pM o mayor, 100 pM o
mayor, 10 pM o mayor, 1 pM o mayor, etc.) (donde la afinidad aumenta con valores decrecientes).

En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad tiene una afinidad por PD-L1 que es 2 veces
o mas (por ejemplo, 5 veces o mas, 10 veces o mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000 veces o mas, 5000
veces o0 mas, 10* veces o mas, 10% veces o mas, 10° veces o mas, 107 veces o mas, 108 veces o mas, etc.) mayor
que la afinidad por PD-L1 de una proteina PD-1 natural; y/o 2 veces o mas (por ejemplo, 5 veces o mas, 10 veces o
mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000 veces o mas, 5000 veces o mas, 10* veces o mas, 10° veces o mas,
108 veces o0 mas, 107 veces o mas, 108 veces o mas, etc.) mayor que la afinidad por PD-L1 de un polipéptido mimético
PD-1 que no tiene un cambio de aminoacidos en relacién con una secuencia correspondiente de un polipéptido PD-1
natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo, como se definié anteriormente).

En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad tiene una vida media de disociacién por PD-
L1 que es 2 veces o mas (por ejemplo, 5 veces o mas, 10 veces o mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000
veces 0 mas, 5000 veces o mas, 10* veces o mas, 10° veces o mas, 10° veces o mas, 107 veces o mas, 108 veces o
mas, etc.) mayor que la vida media de disociacion por PD-L1 de una proteina PD-1 natural; y/o 2 veces o mas (por
ejemplo, 5 veces o mas, 10 veces o mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000 veces o mas, 5000 veces o0 mas,
10* veces o0 mas, 10° veces o mas, 10° veces o mas, 107 veces o mas, 108 veces o mas, etc.) mayor que la vida media
de disociaciéon por PD-L1 de un polipéptido mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoacidos en relacion con
una secuencia correspondiente de un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo,
como se definié anteriormente). Por ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 nativo (como se definio
anteriormente) tiene una vida media de disociacién para PD-L1 de menos de 1 segundo, mientras que un polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién puede tener una vida media de disociacién de 5 segundos o mas (por
ejemplo, 30 segundos 0 mas, 1 minuto o mas, 5 minutos o mas, 10 minutos o mas, 20 minutos o mas, 30 minutos o
mas, 40 minutos o mas, etc.). Por ejemplo, la mutacién de aminoacidos de un polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad en cuestién puede aumentar la afinidad al disminuir la tasa de desactivacion en al menos 10 veces, al menos
20 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces o mas.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion tiene una afinidad disminuida por PD-L2
en comparacion con la afinidad por PD-L2 de un polipéptido mimético PD-1 correspondiente que no tiene un cambio
de aminoacido relativo al polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, una afinidad disminuida por PD-L2 en comparacién
con la afinidad por PD-L2 de un polipéptido mimético PD-1 nativo correspondiente, como se definié anteriormente).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion tiene una mayor afinidad por PD-L1 que
por PD-L2. Por ejemplo, en algunos casos, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién se une
especificamente a PD-L1, pero no a PD-L2. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en
cuestion tiene una afinidad por PD-L2 que se caracteriza por una Kq (constante de disociacion) que es 2 veces o mas
(por ejemplo, 5 veces o mas, 10 veces o mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000 veces o mas, 5000 veces o
mas, 10* veces o mas, 10° veces o mas, 10° veces o mas, 107 veces o mas, 108 veces o mas, etc.) mayor que la Kgq
que caracteriza la afinidad del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad por PD-L1. En otras palabras, en algunos
casos, la afinidad de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad por PD-L1 puede ser 2 veces o mas (por ejemplo,
5 veces 0 mas, 10 veces o mas, 100 veces o mas, 500 veces o mas, 1000 veces o mas, 5000 veces o mas, 10* veces
o mas, 10% veces o mas, 108 veces o mas, 107 veces o mas, 108 veces o mas, etc.) mayor que la afinidad del polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestiéon por PD-L2.

La afinidad para unirse a PD-L1 y/o PD-L2 puede determinarse, por ejemplo, por la capacidad de un polipéptido
miméticos PD-1 de alta afinidad para unirse a PD-L1 y/o PD-L2 recubierto en una placa de ensayo; exhibido en una
superficie celular microbiana; en solucion; etc. La actividad de unién de de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad
de la presente descripcion a PD-L1 y/o PD-L2 se puede analizar inmovilizando el ligando (p. €j., PD-L1 y/o PD-L2) o
el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad a una perla, sustrato, célula, etc. Los agentes pueden agregarse en un
tampon apropiado y los comparieros de unidn se incuban durante un periodo de tiempo a una temperatura dada.
Después de los lavados para eliminar el material no unido, la proteina unida puede liberarse con, por ejemplo, SDS,
tampones con un pH alto y similares y analizarse. Por ejemplo, ver la Fig. 4, que representa graficas de Resonancia
de Plasmones Superficiales (RPS) (es decir, resultados de experimentos RPS que probaron la capacidad de un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad para unirse a PD-L1).
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La unién también se puede determinar, por ejemplo, midiendo la capacidad de un polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad no etiquetado para competir con un polipéptido PD-1 etiquetado (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1
nativo etiquetado, como se definié anteriormente) para la union a PD-L1 (para ejemplos, ver Fig. 5A-5C y Fig. 6A-6B).
Por consiguiente, la union relativa se puede evaluar comparando los resultados usando un polipéptido mimético PD-1
de alta afinidad candidato sin etiquetar con los resultados usando un polipéptido mimético PD-1 nativo sin etiquetar
(como se definié anteriormente, un polipéptido mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoacidos en relacién con
la secuencia correspondiente de un PD-1 natural).

Se puede usar cualquier procedimiento conveniente para generar un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en
cuestion. Como un ejemplo no limitativo, la mutagénesis se puede realizar (comenzando con un polipéptido mimético
PD-1 nativo, o comenzando con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad con el fin de generar un polipéptido con
una afinidad aun mayor) para generar colecciones de polipéptidos miméticos PD-1 mutados. La mutagénesis puede
ser una diana para producir cambios en aminoacidos particulares, o la mutagénesis puede ser aleatoria. Los
polipéptidos miméticos PD-1 mutados pueden ser detectados a continuaciéon por su capacidad para unirse a una
proteina PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2). Por ejemplo, una proteina PD-L (o una variante de una proteina PD-L,
por ejemplo, una versién que carece de un dominio transmembrana) se puede etiquetar (por ejemplo, con una etiqueta
directa como un radioisétopo, una fraccién fluorescente, etc.; o con una etiqueta indirecta como un antigeno, una
etiqueta de afinidad, biotina, etc.) y a continuacién se puede usar para contactar los polipéptidos miméticos PD-1 de
alta afinidad candidatos (p. €j., donde los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad candidatos puede unirse a una
superficie solida o mostrarse en la membrana de una célula, por ejemplo, una célula de levadura). Al variar la
concentracion de PD-L utilizada, se pueden identificar polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad entre los
candidatos (es decir, entre la coleccién de polipéptidos miméticos PD-1 mutados). Ver Fig. 2A-2B para un ejemplo no
limitante de cdmo se puede identificar un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion.

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la presente descripcion es una proteina de
fusién, por ejemplo, fusionada en marco con un segundo polipéptido (un compafiero de fusién). En algunas
realizaciones, el segundo polipéptido es capaz de aumentar el tamario de la proteina de fusién, por ejemplo, para que
la proteina de fusiéon no se elimine de la circulacion rapidamente. Como la penetracién en el tejido (es decir, la
capacidad de penetrar en los tejidos) puede ser una clara ventaja de usar un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
en cuestiéon debido a su tamanio relativamente pequefo (por ejemplo, en comparacion con una proteina mucho mas
grande como un anticuerpo, por ejemplo , un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L), en algunos casos, un polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad no se fusiona con un segundo polipéptido, o se fusiona con un segundo polipéptido
que es lo suficientemente pequefio como para no limitar la penetracion tisular del polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad a un nivel inaceptable (que dependeria del contexto del procedimiento particular y/o resultado deseado). Por
lo tanto, en algunos casos, el segundo polipéptido (es decir, el polipéptido al que se fusiona un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad en cuestion) es de 200 aminoacidos o menos (por ejemplo, 190 aminoacidos o menos, 180
aminoacidos o menos, 170 aminoacidos o menos, 160 aminoacidos o menos, 150 aminoacidos o menos, 140
aminoacidos o menos, 130 aminoacidos o menos, 120 aminoacidos o menos, 110 aminoacidos o menos, 100
aminoacidos o menos, 90 aminoacidos acidos o menos, 80 aminoacidos o menos, 70 aminoacidos o menos, 60
aminoacidos o menos, 50 aminoacidos o menos, 40 aminoacidos o menos, o 30 aminoacidos o menos). En algunos
casos, la proteina de fusién tiene un peso molecular promedio de 200 kD o menos, 150 kD o menos, 100 kD o menos,
90 kD o menos, 80 kD o menos, 70 kD o menos, 60 kD o menos, 50 kD o menos, 40 kD o menos, o 30 kD o menos.

En algunas realizaciones, el segundo polipéptido es parte o la totalidad de una regidon Fc de inmunoglobulina (por
ejemplo, una region Fc de inmunoglobulina humana) (por ejemplo, una secuencia Fc de anticuerpos, un dominio CH3
y similares). En otras realizaciones, el segundo polipéptido es cualquier polipéptido adecuado que es sustancialmente
similar a un Fc, por ejemplo, que proporciona dominios de multimerizacién de mayor tamafio, y/o union adicional o
interaccion con moléculas de Ig. Estas proteinas de fusion pueden facilitar la purificacion, la multimerizacion y mostrar
una vida media aumentada in vivo. Las proteinas de fusion que tienen estructuras multiméricas unidas por disulfuro
también pueden ser mas eficientes en la union y neutralizacion de otras moléculas que un polipéptido mimético PD-1
monomeérico de alta afinidad.

Cuando se fusiona con un polipéptido heterdlogo, la porciéon correspondiente al polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad puede denominarse como la "porcion de polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad". Los polipéptidos
mimeéticos PD-1 de alta afinidad (por ejemplo, la porcion de polipéptido miméticos PD-1 de alta afinidad) pueden tener
70 aminoacidos o mas de longitud (por ejemplo, 75 aminoacidos o mas, 80 aminoacidos o mas, 85 aminoacidos o
mas, 90 aminoacidos o mas, 95 aminoacidos o mas, 100 aminoacidos o mas, 105 aminoacidos o mas, 110
aminoacidos o mas, 115 aminoacidos o mas, 120 aminoacidos o mas, 125 aminoacidos o mas, o 130 aminoacidos o
mas), hasta la longitud total de la porcién de la proteina natural que es N-terminal al dominio transmembrana (p. €j.,
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165-170 aminoacidos para la proteina PD-1 humana), y puede ademas fusionarse con un polipéptido heterélogo, por
ejemplo, una inmunoglobulina Fc. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad (por ejemplo, la
porcion de polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) tiene una longitud en un intervalo de 70 aminoacidos a 170
aminoacidos (por ejemplo, de 70 aminoacidos a 166 aminoacidos), de 75 aminoacidos a 170 aminoacidos, de 80
aminoacidos a 170 aminoécidos, etc.).

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se fusiona o se une de otro modo a una
secuencia de inmunoglobulina para formar una proteina quimérica. La secuencia de inmunoglobulina puede ser un
dominio o dominios constantes de inmunoglobulina. La fraccién de inmunoglobulina en tales quimeras puede
obtenerse de cualquier especie, generalmente humana, e incluye los subtipos IgG1, IgG2, IgG3 o 1gG4, IgA, IgE, IgD
o IgM. La fracciéon de inmunoglobulina puede comprender uno o mas dominios, por ejemplo, CH1, CH2, CH3, efc.

Las quimeras construidas a partir de una secuencia unida a una secuencia de dominio constante de inmunoglobulina
apropiada son conocidas en la materia. En tales fusiones, el polipéptido quimérico codificado puede retener al menos
dominios funcionalmente activos bisagra, CH2 y CH3 de la regiéon constante de una cadena pesada de
inmunoglobulina. Las fusiones también se hacen al extremo C de la porcion 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 fusién no es critico; los sitios particulares son bien conocidos y pueden seleccionarse para
optimizar la actividad bioldgica, la secreciéon o las caracteristicas de union del polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad:quimeras de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad:quimeras de inmunoglobulina se ensamblan como mondémeros, o hetero u homo multimeros, y en algunos
casos como dimeros o tetrameros.

Aunqgue no se requiere la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina, se puede incluir una cadena ligera de
inmunoglobulina, asociada covalentemente a un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad:polipéptido de fusion de
cadena pesada de inmunoglobulina, o directamente fusionado al polipéptido. Se puede usar una construccién de
cadena simple para proporcionar regiones constantes de cadena pesada y ligera.

En otras construcciones de proteinas de fusién, el segundo polipéptido es una secuencia marcadora, como un péptido
que facilita la purificacion del polipéptido fusionado. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos marcadora 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 otras, muchas de las cuales estan comercialmente disponibles. Conforme descrito en
Gentz y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 86: 821-824, 1989, por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una
purificacion conveniente de la proteina de fusion. Otra etiqueta peptidica util para la purificacién, la etiqueta "HA",
corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe. Wilson y col., Cell 37: 767, 1984. La
adicion de fracciones de péptidos para facilitar el manejo de polipéptidos son técnicas familiares y rutinarias en la
materia.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién es multivalente (por ejemplo, tetravalente).

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden ser monoméricos o multiméricos, es decir, dimero, trimero,
tetramero, efc. Por ejemplo, uno o mas dominios de unién a PD-L1 (y/o PD-L2) pueden estar unidos covalentemente
0 no covalentemente, por ejemplo, como una proteina de fusién; disulfuro unido; a través de la unién de biotina a
avidina, estreptavidina, etc. Dichos polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad monoméricos o multiméricos son
utiles como agentes simples para estimular una respuesta inmune (por ejemplo, para estimular una respuesta inmune
general y/o para estimular una respuesta dirigida a una célula que expresa PD-L1, por ejemplo, una célula cancerosa);
0 en combinacion con otros agentes de union, por ejemplo, anticuerpos monoclonales.

Por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede tener un compariero de fusion donde el
compainiero de fusiéon proporciona un dominio de multimerizacion (es decir, un dominio que facilita la multimerizacion,
por ejemplo, un dominio que facilita la dimerizacion). Por ejemplo, un compafero de fusién puede ser cualquier dominio
de interaccion proteina-proteina conveniente (por ejemplo, un motivo de cremallera de leucina, un polipéptido synzip
(un par de polipéptidos), un dominio CH 3 y similares).

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad de la presente descripcion pueden modificarse, por ejemplo, unirse
a una amplia variedad de otros oligopéptidos o proteinas para una variedad de propésitos. Por ejemplo, modificado
postraduccionalmente, por ejemplo por prenilacion, acetilacién, amidacién, carboxilacion, glicosilacién, PEGilacion
(unién covalente de cadenas de polimeros de polietilenglicol (PEG)), etc. Dichas modificaciones también pueden incluir
modificaciones de la glucosilacion, por ejemplo, las realizadas modificando los patrones de glucosilacion de un
polipéptido durante su sintesis y procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, exponiendo
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el polipéptido a enzimas que afectan la glucosilacién, tales como las enzimas de glucosilaciéon o desglucosilaciéon de
mamiferos. En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion tiene uno o mas
residuos de aminoacidos fosforilados, por ejemplo, fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.

En algunas otras realizaciones, los polipéptidos miméticos PD-1 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, variantes de la presente
descripcién incluyen ademas analogos que contienen residuos distintos de L-aminoacidos que se producen
naturalmente, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos sintéticos que no se producen naturalmente. Los D-
aminodcidos pueden ser sustituidos por algunos o todos los residuos de aminoacidos.

Ademas de su uso como tratamiento para diversos trastornos y enfermedades, los polipéptidos miméticos PD-1 de
alta afinidad son utiles, por ejemplo, como adyuvante para aumentar la funcién inmune (por ejemplo, cuando se
combina con un agente de unién especifico, por ejemplo, un anticuerpo, en algunos casos a un anticuerpo especifico
de células tumorales como se define en esta invencion) (por ejemplo, estimulando o reduciendo la inhibicién de varias
células inmunes, tales como macrofagos, células dendriticas, neutrofilos, granulocitos, células presentadoras de
antigeno, células Ty similares).

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad también son utiles como agentes de formacién de imagenes, por
ejemplo, cuando se conjugan con una etiqueta detectable, que puede usarse para diversos fines, por ejemplo, como
reactivos de diagnéstico. Por ejemplo, en algunos casos, un procedimiento en cuestion es un procedimiento de
diagnostico o prondstico de cancer en un individuo (por ejemplo, un cancer en el que la presencia, nivel, y/o ubicacion
de PD-L1 detectable puede ser diagnéstico y/o prondstico).

En algunas realizaciones de la descripcion, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad esta acoplado o conjugado
a una o mas fracciones para imagenes, es decir, una etiqueta detectable. Como se usa en esta invencion, "fraccion
citotdxica" se refiere a una fraccion que inhibe el crecimiento celular o promueve la muerte celular cuando se aproxima
a o es absorbida por la célula. Fracciones citotoxicas adecuadas a este respecto incluyen isétopos radiactivos
(radionuclidos), agentes quimiotéxicos tales como inductores de diferenciacién y farmacos quimiotoxicos pequefios,
proteinas de toxina y derivados de los mismos.

Tal como se utiliza en esta invencion, "fraccion para imagenes"”, o etiqueta detectable, se refiere a una fraccién que
puede utilizarse para aumentar el contraste entre un tumor y el tejido sano circundante en una técnica de visualizacion,
por ejemplo, radiografia, tomografia por emisién de positrones (TEP), imagenes por resonancia magnética (IRM),
inspeccion visual directa o indirecta. Por lo tanto, las fracciones para imagenes adecuadas incluyen fracciones para
radiografias, por ejemplo, metales pesados y fracciones emisoras de radiacion, fracciones emisoras de positrones,
fracciones de contraste de resonancia magnética y fracciones Opticamente visibles (por ejemplo, colorantes
fluorescentes o de espectro visible, particulas visibles, efc. Un experto en la materia apreciara que existe cierta
superposicion entre lo que es una fraccion terapéutica y lo que es una fraccion para imagenes.

En general, los agentes terapéuticos o de imagen pueden conjugarse con una fraccion de polipéptido mimético PD-1
de alta afinidad mediante cualquier técnica adecuada, con la consideracion apropiada de la necesidad de estabilidad
farmacocinética y una toxicidad global reducida para el paciente. Una reaccién directa entre un agente y PD-L1 es
posible cuando cada uno posee un grupo funcional capaz de reaccionar con el otro. Por ejemplo, un grupo nuclecfilico,
como un grupo amino o sulfhidrilo, puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene carbonilo, como un
anhidrido o un haluro de acido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (p. ej., un haluro)
Alternativamente, se puede usar 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 una variedad de reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto
homo como heterofuncionales (como los 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 residuos de carbohidratos oxidados. Existen numerosos antecedentes que
describen dicha metodologia. Alternativamente, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se une a la fraccién
citotoxica o para imagenes mediante el uso de un par de unidon no covalente, tal como estreptavidina/biotina, o
avidina/biotina. En estas realizaciones, un miembro del par esta acoplado covalentemente a un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad y el otro miembro del par de unién esta acoplado covalentemente a la fraccién citotdxica o para
imagenes. Puede ser conveniente acoplar mas de una fraccion citotdxica y/o para imagenes. Al realizar una derivacion
multiple del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, se pueden implementar simultdaneamente varias estrategias,
se puede hacer que un anticuerpo sea util como agente de contraste para varias técnicas de visualizacién, o se puede
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etiquetar un anticuerpo terapéutico para seguimiento mediante una técnica de visualizacion.

Un vehiculo puede llevar los agentes en una variedad de vias, incluyendo la unién covalente, tanto directamente o a
través de un grupo enlazador, y asociaciones no covalentes. Vehiculos de enlace covalente adecuados incluyen
proteinas tales como albuminas, péptidos y polisacaridos tales como aminodextrano, cada uno de los cuales tiene
multiples sitios para la union de fracciones. Un vehiculo también puede llevar un agente por asociaciones no covalentes,
tales como enlaces no covalentes o por encapsulacion

Vehiculos y enlazadores especificos para agentes radionuclidos incluyen moléculas pequefias radiohalogenadas y
compuestos quelantes. Un quelato de radionuclido puede formarse a partir de compuestos quelantes que incluyen
aquellos que contienen atomos de nitrégeno y azufre como atomos donadores para unir el radionuclido metalico u
6xido de metal.

Fracciones radiograficas para usar como fracciones para imagenes en la presente descripcion incluyen compuestos y
quelatos con atomos relativamente grandes, tales como oro, iridio, tecnecio, bario, talio, yodo y sus isotopos. En
algunos casos, se pueden utilizar fracciones para imagenes radiograficas menos téxicas, tales como yodo o isétopos
de yodo, en las composiciones y procedimientos de la descripciéon. Dichas fracciones pueden conjugarse con el
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad a través de un enlazador quimico o vehiculo de quelacion aceptable. Las
fracciones emisoras de positrones para uso en la presente descripcion incluyen '8F, que puede conjugarse faciimente
mediante una reaccion de fluoracién con el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Ejemplos de emisores de TEP
incluyen 4Cu, %8Ga, 89Zr y '8F.

Imagenes de TEP puede incluir el acoplamiento de un emisor de positrones a la proteina. Ejemplos de emisores de
TEP incluyen %Cu, 88Ga, 8Zr y '8F. Estos agentes se pueden acoplar a la proteina usando cualquier procedimiento
conveniente, por ejemplo, a través de grupos quelantes, por ejemplo, 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético acido (DOTA), 1,4,7-Triazaciclononano-1,4,7-triacético acido (NOTA) y Desferoxamina (DFO). Dichos
quelantes se pueden unir covalentemente y de manera especifica al sitio a la proteina usando cualquier procedimiento
conveniente, por ejemplo, mediante quimica de maleimida en residuos de cisteina libres, por ejemplo, residuos de
cisteina libres disefiados como en cisteinas R87C, N91C, y/o R122C (mutaciones correspondientes a R87C, N91C,
y/o R122C en relacion con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2).

Fracciones para tomografia computarizada por emisién de fotéon unico (SPECT) para uso como fracciones para
imagenes en la presente descripcion. SPECT es similar a la tomografia por emision de positrones (TEP) en su uso de
material trazador radiactivo y deteccion de rayos gamma. Sin embargo, a diferencia de la TEP, los trazadores utilizados
en SPECT emiten radiacion gamma que se mide directamente, mientras que los trazadores TEP emiten positrones
que se aniquilan con electrones a unos pocos milimetros de distancia, lo que hace que se emitan dos fotones gamma
en direcciones opuestas.

Las fracciones de contraste de resonancia magnética pueden incluir quelatos de cromo (Ill), manganeso (l1), hierro (ll),
niquel (I), cobre (Il), praseodimio (ll1), neodimio (lll), samario (lll) e ion iterbio (lIl). Debido a su momento magnético
muy fuerte, los iones gadolinio (l11), terbio (Ill), disprosio (l11), holmio (l11), erbio (Ill) y hierro (Ill) también se consideran
fracciones de contraste.

Fracciones opticamente visibles para uso como fracciones para imagenes incluyen colorantes fluorescentes, o
colorantes de espectro visible, particulas visibles y otras fracciones de etiquetado visibles. Los colorantes fluorescentes
como la fluoresceina, la cumarina, la rodamina, el colorante rojo de Texas bodipy y los colorantes de cianina son utiles
cuando se puede proporcionar suficiente energia de excitacion al sitio para que se inspeccione visualmente. Los
procedimientos de visualizacion endoscépica pueden ser mas compatibles con el uso de tales etiquetas. Colorantes
aceptables incluyen colores y colorantes alimentarios aprobados por la FDA, que no son téxicos, aunque se prefieren
los colorantes farmacéuticamente aceptables que han sido aprobados para administracién interna.

La cantidad efectiva de una composicién conjugada para imagen que se administra a un paciente en particular puede
depender de una variedad de factores, varios de los cuales seran diferentes de un paciente a otro. Un clinico
competente podra determinar una cantidad efectiva para facilitar la visualizacion de, por ejemplo, un tumor. La
dosificacion dependera del tratamiento del tumor, la via de administracién, la naturaleza de la terapia, la sensibilidad
del tumor a la terapia, etc. Utilizando habilidades ordinarias, el clinico competente podra optimizar la dosificacion de
una terapia o composicion para imagenes particular en el curso de ensayos clinicos de rutina.

Una dosis tipica puede ser de 0,001 a 100 miligramos de conjugado por kilogramo de peso corporal del sujeto. Se
pueden usar dosis relativamente grandes, en el intervalo de 0,1 a 10 mg por kilogramo de peso corporal del paciente

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2819451 T3

para imagenes conjugadas con una fracciéon para imagenes relativamente no téxica. La cantidad utilizada dependera
de la sensibilidad del procedimiento de imagen y de la toxicidad relativa de la fraccion para imagenes.

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad de la presente descripcién se pueden producir 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 es producida por células procariotas, puede procesarse
adicionalmente mediante despliegue, por ejemplo, desnaturalizacion por calor, reduccién de DTT, efc. y puede
plegarse nuevamente, usando procedimientos conocidos en la materia.

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye una o mas mutaciones
correspondientes a R87C, N91C y/o R122C en relacién con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO:
2. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye la secuencia de aminoacidos
expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 3-25 y 39-46. Como se sefialé anteriormente, en algunos casos, el polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad incluye una etiqueta detectable (por ejemplo, una etiqueta de imagen de tomografia
por emision de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion incluye
una o mas mutaciones correspondientes a R87C, N91C y/o R122C en relacion con el fragmento de proteina PD-1
expuesto en SEQ ID NO: 2, y también incluye una etiqueta detectable (por ejemplo, una etiqueta de imagen de
tomografia por emision de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en
cuestion (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién que incluye una o mas mutaciones
correspondientes a R87C, N91C, y/o R122C en relacién con el fragmento de proteina PD-1 expuesto en SEQ ID NO:
2) incluye una fraccidn para imagenes de tomografia por emision de positrones (TEP) (por ejemplo, emisores TEP
como %4Cu, %8Ga, 82Zr y '®F), SPECT (p. €j., un emisor de rayos gamma), y/o imagenes de fluorescencia (p. €j., un
colorante fluorescente como fluoresceina, cumarina, rodamina, colorante rojo de Texas bodipy, colorantes de cianina
y similares).

Los polipéptidos pueden prepararse mediante sistemas de traduccion sin células, o sintesis sintética in vitro, usando
procedimientos convencionales como se conoce en la materia. Varios aparatos sintéticos comerciales estan
disponibles, por ejemplo, sintetizadores automaticos de Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, Beckman, etc.
Mediante el uso de sintetizadores, los aminoacidos naturales pueden sustituirse con aminoacidos no naturales. La
secuencia particular y la forma de preparacion se determinaran por conveniencia, economia, pureza requerida y
similares.

Los polipéptidos también pueden aislarse y purificarse segin procedimientos convencionales de sintesis recombinante.
Se puede preparar un lisado del huésped de expresion y el lisado se puede purificar usando HPLC, cromatografia de
exclusion, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad u otra técnica de purificacion. En la mayor parte, las
composiciones que se usan comprenderan al menos el 20 % en peso del producto deseado, al menos
aproximadamente el 75 % en peso, preferiblemente al menos aproximadamente el 95 % en peso, o al menos
aproximadamente el 99,5 % en peso, en relaciéon con los contaminantes relacionados con el procedimiento de
preparacion del producto y su purificacion. Usualmente, los porcentajes se basaran en la proteina total.

Procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia pueden usarse para construir vectores de expresion que
contengan secuencias codificantes y sefiales de control transcripcionales y traduccionales apropiadas. Estos
procedimientos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion in
vivo/recombinacion genética. Alternativamente, el ARN capaz de codificar los polipéptidos de interés puede
sintetizarse quimicamente. Un experto en la materia puede utilizar faciimente tablas de uso de codones y
procedimientos sintéticos bien conocidos para proporcionar una secuencia de codificacion adecuada para cualquiera
de los polipéptidos de la descripcion. Los acidos nucleicos pueden aislarse y obtenerse con una pureza sustancial.
Por lo general, los acidos nucleicos, ya sea como ADN o ARN, se obtendran sustancialmente libres de otras secuencias
de acido nucleico de origen natural, siendo generalmente al menos aproximadamente 50 %, generalmente al menos
aproximadamente 90 % de pureza y son tipicamente "recombinantes”, por ejemplo, flanqueados por uno o mas
nucleétidos con los que normalmente no estd asociado en un cromosoma natural. Los acidos nucleicos de la
descripcién 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 sin
secuencias de replicacion. La expresion de los acidos nucleicos puede regularse por si misma o por otras secuencias
reguladoras conocidas en la materia. Los acidos nucleicos de la descripcion pueden introducirse en células huésped
adecuadas usando una variedad de técnicas disponibles en la materia.

Segun la presente descripcion, los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad se pueden proporcionar en
composiciones farmacéuticas (formulaciones farmacéuticas) adecuadas para uso terapéutico, por ejemplo, para
tratamiento humano. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion incluyen
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una o mas entidades terapéuticas de la presente descripcion o sales, ésteres o solvatos farmacéuticamente aceptables
de los mismos. En algunas otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion incluyen
una o mas entidades terapéuticas de la presente descripcion en combinacién con otro agente terapéutico, por ejemplo,
otro agente antitumoral.

Las entidades terapéuticas de la presente descripcion a menudo se administran como composiciones farmacéuticas
(formulaciones farmacéuticas) que comprenden un agente terapéutico activo y otro excipiente farmacéuticamente
aceptable. La forma preferida depende del modo de administracién previsto y la aplicacion terapéutica. Las
composiciones farmacéuticas pueden incluir, dependiendo de la formulacién deseada, vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables y no téxicos, que se definen como vehiculos que se utilizan cominmente para formular
composiciones farmacéuticas para administracion a animales o seres humanos. El diluyente se selecciona de manera
de no afectar la actividad biolégica de la combinacién. Ejemplos de tales diluyentes son agua destilada, soluciéon salina
fisiologica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y solucién de Hank. Ademas, la
composicion o formulacion farmacéutica puede incluir otros vehiculos o estabilizadores no téxicos, no terapéuticos, no
inmunogénicos, excipientes y similares.

En algunas otras realizaciones mas, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion también pueden
incluir macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polisacaridos tales como quitosano,
acidos polilacticos, acidos poliglicélicos y copolimeros (tales como Sepharose™ funcionalizado con latex, agarosa,
celulosa y similares), aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y agregados lipidicos (como gotas de
aceite o liposomas).

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion es multiespecifico (por ejemplo,
biespecifico). Los términos "multiespecifico” o "biespecifico" se usan comunmente en la materia para referirse a
anticuerpos que reconocen dos o mas antigenos diferentes en virtud de poseer al menos una region (por ejemplo,
derivada de una region variable de un primer anticuerpo) que es especifica para un primer antigeno, y al menos una
segunda region (por ejemplo, derivada de una regién variable de un segundo anticuerpo) que es especifica para un
segundo antigeno (estos anticuerpos también se conocen como anticuerpos bifuncionales o anticuerpos
multifuncionales). Un anticuerpo biespecifico se une especificamente a dos antigenos diana y, por lo tanto, es un tipo
de anticuerpo multiespecifico. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser producidos por procedimientos de ADN
recombinante o incluyen, pero no estan limitados a, anticuerpos producidos quimicamente por cualquier procedimiento
conveniente. Los anticuerpos biespecificos incluyen todos los anticuerpos o conjugados de anticuerpos, o formas
poliméricas de anticuerpos que son capaces de reconocer dos antigenos diferentes. Los anticuerpos biespecificos
incluyen anticuerpos que se han reducido y reformado para retener sus caracteristicas bivalentes y anticuerpos que
se han acoplado quimicamente para que puedan tener varios sitios de reconocimiento de antigeno para cada antigeno.

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion es multiespecifico (por ejemplo,
biespecifico). Por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede ser multiespecifico (p. €j.,
biespecifico) de modo que una primera regidn del polipéptido corresponda a una secuencia de polipéptidos miméticos
PD-1 de alta afinidad en cuestion (que se une especificamente a PD-L1), y una segunda region (el compafiero de
fusion) (por ejemplo, una secuencia derivada de anticuerpo, por ejemplo, una regiéon de unién de un anticuerpo que
comprende esas CDR del anticuerpo; un polipéptido de union especifico; una porcioén de unién de un ligando; una
porcion de unién de un receptor, etc.) que se une especificamente a otra diana (p. €j., antigeno, un receptor, un ligando,
etc.). Por ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se fusiona con un segundo
polipéptido (un compafiero de fusion) que se une especificamente a una secuencia diana distinta de PD-L1. En algunos
casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se fusiona con un segundo polipéptido (un compafero de fusion)
que se une especificamente a una diana distinta de PD-L1 (por lo tanto, dicho polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad multimérico puede ser biespecifico y, por lo tanto, uniria 2 dianas/fracciones diferentes).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico altera la sefializacion como resultado de
la unién del compariero de fusién a su diana. Por ejemplo, en algunos casos, el compafiero de fusién incluye, como
companero de fusion, un ligando o una regién de union de un ligando (por ejemplo, una citocina, una citocina atenuada,
etc.) y el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico altera la sefializaciéon cuando el ligando se une a su
diana (p. €j., un receptor). Del mismo modo, en algunos casos, el compariero de fusién incluye, como compafiero de
fusion, un receptor o una region de union de un receptor, y el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico
altera la sefializacidon cuando el receptor se une a su diana (por ejemplo, un ligando).

Los ejemplos de comparieros de fusion adecuados incluyen, pero no se limitan a, las secuencias de unién de
anticuerpos contra marcadores de células cancerosas tales como CD19, CD20, CD22, CD24, CD25, CD30, CD33,
CD38, Ch44, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97 , CD99, CD123, CD279 (PD-1), EGFR, HER2, CD117, C-Met, PTHR2,
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HAVCR2 (TIM3), etc. Ejemplos de anticuerpos con CDR que proporcionan una unién especifica a un marcador de
células cancerosas incluyen, pero no se limitan a: CETUXIMAB (se une a EGFR), PANITUMUMAB (se une a EGFR),
RITUXIMAB (se une a CD20), TRASTUZUMAB (se une a HER2), PERTUZUMAB (se une a HER2), ALEMTUZUMAB
(se une a CD52), BRENTUXIMAB (se une a CD30) y similares.

Ejemplos de compafieros de fusion adecuados incluyen una citocina; una citocina atenuada; un agonista de 41 BB;
agonista de CD40; un inhibidor de BTLA y/o CD160; y un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1. Por ejemplo, en algunos
casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multiespecifico,
y se fusiona a uno o mas comparieros de fusion seleccionados de entre: una citocina; una citocina atenuada; un
agonista de 41BB; agonista de CD40; un inhibidor de BTLA y/o CD160; y un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1. Por
ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multiespecifico puede fusionarse con un compariero de fusion
que es una citocina modificada que tiene una afinidad disminuida (reducida en relacién con una citocina natural
correspondiente) por su ligando/receptor. Dicha citocina modificada se denomina en esta invencion ‘citocina atenuada’.
Un ejemplo de una citocina atenuada (un ejemplo de un posible compafiero de fusién) es una proteina IL-2 que tiene
mutaciones que disminuyen la afinidad por dos de las subunidades del receptor de IL-2 (por ejemplo, F42A para
disminuir la union a CD25 y D20T para disminuir la unién a CD122) (p. €j., ver SEQ ID NO: 39).

En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
multiespecifico y tiene un compafiero de fusidn que es un agonista de 41BB (p. ej., 41BBL, p. €j., ver SEQ ID NO: 40).
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
multiespecifico y tiene un compariero de fusion que es un agonista de CD40 (p. ej., CD40L, p. €j., ver SEQ ID NO: 41).
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
multiespecifico y tiene un companiero de fusion que es un inhibidor de BTLA y/o CD160 (p. €j., ver SEQ ID NO: 42).
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
multiespecifico y tiene un compariero de fusion que es un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1 (p. €j., ver SEQ ID NO: 43).

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién y un compafiero de fusion estan
separados por un enlazador (por ejemplo, un polipéptido enlazador). Un polipéptido enlazador puede tener cualquiera
de una variedad de secuencias de aminoacidos. Las proteinas que pueden unirse mediante un polipéptido enlazador
puede ser de naturaleza flexible (por ejemplo, un polipéptido enlazador flexible), aunque no se excluyen otros enlaces
quimicos. Los enlazadores adecuados incluyen polipéptidos de entre aproximadamente 6 aminoacidos y
aproximadamente 40 aminoacidos de longitud, o entre aproximadamente 6 aminoacidos y aproximadamente 25
aminoacidos de longitud. Estos enlazadores pueden producirse usando oligonucledtidos sintéticos que codifican
enlazadores para acoplar las proteinas. Se pueden usar enlazadores peptidicos con cierto grado de flexibilidad. Los
péptidos de union pueden tener practicamente cualquier secuencia de aminoacidos, teniendo en cuenta que, en
algunos casos, los enlazadores tendran una secuencia que da como resultado un péptido generalmente flexible. El
uso de aminodacidos pequefios, como la glicina y la alanina, son utiles para crear un péptido flexible. La creacion de
tales secuencias es rutinaria para los expertos en la materia. Una variedad de diferentes enlazadores estan disponibles
comercialmente y se consideran adecuados para su uso.

Los ejemplos de polipéptidos enlazadores incluyen polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-serina (que incluyen,
por ejemplo, (GS)n, GSGGSn (SEQ ID NO: 47), GGSGGSh (SEQ ID NO: 48), y GGGSn (SEQ ID NO: 49), donde n es
un numero entero de al menos un (por ejemplo, donde n es un ndmero entero de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez o mas de diez), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina. Enlazadores
ejemplares pueden comprender secuencias de aminoacidos que incluyen, pero no se limitan a, GGSG (SEQ ID NO:
50), GGSGG (SEQ ID NO: 51), GSGSG (SEQ ID NO: 52), GSGGG (SEQ ID NO: 53), GGGSG (SEQ ID NO: 54),
GSSSG (SEQ ID NO: 55), y similares. El experto en la materia reconocera que el disefio de un péptido conjugado con
cualquier elemento descrito anteriormente puede incluir enlazadores que sean total o parcialmente flexibles, de modo
que el enlazador pueda incluir un enlazador flexible, asi como una o mas porciones que confieran una estructura
menos flexible.

Acidos nucleicos. La descripcion también proporciona acidos nucleicos aislados que codifican un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad en cuestion, vectores y células huésped que comprenden el acido nucleico, y técnicas
recombinantes para la produccion del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad.

Para la produccion recombinante del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, el acido nucleico que codifica el
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se puede insertar en un vector replicable para una mayor clonacion
(amplificacién del ADN) o para la expresion. EI ADN que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede
aislarse y secuenciarse faciimente usando procedimientos convencionales. Muchos vectores se encuentran
disponibles. Los componentes del vector generalmente incluyen, sin limitaciéon, uno o mas de los siguientes: una
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secuencia sefial, un origen de replicacidon, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una
secuencia de terminacion de transcripcion.

Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion de esta descripcion puede producirse de manera
recombinante no solo directamente, sino también como un polipéptido de fusion con un polipéptido heterélogo u
homadlogo, que puede incluir una secuencia sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de escisidon especifico en el
extremo N de la proteina o polipéptido maduro, una secuencia de regién constante de inmunoglobulina, y similares.
Preferentemente, la secuencia sefial heter6loga seleccionada es una reconocida y procesada (por ejemplo, escindida
por una peptidasa sefial) por la célula huésped. Para las células huésped procariotas que no reconocen y procesan la
secuencia sefal del anticuerpo nativo, la secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procariota seleccionada.

Una molécula de acido nucleico "aislada" es una molécula de acido nucleico que se identifica y se separa de al menos
una molécula de acido nucleico contaminante con la que normalmente se asocia antes del aislamiento. Una molécula
de acido nucleico aislada es distinta de la forma o el entorno en el que se puede encontrar en la naturaleza. Por lo
tanto, las moléculas de acido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de acido nucleico tal como existe en las
células naturales.

Los ejemplos de células huésped adecuadas para clonar o expresar acidos nucleicos en cuestién incluyen, pero no
se limitan necesariamente a, células procariotas, levaduras o eucariotas superiores. Ejemplos de lineas celulares
huésped de mamifero Utiles son la linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651);
linea de rifién embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension, Graham
y col., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifion de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster
chino/-DHFR(CHO, Urlaub y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77:4216 (1980)); células de Sertoli de raton (TM4,
Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifidn de mono
verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de
rifidn canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata de bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmon
humano (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562,
ATCC CCL51); células TR1 (Mather y col., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1.982)); células MRC 5; células FS4; y
una linea de hepatoma humano (Hep G2). Células huésped se transforman con los vectores de expresion o clonacion
descritos anteriormente para la produccién de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y cultivadas en medios de
nutrientes convencionales modificados segun sea adecuado para la induccion de promotores, seleccion de
transformantes o amplificacion de genes que codifican las secuencias deseadas.

Introduccién de acidos nucleicos. En algunos casos, como el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion
se administra a un individuo proporcionando el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad como un &cido nucleico (por
ejemplo, un ARN, por ejemplo, un ARNm; o un ADN, por ejemplo, un vector de expresion recombinante, un ADN lineal,
un ADN circular, un plasmido, un vector viral, etc.) que codifica el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Esta
descripcién proporciona tales procedimientos y también los acidos nucleicos para tales procedimientos.

Por ejemplo, un ARNm que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede introducirse en una célula, y
la célula puede a continuacion secretar la proteina traducida. Como otro ejemplo, un ADN (p. €j., un vector de expresion
recombinante, un ADN lineal, un ADN circular, un plasmido, un vector viral, etc.) que codifica un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad puede introducirse en una célula y la célula puede a continuacion producir y secretar la proteina
codificada. Por lo tanto, en algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
en cuestion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefal (p. €j., aguas arriba de y en marco
con la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) . Como reconoceria
facilmente un experto en la materia, una secuencia de sefal a la que se hace referencia aqui es una secuencia de
aminoacidos en o cerca del extremo amino de una proteina naciente que puede ser reconocida por la particula de
reconocimiento de sefial de una célula eucariota, dando como resultado el transporte de la proteina hacia la via
secretora de la célula, facilitando asi la secrecion de una proteina desde la célula (por ejemplo, la secuencia sefial
puede escindirse de la proteina). Se puede usar cualquier secuencia sefial conveniente.

En algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se introduce en una
célula (por ejemplo, in vivo, ex vivo, in vitro) y la célula puede a continuacion producir y secretar la proteina codificada.
En algunos casos, la célula esta in vitro. En algunos casos, la célula esta ex vivo. En algunos casos, la célula esta in
vivo. Por ejemplo, en algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se
introduce en una célula que esta in vivo (por ejemplo, en algunos casos, se introduce un acido nucleico que codifica
un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en una célula in vivo administrando el acido nucleico a un individuo). En
algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién se introduce
en una célula (por ejemplo, ex vivo, in vitro) y la célula se introduce a continuacion en un individuo. En algunos casos,
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la célula es autéloga del individuo (por ejemplo, la célula se aislé del individuo o es la progenie de una célula que se
aislé del individuo).

En algunos casos (p. €j., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. €j., in vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que
se introduce un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion es una célula
inmune (por ejemplo, un leucocito, una célula T, una célula T CD8, una célula T CD4, una célula T de memoria/efectora,
una célula B, una célula presentadora de antigeno (APC), una célula dendritica, un macréfago, un monocito, una célula
NK'y similares). En algunos casos (p. €j., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. €j., in vitro, ex vivo, in vivo), la
célula en la que se introduce un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es una célula
madre (p. €j. , una célula madre hematopoyética, una célula madre pluripotente, una célula madre multipotente, una
célula madre restringida de tejido, etc.). En algunos casos (p. €j., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. €j., in
vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que se introduce un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de
alta afinidad en cuestion es una célula inmune (por ejemplo, un leucocito, una célula T, una célula T CD8, una célula
T CD4, una célula T de memoria/efectora, una célula B, una célula presentadora de antigeno (APC), una célula
dendritica, un macréfago, un monocito, una célula NK y similares) o una célula madre (por ejemplo, una célula madre
hematopoyética, una célula madre pluripotente, una célula madre multipotente, una célula madre con restriccion de
tejido, etc.).

En algunos casos (p. €j., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. €j., in vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que
se introduce un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestiéon es una célula T
con un receptor de células T (TCR) disefiado (dicha célula también se denomina en esta invencion una "célula T TCR
disefiada"). Como se usa en esta invencion, el término "célula T TCR disefiada" se refiere a cualquier célula T que
tenga un receptor de células T que sea heterdlogo a la célula T. Los ejemplos adecuados incluyen, pero no se limitan
a (i) una célula T que incluye un receptor de antigeno quimérico (CAR) (dicha célula también se denomina en esta
invencion una "célula CAR-T" o una "célula CAR-T disefiada") ); y (ii) una célula T que incluye un TCR heterélogo que
se une a un antigeno tal como un antigeno de cancer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y similares (por ejemplo,
dicha célula puede incluir un acido nucleico que codifica los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR heterdlogo,
tal como un TCR que se une a un antigeno tal como un antigeno de cancer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y
similares).

En algunos casos, una célula T disefiada TCR adecuada puede tener un TCR disefiado (por ejemplo, un TCR
heterélogo que se une a un antigeno, un CAR, etc.) que se une a un marcador de cancer (por ejemplo, CD19 , CD20,
CD22, CD24, CD25, CD30, CD33, CD38, CD44, CD52, CD56, CD70, CD96, CD97, CD99, CD123, CD279 (PD-1),
EGFR, HER2, CD117, C-Met, PTHR2, y/o HAVCR2 (TIM3)). En algunos casos, una célula T disefiada TCR adecuada
puede tener un TCR disefiado (por ejemplo, un TCR heterélogo que se une a un antigeno, un CAR, etc.) que se une
a un antigeno diana seleccionado de PD-L1 (por ejemplo, un CAR derivado de un anticuerpo anti-PD-L1) y PD-1 (por
ejemplo, un CAR derivado de un anticuerpo anti-PD-1). En algunos casos, una célula T disefiada TCR adecuada puede
tener un TCR disefiado (por ejemplo, un TCR heterdlogo que se une a un antigeno, un CAR, etc.) que se une a PD-
L1 (por ejemplo, un CAR derivado de un anticuerpo anti-PD-L1) . En algunos casos, una célula T disefiada TCR
adecuada puede tener un TCR disefiado (por ejemplo, un TCR heterdlogo que se une a un antigeno, un CAR, etc.)
que se une a PD-1 (por ejemplo, un CAR derivado de un anticuerpo anti-PD-1) . En algunos casos, una célula T
disefiada TCR adecuada puede tener un TCR disefiado (por ejemplo, un TCR heterélogo que se une a un antigeno,
un CAR, etc.) que se une a CD19 (por ejemplo, el CAR 1D3) .

En algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién también
incluye una secuencia de nucledtidos que codifica un receptor de células T (TCR). En algunos de estos casos, el acido
nucleico incluye secuencias de nucledtidos que codifican tanto un polipéptido alfa TCR como un polipéptido beta TCR
del TCR. En algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion
también incluye una secuencia de nucleétidos que codifica los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR heterélogo
(como un TCR que se une a un antigeno como un antigeno de cancer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y similares)
y/o codifica un CAR (por ejemplo, un CAR de primera generacion, un CAR de segunda generacion, un CAR de tercera
generacion y similares). Los diversos componentes, incluida la secuencia que codifica un polipéptido mimético PD-1
de alta afinidad en cuestion, asi como las secuencias que codifican los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR
heterdlogo y la secuencia que codifica un CAR son modulares. Por lo tanto, las diversas secuencias pueden estar
operativamente unidas al mismo o diferentes promotores. Aquellos componentes que estan operativamente unidos a
un mismo promotor pueden estar separados por secuencias que permiten que las proteinas eventualmente existan
como polipéptidos separados (por ejemplo, un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES), secuencias de péptidos
2A, etc.). Los ejemplos de varias disposiciones posibles incluyen, entre otros, los representados en las Figs. 20A-20E
y Figs. 21A-21D. Por lo tanto, los ejemplos de acidos nucleicos que codifican un polipéptido mimético PD-1 de alta
afinidad en cuestion incluyen, pero no se limitan a, los representados en las Figs. 20A-20E y Figs. 21A-21D.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2819451 T3

Un "vector" o "vector de expresion" es un replicén, como un plasmido, fago, virus o césmido, al que se puede unir otro
segmento de ADN, es decir, un "inserto", para lograr la replicacion del segmento unido en una célula.

Un "casete de expresion" comprende una secuencia de codificacion de ADN unida operativamente a un promotor.
"Unido operativamente" se refiere a una yuxtaposicién donde los componentes asi descritos estan en una relaciéon que
les permite funcionar de la manera prevista. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia
codificante si el promotor afecta a su transcripcion o expresion.

Los términos "vector de expresion recombinante", "construccion de ADN" o "vector de expresidon" y términos similares
de la técnica se usan indistintamente en esta invencién para referirse a una molécula de ADN que comprende un
vector y al menos un inserto. Se pueden generar vectores de expresion recombinantes con el fin de expresar y/o
propagar el(los) inserto(s), o para la construccién de otras secuencias de nucleétidos recombinantes. El(los) inserto(s)
(por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion)
puede o no estar operativamente unido a una secuencia promotora y puede o no estar operativamente unido a
secuencias reguladoras de ADN. Por lo tanto, en algunos casos, una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion esta operativamente unida a un promotor (por ejemplo, uno
que es operable en un tipo celular deseado, por ejemplo, una célula eucariota, una célula de mamifero, una célula de
primate , una célula humana, una célula inmune, un leucocito, una célula T, una célula T CD8, una célula T CD4, una
célula T de memoria/efectora, una célula B, una célula presentadora de antigeno (APC), una célula dendritica, un
macrofago, un monocito, una célula NK, una célula madre, una célula madre hematopoyética, una célula madre
pluripotente, una célula madre multipotente, una célula madre con restriccion de tejido, etc.).

Un promotor puede ser un promotor constitutivamente activo (es decir, un promotor que esta constitutivamente en
estado activo/“ON”), puede ser un promotor inducible (es decir, un promotor cuyo estado, activo/"ON" o inactivo/"OFF",
es controlado por un estimulo externo, por ejemplo, la presencia de una temperatura, compuesto o proteina particular),
puede ser un promotor espacialmente restringido (es decir, elemento de control transcripcional, potenciador, etc.) (por
ejemplo, promotor especifico de tejido, promotor especifico del tipo celular, etc.), y puede ser un promotor
temporalmente restringido (es decir, el promotor esta en el estado "ON" u "OFF" durante etapas especificas del
desarrollo embrionario o durante etapas especificas de un procedimiento bioldgico, por ejemplo, ciclo del foliculo piloso
en ratones).

Los promotores adecuados pueden derivarse de virus y, por lo tanto, pueden denominarse promotores virales, o
pueden derivarse de cualquier organismo, incluidos organismos procariotas o eucariotas. Se pueden usar promotores
adecuados para conducir la expresion por cualquier polimerasa ARN (por ejemplo, pol |, pol Il, pol lll). Los promotores
ejemplares incluyen, pero sin limitacién, el promotor temprano SV40, el promotor de repeticion terminal larga (LTR)
del virus del tumor mamario de ratén; promotor tardio principal de adenovirus (Ad MLP); un promotor del virus del
herpes simple (HSV), un promotor de citomegalovirus (CMV) como la regién promotora temprana inmediata del CMV
(CMVIE), un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), un promotor nuclear pequefio U6 humano (U6) (Miyagishi
y col., Nature Biotechnology 20, 497 - 500 (2002)), un promotor U6 mejorado (por ejemplo, Xia y col., Nucleic Acids
Res. 2003 Sep 1;31(17)), un promotor H1 humano (H1), y similares.

Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero sin limitacion, promotor de polimerasa ARN T7, promotor de
polimerasa ARN T3, promotor regulado por isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG), promotor inducido por lactosa,
promotor de choque térmico, promotor regulado por tetraciclina, promotor regulado por esteroides, promotor regulado
por metal, promotor regulado por receptor de estrogeno, etc. Por lo tanto, los promotores inducibles pueden regularse
mediante moléculas que incluyen, pero no se limitan a, doxiciclina; polimerasa ARN, por ejemplo, polimerasa ARN T7;
un receptor de estrégeno; una fusidon de receptor de estrégeno; etc.

En algunas realizaciones, el promotor es un promotor espacialmente restringido (es decir, un promotor especifico del
tipo celular, un promotor especifico de tejido, etc.) de modo que, en un organismo multicelular, el promotor esta activo
(es decir, "ON ") en un subconjunto de células especificas. Los promotores restringidos espacialmente también pueden
denominarse potenciadores, elementos de control transcripcional, secuencias de control, etc. Se puede utilizar
cualquier promotor convenientemente restringido espacialmente y la eleccion del promotor adecuado (por ejemplo, un
promotor especifico del cerebro, un promotor que acciona la expresién en un subconjunto de neuronas, un promotor
que acciona la expresion en la linea germinal, un promotor que acciona la expresion en los pulmones, un promotor
que acciona la expresion en los musculos, un promotor que acciona la expresién en las células de los islotes del
pancreas, etc.) dependera del organismo. Por ejemplo, se conocen varios promotores restringidos espacialmente para
plantas, moscas, gusanos, mamiferos, ratones, etc. Por lo tanto, se puede usar un promotor restringido espacialmente
para regular la expresién de un acido nucleico que codifica un polipéptido modificador dirigido al sitio en cuestiéon en
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una amplia variedad de diferentes tipos de tejidos y tipos celulares, dependiendo del organismo. Algunos promotores
restringidos espacialmente también estan restringidos temporalmente, de modo que el promotor esta en el estado
"ON" u "OFF" durante etapas especificas del desarrollo embrionario o durante etapas especificas de un procedimiento
biolégico (por ejemplo, ciclo del foliculo piloso en ratones).

Para fines ilustrativos, los ejemplos de promotores restringidos espacialmente incluyen, pero no se limitan a,
promotores especificos de neuronas, promotores especificos de adipocitos, promotores especificos de cardiomiocitos,
promotores especificos de musculo liso, promotores especificos de fotorreceptores, etc. Los promotores incluyen, pero
no se limitan a, un promotor de enolasa especifica de neurona (NSE) (ver, por ejemplo, EMBL HSENO2, X51956); un
promotor de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC); un promotor de neurofilamentos (ver, por ejemplo,
GenBank HUMNFL, L04147); un promotor de sinapsina (ver, por ejemplo, GenBank HUMSYNIB, M55301); un
promotor thy-1 (ver, por ejemplo, Chen y col. (1987) Cell 51:7-19; y Llewellyn, y col. (2010) Nat. Med. 16(10):1161-
1166); un promotor del receptor de serotonina (ver, por ejemplo, GenBank S62283); un promotor de tirosina hidroxilasa
(TH) (ver, por ejemplo, Oh y col. (2009) Gene Ther 16:437; Sasaoka y col. (1992) Mol. Brain Res. 16:274; Boundy y
col. (1998) J. Neurosci. 18:9989; y Kaneda y col. (1991) Neuron 6:583-594); un promotor de GnRH (ver, p.ej., Radovick
y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 88:3402-3406); un promotor de L7 (ver, p.ej., Oberdick y col. (1990) Science
248:223-226); un promotor de DNMT (ver, p.ej., Bartge y col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:3648-3652); un
promotor de enquefalina (ver, p.ej., Comb y col. (1988) EMBO J. 17:3793-3805); un promotor de la proteina basica de
mielina (MBP); un promotor de la proteina quinasa ll-alfa dependiente de Ca2+-calmodulina (CamKlla) (ver, por
ejemplo, Mayford y col. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 93:13250; y Casanova y col. (2001) Genesis 31:37); un
promotor del potenciador del CMV/factor B de crecimiento derivado de plaquetas (ver, p.ej., Liu y col. (2004) Gene
Therapy 11:52-60); y similares.

Los promotores espacialmente restringidos especificos de adipocitos incluyen, entre otros, el promotor/potenciador
del gen aP2, por ejemplo, una regién de -5,4 kb a +21 pb de un gen aP2 humano (ver, por ejemplo, Tozzo y col. (1997)
Endocrinol. 138:1604; Ross y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 87:9590; y Pavjani y col. (2005) Nat. Med.
11:797); un promotor del transportador de glucosa-4 (GLUT4) (ver, por ejemplo, Knight y col. (2003) Proc. Natl. Acad.
Sci. EE. UU. 100:14725); un promotor de translocasa de acido graso (FAT/CD36) (ver, por ejemplo, Kuriki y col. (2002)
Biol. Pharm. Bull. 25:1476; y Sato y col. (2002) J. Biol. Chem 277:15703); un promotor de estearoil-CoA desaturasa-1
(SCD1) (Tabor y col. (1999) J. Biol. Chem. 274:20603); un promotor de leptina (ver, por ejemplo, Mason y col. (1998)
Endocrinol. 139:1013; y Chen y col. (1999) Biochem. Biophys. Res. Com. 262:187); un promotor de adiponectina (ver,
por ejemplo, Kita y col. (2005) Biochem. Biophys. Res. Com. 331:484; y Chakrabarti (2010) Endocrinol. 151:2408); un
promotor de adipsina (ver, por ejemplo, Platt y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 86:7490); un promotor de
resistina (ver, por ejemplo, Seo y col. (2003) Molec. Endocrinol. 17:1522); y similares.

Los promotores restringidos espacialmente especificos de cardiomiocitos incluyen, pero no se limitan a, secuencias
de control derivadas de los siguientes genes: cadena ligera de miosina-2, cadena pesada de a-miosina, AE3, troponina
C cardiaca, actina cardiaca y similares. Franz y col. (1997) Cardiovasc. Res. 35:560-566; Robbins y col. (1995) Ann.
N.Y. Acad. Sci. 752:492-505; Linn y col. (1995) Circ. Res. 76:584-591; Parmacek y col. (1994) Mol. Cell. Biol. 14:1870-
1885; Hunter y col. (1993) Hypertension 22:608-617; y Sartorelli y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:4047-
4051.

Los promotores restringidos espacialmente especificos del musculo liso incluyen, pero no se limitan a, un promotor de
SM22a (ver, por ejemplo, Akyurek y col. (2000) Mol. Med. 6:983; y Patente de EE. UU. N° 7.169.874); un promotor de
esmotelina (ver, por ejemplo, WO 2001/018048); un promotor de actina del musculo liso a; y similares. Por ejemplo,
se ha demostrado que una region de 0,4 kb del promotor de SM22a, dentro del cual se encuentran dos elementos
CArG, median la expresion especifica de la célula del musculo liso vascular (ver, por ejemplo, Kim, y col. (1997) Mol.
Cell. Biol. 17, 2266-2278; Li, y col., (1996) J. Cell Biol. 132, 849-859; y Moessler, y col. (1996) Development 122, 2415-
2425).

Los promotores restringidos espacialmente especificos de fotorreceptores incluyen, pero no se limitan a, un promotor
de rodopsina; un promotor de rodopsina quinasa (Young y col. (2003) Ophthalmol. Vis. Sci. 44:4076); un promotor del
gen beta fosfodiesterasa (Nicoud y col. (2007) J. Gene Med. 9:1015); un promotor del gen de la retinitis pigmentosa
(Nicoud y col. (2007) supra); un potenciador del gen de la proteina de union al interfotorreceptor retinoide (IRBP)
(Nicoud y col. (2007) supra); un promotor del gen IRBP (Yokoyama y col. (1992) Exp Eye Res. 55:225); y similares.

Los términos "secuencias reguladoras de ADN", "elementos de control" y "elementos reguladores"”, usados
indistintamente en esta invencion, se refieren a secuencias de control transcripcionales y traduccionales, tales como
promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores, sefiales de degradacion de proteinas y similares,
que proporcionan y/o regulan la transcripcion de una secuencia no codificante (p. ej., ARN dirigido al ADN) o una

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2819451 T3

secuencia codificante (p. ej., polipéptido modificador dirigido al sitio, o polipéptido Cas9/Csn1) y/o regulan la traduccion
de un polipéptido codificado.

Vectores de expresion adecuados incluyen, pero no se limitan a, vectores virales (por ejemplo, vectores virales
basados en virus vaccinia; poliovirus; adenovirus (ver, por ejemplo, Li y col., Invest Opthalmol Vis Sci 35: 2543 2549,
1994; Borras y col., Gene Ther 6: 515 524, 1999; Li y Davidson, PNAS 92: 7700 7704, 1995; Sakamoto y col., H Gene
Ther 5: 1088 1097, 1999; WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO 95/11984 y WO 95/00655);
virus adenoasociado (ver, por ejemplo, Aliy col., Hum Gene Ther 9: 81 86, 1998, Flannery y col., PNAS 94: 6916 6921,
1997; Bennett y col., Invest Opthalmol Vis Sci 38: 2857 2863, 1997; Jomary y col., Gene Ther 4: 683 690, 1997, Rolling
y col., Hum Gene Ther 10: 641 648, 1999; Ali y col., Hum Mol Genet 5: 591 594, 1996; Srivastava en WO 93/09239,
Samulski y col., J. Vir. (1989) 63: 3822-3828; Mendelson y col., Virol. (1988) 166:154-165; y Flotte y col., PNAS (1993)
90:10613-10617); SV40; virus del herpes simple; virus de inmunodeficiencia humana (ver, por ejemplo, Miyoshi y col.,
PNAS 94:10319 23, 1997; Takahashi y col., J Virol 73: 7812 7816, 1999); un vector retroviral (por ejemplo, virus de la
leucemia murina, virus de la necrosis del bazo y vectores derivados de retrovirus tales como virus del sarcoma de
Rous, virus del sarcoma de Harvey, virus de la leucosis aviar, un lentivirus, virus de la inmunodeficiencia humana, virus
del sarcoma mieloproliferativo, y virus del tumor mamario); y similares.

Se conocen numerosos vectores de expresion por los expertos en la materia, y muchos estan disponibles
comercialmente. Los siguientes vectores se proporcionan a modo de ejemplo; para células huésped eucariotas: pXT1,
pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, y pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo, se puede usar cualquier otro vector
siempre que sea compatible con la célula huésped.

Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, puede usarse en el vector de expresion cualquiera de una serie
de elementos de control de transcripcion y traduccion adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles,
elementos potenciadores de la transcripcién, terminadores de la transcripcion, etc. (ver, por ejemplo, Bitter y col. (1987)
Methods in Enzymology, 153:516-544).

También se proporcionan en esta descripcion células que incluyen un acido nucleico (por ejemplo, como se describe
anteriormente) que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
en cuestion. Dicha célula puede ser una célula de cualquier organismo (por ejemplo, una célula bacteriana, una célula
arqueana, una célula de un organismo eucariota unicelular, una célula de planta, una célula de alga, una célula fungica
(por ejemplo, una célula de levadura), una célula animal, una célula de un animal invertebrado (p. ej., mosca de la
fruta, cnidario, equinodermo, nematodo, etc.), una célula de un animal vertebrado (p. €j., pez, anfibio, reptil, ave,
mamifero), una célula de un mamifero, una célula de un roedor, una célula de un ser humano, etc.).

Procedimientos de uso

Se describen procedimientos para tratar, reducir y/o impedir el cancer; tratar, reducir y/o impedir la infeccion (p. €j.,
infeccion crénica); y/o para tratar, reducir y/o impedir una enfermedad o trastorno inmunolégico (p. €j., una enfermedad
inflamatoria, una afeccién asociada con la inmunosupresion, etc.) (p. €j., esclerosis multiple, artritis y similares). Por
ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién puede usarse como un
estimulante inmune (por ejemplo, usado para inmunopotenciacion).

En algunos casos, los procedimientos en cuestion reducen el numero de células cancerosas en un individuo. En
algunos casos, los procedimientos en cuestion resultan en una reduccion del tamafio del tumor. En algunos casos, los
procedimientos en cuestion resultan en una reduccion del tamafio del tumor. En algunos casos, los procedimientos en
cuestion reducen la unidon de PD-1 en una primera célula con PD-L1 en una segunda célula.

En algunos casos, un procedimiento en cuestion es un procedimiento de diagnédstico y/o prondstico para un individuo
(p. €j., diagnostico y/o prondstico del cancer en un individuo). Por ejemplo, los polipéptidos miméticos PD-1 de alta
afinidad son utiles como agentes de imagen, por ejemplo, cuando se conjugan con una etiqueta detectable como una
etiqueta TEP y/o etiqueta fluorescente (por ejemplo, como se describe en otra parte de esta descripcion), que se puede
usar para diversos fines, como reactivos para diagnoéstico/prondstico. Por ejemplo, en algunos casos, un procedimiento
en cuestion es un procedimiento de diagndstico o prondstico de cancer en un individuo (por ejemplo, un cancer en el
que la presencia, nivel, y/o ubicacion de PD-L1 detectable puede ser diagndstico y/o prondstico).

La inhibicion de la sefializacion celular mediada por PD-1 por agentes terapéuticos (p. €j., un polipéptido mimético PD-
1 de alta afinidad en cuestion) puede activar las células inmunes (p. €j., células T, células B, células NK, etc.) y, por lo
tanto, mejorar las funciones de las células inmunes, como inhibir el crecimiento de células cancerosas y/o infeccion
viral, y restablecer la vigilancia inmune y la funcién de memoria inmune para tratar enfermedades humanas. Ejemplos
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de sintomas, dolencias y/o enfermedades que pueden tratarse con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en
cuestion incluyen, pero no se limitan a, cancer (cualquier forma de cancer, que incluye, pero no se limita a: carcinomas,
tumores de tejidos blandos, sarcomas, teratomas, melanomas, leucemias, linfomas, canceres cerebrales, tumores
sélidos, mesotelioma (MSTO), etc.); infeccion (por ejemplo, infecciéon crénica); y/o una enfermedad o trastorno
inmunolégico (por ejemplo, una enfermedad inflamatoria) (por ejemplo, esclerosis multiple, artritis y similares). Por
ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestién puede usarse como un
estimulante inmune (por ejemplo, usado para inmunopotenciacion). Cualquier enfermedad, trastorno o dolencia que
implique inmunosupresion (por ejemplo, causada por una sefial inmunosupresora inducida por la sefalizacion PD-1,
PD-L1 o PD-L2) puede tratarse usando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion.

Cualquier cancer es un cancer adecuado para ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestiéon. En
algunos casos, las células cancerosas del cancer expresan PD-L1 (es decir, son positivas para la expresion de PD-
L1). En algunos casos, las células cancerosas del cancer no expresan PD-L1, sin embargo, estos canceres todavia
se pueden tratar con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad (p. €j., debido a la inmunopotenciacion por el
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad).

Como se usa en esta invencién, "cancer" incluye cualquier forma de cancer, incluidos, entre otros, canceres de tumor
solido (por ejemplo, pulmoén, préstata, mama, vejiga, colon, ovario, pancreas, rifion, higado, glioblastoma,
meduloblastoma , leiomiosarcoma, carcinomas de células escamosas de la cabeza y del cuello, melanomas,
neuroendocrinos; etc.) y canceres liquidos (p. €j., canceres hematoldgicos); carcinomas tumores de tejidos blandos;
sarcomas; teratomas; melanomas; leucemias; linfomas y canceres cerebrales, que incluyen enfermedad residual
minima, y que incluyen tumores tanto primarios como metastésicos. Cualquier cancer es un cancer adecuado para
ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestion. En algunos casos, las células cancerosas expresan
PD-L1. En algunos casos, las células cancerosas no expresan PD-L1 (por ejemplo, en tales casos, las células del
sistema inmune del individuo que se esta tratando expresan PD-L1).

Los carcinomas son tumores malignos que se originan en los tejidos epiteliales. Las células epiteliales cubren la
superficie externa del cuerpo, recubren las cavidades internas y forman el revestimiento de los tejidos glandulares.
Los ejemplos de carcinomas incluyen, entre otros: adenocarcinoma (cancer que comienza en las células glandulares
(secretoras)), por ejemplo, los canceres de mama, pancreas, pulmoén, préstata y colon pueden ser adenocarcinomas;
carcinoma adrenocortical; carcinoma hepatocelular; carcinoma de células renales; carcinoma de ovario; carcinoma in
situ; carcinoma ductal; carcinoma de mama; carcinoma de células basales; carcinoma de células escamosas;
carcinoma de células de transicidn; carcinoma de colon; carcinoma nasofaringeo; carcinoma de células renales
quistico multilocular; carcinoma de células de avena; carcinoma de pulmdn de células grandes; carcinoma de pulmon
de células pequefas; carcinoma de pulmén de células no pequefias; y similares. Los carcinomas se pueden encontrar
en prostata, pancreas, colon, cerebro (generalmente como metéstasis secundarias), pulmén, mama, piel, etc.

Los tumores de tejidos blandos son un grupo muy diverso de tumores raros que se derivan del tejido conectivo. Los
ejemplos de tumores de tejidos blandos incluyen, entre otros: sarcoma alveolar de partes blandas; histiocitoma fibroso
angiomatoide; fibroma condromioxido; condrosarcoma esquelético; condrosarcoma mixoide extraesquelético;
sarcoma de células claras; tumor desmoplasico de células pequefas y redondas; dermatofibrosarcoma protuberans;
tumor del estroma endometrial; sarcoma de Ewing; fibromatosis (desmoide); fibrosarcoma infantil; tumor del estroma
gastrointestinal; tumor 6seo de células gigantes; tumor de células gigantes tenosinoviales; tumor miofibroblastico
inflamatorio; leiomioma uterino; leiomiosarcoma; lipoblastoma; lipoma tipico; lipoma de células fusiformes o pleomorfo;
lipoma atipico; lipoma condroide; liposarcoma bien diferenciado; liposarcoma mixoide/de células redondas;
liposarcoma pleomorfico; histiocitoma fibroso maligno mixoide; histiocitoma fibroso maligno de alto grado;
mixofibrosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos; mesotelioma; neuroblastoma; osteocondroma;
osteosarcoma; tumor neuroectodérmico primitivo; rabdomiosarcoma alveolar; rabdomiosarcoma embrionario;
schwannoma benigno o maligno; sarcoma sinovial; Tumor de Evan; fascitis nodular; fibromatosis de tipo desmoide;
tumor fibroso solitario; dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP); angiosarcoma; hemangioendotelioma epitelioide;
tumor de células gigantes tenosinoviales (TGCT); sinovitis villonodular pigmentada (PVNS); displasia fibrosa;
mixofibrosarcoma; fibrosarcoma; sarcoma sinovial; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos; neurofibroma; y
adenoma pleomoérfico de tejidos blandos; y neoplasias derivadas de fibroblastos, miofibroblastos, histiocitos, células
vasculares/células endoteliales y células de la vaina nerviosa.

Un sarcoma es un tipo raro de cancer que surge en las células de origen mesenquimatoso, por ejemplo, en los huesos
o en los tejidos blandos del cuerpo, incluidos los cartilagos, las grasas, los musculos, los vasos sanguineos, los tejidos
fibrosos u otros tejidos conectivos o de soporte. Los diferentes tipos de sarcoma se basan en el lugar donde se forma
el cancer. Por ejemplo, el osteosarcoma se forma en los huesos, el liposarcoma en las grasas y el rabdomiosarcoma
en los musculos. Los ejemplos de sarcomas incluyen, entre otros: tumor de Askin; sarcoma botrioides; condrosarcoma;
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sarcoma de Ewing; hemangioendotelioma maligno; schwannoma maligno; osteosarcoma; y sarcomas de tejidos
blandos (p. ej., sarcoma alveolar de partes blandas; angiosarcoma; cistosarcoma filodes; dermatofibrosarcoma
protuberans (DFSP); tumor desmoide; tumor desmoplasico de células pequefias y redondas; sarcoma epitelioide;
condrosarcoma extraesquelético; osteosarcoma extraesquelético; fibrosarcoma; tumor estromal gastrointestinal
(GIST); hemangiopericitoma; hemangiosarcoma (mas comunmente conocido como "angiosarcoma"); sarcoma de
Kaposi; leiomiosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos (MPNST);
neurofibrosarcoma; sarcoma sinovial; sarcoma pleomorfico indiferenciado, y similares).

Un teratoma es un tipo de tumor de células germinales que puede contener varios tipos diferentes de tejido (por
ejemplo, puede incluir tejidos derivados de cualquiera y/o las tres capas germinales: endodermo, mesodermo y
ectodermo), que incluyen, por ejemplo, cabello, musculos y huesos. Los teratomas se producen con mayor frecuencia
en los ovarios en las mujeres, los testiculos en los hombres y el coxis en los nifios.

El melanoma es una forma de cancer que comienza en los melanocitos (células que producen el pigmento melanina).
Puede comenzar en un lunar (melanoma de la piel), pero también puede comenzar en otros tejidos pigmentados,
como los ojos o los intestinos.

Las leucemias son canceres que comienzan en el tejido formador de sangre, como la médula 6sea, y hacen que se
produzca un gran numero de células sanguineas anormales que ingresan al torrente sanguineo. Por ejemplo, las
leucemias pueden originarse en células derivadas de la médula 6ésea que normalmente maduran en el torrente
sanguineo. Las leucemias reciben su nombre por la rapidez con que se desarrolla y progresa la enfermedad (p. €j.,
aguda versus cronica) y por el tipo de gldbulos blancos afectados (p. ej., mieloides versus linfoides). Las leucemias
mieloides también se denominan leucemias mielégenas o mieloblasticas. Las leucemias linfoides también se llaman
leucemia linfoblastica o linfocitica. Las células de leucemia linfoide pueden acumularse en los ganglios linfaticos, que
pueden inflamarse. Ejemplos de leucemias incluyen, sin limitacion: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia linfocitica crénica (LLC).

Los linfomas son canceres que comienzan en las células del sistema inmune. Por ejemplo, los linfomas pueden
originarse en células derivadas de la médula 6sea que normalmente maduran en el sistema linfatico. Hay dos
categorias basicas de linfomas. Un tipo es el linfoma de Hodgkin (LH), que se caracteriza por la presencia de un tipo
de célula llamada célula de Reed-Sternberg. Actualmente hay 6 tipos reconocidos de LH. Los ejemplos de linfomas
de Hodgkin incluyen: esclerosis nodular, linfoma de Hodgkin clasico (LHC), LHC de celularidad mixta, LHC de
agotamiento de linfocitos, LHC rico en linfocitos y LH predominante de linfocitos nodulares.

La otra categoria de linfoma es el linfoma no Hodgkin (LNH), que incluye un grupo grande y diverso de canceres de
células del sistema inmune. Los linfomas no Hodgkin se pueden dividir en canceres que tienen un curso indolente
(crecimiento lento) y aquellos que tienen un curso agresivo (crecimiento rapido). Actualmente hay 61 tipos reconocidos
de LNH. Los ejemplos de linfomas no Hodgkin incluyen, pero no se limitan a: Linfomas relacionados con el SIDA,
linfoma anaplasico de células grandes, linfoma angioinmunoblastico, linfoma de células NK blasticas, linfoma de Burkitt,
linfoma tipo Burkitt (linfoma de células pequefias no escindidas), leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico pequerio,
linfoma de células T cutaneas, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de células T de tipo enteropatia, linfoma
folicular, linfomas hepatoesplénicos de células T gamma-delta, leucemias de células T; linfoma linfoblastico; linfoma
de células del manto; linfoma de zona marginal; linfoma de células T nasales; linfoma pediatrico; linfomas de células
T periféricas, linfoma primario del sistema nervioso central; linfomas transformados; linfomas de células T relacionados
con el tratamiento y macroglobulinemia de Waldenstrom.

Los canceres cerebrales incluyen cualquier cancer de los tejidos del cerebro. Los ejemplos de canceres cerebrales
incluyen, entre otros: gliomas (p. €j., glioblastomas, astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y similares),
meningiomas, adenomas pituitarios, schwannomas vestibulares, tumores neuroectodérmicos primitivos
(meduloblastomas), etc.

Como se usa en esta invencion, el término "infeccion" se refiere a cualquier estado en al menos una célula de un
organismo (es decir, un sujeto) que esta infectado por un agente infeccioso (por ejemplo, un sujeto tiene una infeccién
por patoégeno intracelular, por ejemplo, una infeccion crénica por patdégeno intracelular). Como se usa en esta invencion,
el término "agente infeccioso" se refiere a una entidad bioldgica extrafa (es decir, un patdégeno) que induce PD-L (PD-
L1 y/o PD-L2) (p. €j., aumento de la expresion de PD-L) en al menos una célula del organismo infectado. Por ejemplo,
los agentes infecciosos incluyen, entre otros, bacterias, virus, protozoos y hongos. Los patégenos intracelulares son
de particular interés. Las enfermedades infecciosas son trastornos causados por agentes infecciosos. Algunos agentes
infecciosos no causan sintomas o enfermedades reconocibles en ciertas afecciones, pero tienen el potencial de causar
sintomas o enfermedades en condiciones cambiantes. Los procedimientos en cuestion pueden usarse en el
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tratamiento de infecciones por patégenos crénicos, por ejemplo, incluyendo, pero sin limitacion, infecciones virales,
por ejemplo, retrovirus, lentivirus, virus de hepadna, virus del herpes, virus de la viruela, virus del papiloma humano,
etc.; infecciones bacterianas intracelulares, por ejemplo, Mycobacterium, Chlamydophila, Ehrlichia, Rickettsia, Brucella,
Legionella, Francisella, Listeria, Coxiella, Neisseria, Salmonella, Yersinia sp, Helicobacter pylori, efc.; y protozoarios
patégenos intracelulares, por ejemplo, Plasmodium sp, Trypanosoma sp., Giardia sp., Toxoplasma sp., Leishmania sp.,
etc.

Las enfermedades infecciosas que se pueden tratar con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion
incluyen, pero no se limitan a: VIH, Influenza, Herpes, Giardia, Malaria, Leishmania, 1a infeccion patégena por el virus
Hepatitis (A, B, & C), virus del herpes (p. €j., VZV, HSV-I, HAV-6, HSV-Il y CMV, virus de Epstein Barr), adenovirus,
virus de la gripe, flavivirus, echovirus, rinovirus, virus coxsackie, cornovirus, virus sincitial respiratorio, virus de las
paperas, rotavirus, virus del sarampién, virus de la rubéola, parvovirus, virus vaccinia, virus HTLV, virus del dengue,
virus del papiloma, virus del molusco, poliovirus, virus de la rabia, virus JC y virus de la encefalitis arboviral, infeccion
patdgena por la bacteria clamidia, bacterias rickettsiales, micobacteria, estafilococos, estreptococos, neumonococos,
meningococos y conococos, klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, E. coli, legionella, difteria, salmonella, bacilos,
colera, tétano, botulismo, antrax, peste, leptospirosis, y bacteria de la enfermedad de Lyme, infeccion patogena por
los hongos Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis, etc.), Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatus, niger,
etc.), Genus Mucorales (mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides
brasiliensis, Coccidioides immitis y Histoplasma capsulatum, e infeccién patégena por los parasitos Entamoeba
histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis
carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani,
Toxoplasma gondi, y/lo Nippostrongylus brasiliensis.

En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede bloquear las sefales
inhibidoras inducidas por PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2), y por lo tanto permiten la activacion de una célula
inmune. Por lo tanto, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede facilitar y/o estimular la
produccién de citocina y/o quimiocina por las células inmunes, particularmente las células inmunes que expresan PD-
1 en la superficie celular. Por ejemplo, la presencia de un complejo inmune (es decir, un complejo antigeno-anticuerpo)
que interactia con una célula inmune activa la célula inmune e induce la produccion de citocinas por la célula inmune,
pero esta activacion (estimulacion) puede ser inhibida por PD-L en la superficie de una segunda célula. Un polipéptido
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede usarse para alterar la inmunorrespuesta de una célula inmune y, por
lo tanto, puede ser Util para tratar o impedir una enfermedad o trastorno inmunoldégico (por ejemplo, un trastorno
asociado con inmunosupresion). En otras palabras, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion puede
usarse para inmunopotenciacion (estimulacion del sistema inmune) como un agente que simula el sistema inmune.

Los procedimientos anteriores incluyen administrar a un individuo que necesita tratamiento una cantidad
terapéuticamente efectiva o una dosis efectiva de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestion, incluidas,
entre otras, combinaciones de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad con un farmaco (por ejemplo, un farmaco
quimioterapéutico, un anticuerpo especifico para tumores, un farmaco antiinflamatorio, un farmaco para tratar
infecciones, un inmunoestimulante, es decir, un inmunopotenciador, un agente que simula el sistema inmune, etc.).

Las dosis efectivas de las composiciones para el tratamiento del cancer varian dependiendo de muchos factores
diferentes, como los medios de administracion, el sitio diana, el estado fisioldgico en cuestion, si el sujeto es humano
o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Usualmente, el paciente
es un ser humano, pero también se pueden tratar mamiferos no humanos, por ejemplo, animales de compaiiia como
perros, gatos, caballos, etc., mamiferos de laboratorio como conejos, ratones, ratas, efc., y similares. Las dosis de
tratamiento pueden ajustarse para optimizar la seguridad y la eficacia.

La dosis terapéutica puede variar de aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, y mas usualmente 0,01 a 5 mg/kg, del
peso corporal del huésped. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser de 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de
peso corporal, o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar implica la administracion una
vez cada dos semanas o0 una vez por mes 0 una vez cada 3 a 6 meses. Las entidades terapéuticas de la presente
descripcién generalmente se administran en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones simples pueden
ser semanalmente, mensualmente o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares como se indica
midiendo los niveles sanguineos de la entidad terapéutica en el paciente. Alternativamente, las entidades terapéuticas
de la presente descripcion pueden administrarse como una formulacién de liberacion sostenida, en cuyo caso se
requiere una administracion menos frecuente. La dosificacién y la frecuencia varian segun la vida media del polipéptido
en el paciente.

En aplicaciones profilacticas, se puede administrar una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente poco
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frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contintan recibiendo tratamiento por el resto de sus
vidas. En otras 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 preferiblemente hasta que el paciente muestre
una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. Posteriormente, la patente puede administrarse en
un régimen profilactico.

Los procedimientos de la presente descripcion incluyen tratar, reducir o impedir cualquiera de las afecciones, dolencias
y/o enfermedades discutidas anteriormente (p. €j., crecimiento tumoral, metastasis tumoral o invasion tumoral de
canceres, incluidos linfomas, leucemias, carcinomas, melanomas, glioblastomas, sarcomas, mielomas, efc.). Para
aplicaciones profilacticas, composiciones farmacéuticas o0 medicamentos se administran a un paciente susceptible a,
o de otra manera en riesgo de, enfermedad en una cantidad suficiente para eliminar o reducir el riesgo, disminuir la
gravedad, o retrasar el comienzo de la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos, histolégicos, cognitivo y/o
conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y fenotipos patolégicos intermedios que se presentan durante el
desarrollo de la enfermedad.

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestion pueden usarse in vitro y in vivo para monitorear el curso
de la terapia de la enfermedad, por ejemplo, midiendo el aumento o la disminucion en el niumero de células que
expresan PD-L (PD-L1 y/o PD-L2), particularmente células infectadas cronicamente y/o células cancerosas que
expresan PD-L1, se puede determinar si un régimen terapéutico particular dirigido a mejorar la enfermedad es efectivo.
Para tales fines, los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden etiquetarse de forma detectable.

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestién pueden usarse in vitro en ensayos de union en los que
pueden utilizarse en fase liquida o unirse a un vehiculo en fase sdlida. Ademas, los polipéptidos en estos
inmunoensayos pueden etiquetarse de manera detectable de varias maneras. Ejemplos de tipos de ensayos que
pueden utilizar polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad son la citometria de flujo, por ejemplo, FACS, MACS,
histoquimica, inmunoensayos competitivos y no competitivos en formato directo o indirecto; y similares. La deteccion
de PD-L utilizando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se puede realizar con ensayos que se ejecutan en
los modos directo, inverso o simultaneo, incluidos los ensayos histoquimicos en muestras fisioldgicas.

Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestion pueden unirse a muchos vehiculos diferentes y usarse
para detectar la presencia de PD-L (PD-L1 y/o PD-L2) que expresan células. Ejemplos de vehiculos bien conocidos
incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas,
poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La naturaleza del vehiculo puede ser soluble o insoluble para los fines de la
descripciéon. Los expertos en la materia conoceran otros vehiculos adecuados para unir proteinas, o podran
determinarlos, utilizando experimentacion de rutina.

Hay muchas etiquetas y procedimientos de etiquetado diferentes conocidos por los expertos en la materia. Los
ejemplos de los tipos de etiquetas que se pueden usar en la presente descripcidn incluyen, pero no se limitan a,
enzimas, radiois6topos, compuestos fluorescentes, metales coloidales, nanoparticulas, compuestos
quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes. Los expertos en la materia conoceran otras etiquetas adecuadas
para unién a los polipéptidos de la descripcion, o podran determinarlos, utilizando experimentacion de rutina. Ademas,
la unién de estas etiquetas a los polipéptidos de la descripcion se puede hacer usando técnicas estandar comunes a
los expertos en la materia.

PD-L puede ser detectado por polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestion cuando esta presente en
fluidos y tejidos bioldgicos. Se puede usar cualquier muestra que contenga una cantidad detectable de PD-L. Una
muestra puede ser un liquido como orina, saliva, liquido cefalorraquideo, sangre, suero y similares, o un sélido o
semisolido como tejidos, heces, biopsia y similares, o, alternativamente, un tejido sélido como aquellos comiunmente
utilizados en el diagndstico histologico.

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

Los conjugados para imagenes de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad se pueden administrar al sujeto en
una serie de mas de una administracion. Las composiciones conjugadas para imagenes pueden administrarse en un
momento apropiado antes de la técnica de visualizacién. Por ejemplo, la administracion dentro de una hora antes de
la inspeccidn visual directa puede ser apropiada, o la administracién dentro de las doce horas antes de una exploracion
TEP o IRM puede ser apropiada. Sin embargo, se debe tener cuidado de no dejar pasar demasiado tiempo entre la
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administracion y la visualizacién, ya que el compuesto para imagenes puede eliminarse del sistema del paciente.

Las composiciones para el tratamiento (por ejemplo, para el tratamiento del cancer, infeccién crénica, inmunosupresion,
inflamacion, etc.) pueden administrarse por via parenteral, tdpica, intravenosa, intratumoral, oral, subcutanea,
intraarterial, intracraneal, intraperitoneal, medios intranasales o intramusculares. Una ruta tipica de administracion es
intravenosa o intratumoral, aunque otras rutas pueden ser igualmente efectivas.

Las composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones liquidas o suspensiones; también
se pueden preparar formas solidas adecuadas para solucién o suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion.
La preparacion también se puede emulsionar o encapsular en liposomas o microparticulas tales como polilactida,
poliglicélido o copolimero para un efecto adyuvante mejorado, como se discutié anteriormente. Langer, Science 249:
1527, 1990 y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Los agentes de esta descripcion pueden
administrarse en forma de una inyeccion de depésito o preparacion de implante que puede formularse de tal manera
que permita una liberacion sostenida o pulsatil del ingrediente activo. Por ejemplo, las formulaciones adecuadas
pueden ser estériles y/o sustancialmente isotdnicas y/o en cumplimiento absoluto con todas las leyes sobre practicas
de buena fabricacion (GPM) de la Administracion de Alimentos y Farmacos de EE. UU.

La toxicidad de los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad descritos en esta invencién se puede determinar
mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales de experimentacién, por ejemplo,
determinando la DLso (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) o la DL1oo (la dosis letal para el 100 % de la poblacion).
La relacion de la dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico. Los datos obtenidos de estos
ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificacién que no sea
téxico para uso en humanos. La dosificacion de las proteinas descritas en esta invencién se encuentra preferiblemente
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la dosis efectiva con poca o ninguna toxicidad. La
dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de
administracion utilizada. La formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden ser elegidas por el
médico individual en vista de la condicién del paciente.

También se describen kits que comprenden las composiciones (p.€j., polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y
formulaciones de los mismos) de la descripcion y las instrucciones de uso. El kit puede contener ademas al menos un
reactivo adicional, por ejemplo, un farmaco quimioterapéutico, un anticuerpo antitumoral y un farmaco contra la
infecciodn, por ejemplo, un farmaco antiviral, etc. Los kits generalmente incluyen una etiqueta que indica el uso previsto
del contenido del kit. El término etiqueta incluye cualquier material escrito o grabado suministrado en o con el kit, o
que de otro modo acompafia al kit.

CLAVE PARA EL LISTADO DE SECUENCIAS
Proteina PD-1 humana natural

(también conocida como PDCD1, CD279, PD1, SLEB2, hPD-1, hPD-l y hSLE1)
(negrita: dominio transmembrana, aminoacidos 168-191; subrayado: aminoacidos 26-147)

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSE
SFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYL
CGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLV
WVLAVICSRAARGTIGARRT GQPLKEDPSAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTE
YATIVFPSGMGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL

(SEQ ID NO: 1)

Fragmento de polipéptido PD-1 humano natural (R87, N91 y R122 estan subrayados)
(ejemplo de un polipéptido mimético PD-1 en cuestion; un "polipéptido mimético PD-1 de fragmento natural”)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRS
QPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 2)
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HAC-I PD-1 (Consenso de alta afinidad con isoleucina en la posicion 41)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVIWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 3)

HAC-V PD-1 (Consenso de alta afinidad con valina en la posicion 41)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 4)

G2 4-1 (Generacion 2, clon 4-1)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGPDARFRVTQLPNGRDFHLSVVRARRNDSGTYVCGAISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 5)

G24-2

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHIWHRESPSGQTDTLAAFPEDRSQ
PGQDARFRVTQLPNGRDFHLSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 6)

G24-3

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVIWHLESPSGQTDTLAAFPEDRSQ
PGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 7)

G2 4-5

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSSQTDTLAAFPEDRS
QPGPDARFRVTQLPNGRDFQLSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 8)

G2 4-12

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHYESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHLSVVRARRNDSGTYVCGIISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 9)

G14-12

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHLNWYRQSPDCKVEKLAAFPEDRS
TPNPDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYYCGAITISPGPQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 10)

G14-2
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DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHLIWERQSPLGQLFKLAAFPEDRSIP
RQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGAISYSPEIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 11)

G14-5

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHLYWERQSPNGQVRKLAAFPEDRS
EPIPDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGAISYAAIVQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 12)

G14-1

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFRLVWHRESPGYETDTLASFPEDRS
TPLPDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYYCGAIAFHPVIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 13)

G14-4

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFRLVWHRESPNNHAYTLALFPEDRSL
PFPDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYICGAITFDPRIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 14)

G14-10

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHLVWHRLSPVYQTVLLAAFPEDRSP
PVQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISYDPTIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 15)

G2 4-10

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHYDSPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGPDCRFRITQLPNGRDFHESVVRARRNDSGTYICGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 16)

G2 4-14

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHYESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGPDCRFRVTQLPNGRDFHESVVRARRNDSGTYICGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 17)

G24-4

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHIIWHRESPSCQTDTLAAFPEDRSQ
PGQDCRFRITQLPNGRDFHESVVRARRNDSGTEVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 18)

G2 4-22
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DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHIWHRESPSGQTDILAAFPEDRSQ
PGQDCRFRITQLPNGRDFHESVVRARRNDSGTEVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 19)

G24-6

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFRLVWHRESPSGQTDILAAFPEDRS
QPGQDCRFRITQLPNGRDFHESVVRARRNDSGTEVCGAISEAPKIQIKESLRAELRVTER
c (SEQ 1D NO: 20)

G24-7

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVWWHRESPSGQTDILAAFPEDRS
QPGQDCRFRITQLPNGRDFHLSVVRARRNDSGTEVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 21)

10
G2 4-18
DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVIWHRESPSGQTDILAAFPEDRS
QPGPDCRFRITQLPNGRDFHMSVVRARKNDSGTYVCGIISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 22)
15  G24-23

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHIWHRESPSGQTDTLAAFPEDRSQ
PGPDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTER
(SEQ ID NO: 23)
Polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad multimerizados (p. €j., para una farmacocinética mejorada) (es decir,
20 fusién a un dominio de multimerizacién)

HAC-V 'microcuerpo’
(HAC-V PD-1 fusionado al dominio IgG1 CH3 humano, incluida la region bisagra)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTEREPK
SCDKTHTCPPCGGGSSGGGSGGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK (SEQ ID NO: 24)

25
HAC-V Fc fusion
(HAC-V PD-1 fusionada con IgG humana Fc; aqui IlgG4 humana para funciones efectoras reducidas (en
comparacién con otras regiones Fc) y mutacion S228P para impedir el intercambio de brazos fab; enlazador AAA
entre la variante PD-1 y Fc estd incluido)

30

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERAAA
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PPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 25)

Fusiones a citocinas "atenuadas”
Ejemplo: HAC-IL2 (F42A/D20T)

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERGG
GGSGGGGSAPTSSSTKKTQLQLEHLLLTLQMILNGINNYKNPKLTRMLTAKFYMPKKATELKHL
QCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWI
TFCQSIISTLT (SEQ ID NO: 39)

Fusiones a agonistas de 41BB
Ejemplo: HAC-41BBL

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERGG
GGSGGGGSDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKEL
VWAKAGVYYVFFQMELRRVVAGEGSGSVSLALHLMPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPA (SEQ ID NO: 40)

Fusiones a agonistas de CD40
Ejemplo: HAC-CD40L

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERGG
GGSGGGGSGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLY
YIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQP
GASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL (SEQ ID NO: 41)

Fusiones a inhibidores de BTLA y/lo CD160
Ejemplo: sefiuelo HAC-BTLA:

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERGG

GGSGGGGSWNIHGKESCDVQLYIKRQSEHSILAGDPFELECPVKYCANRPHVTWCKLNGTTC
VKLEDRQTSWKEEKNISFFILHFEPVLPNDNGSYRCSANFQSNLIESHSTTLYVTDVK (SEQ ID
NO: 42)

Fusiones a inhibidores de TIM3 ylo CEACAM1
Ejemplo: Sefiuelo HAC-TIM3:
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DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPEDRS
QPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELRVTERGG
GGSGGGGSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNLYPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERD
VNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLK (SEQ ID NO: 43)

Mutantes de cisteina (p. €j., para etiquetado TEP)

HAC-VN91C
DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPE
DRSQPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRCDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELR
VTER (SEQ ID NO: 44)

HAC-VR87C

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPE
DRSQPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVCARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELR
VTER (SEQ ID NO: 45)

HAC-VR122C

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFHVVWHRESPSGQTDTLAAFPE
DRSQPGQDARFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYVCGVISLAPKIQIKESLRAELR
VTEC (SEQ ID NO: 46)

La invencion se describe ahora con mas detalle por medio de los siguientes ejemplos.
EXPERIMENTACION

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a aquellos expertos habituales en la materia una descripcion y
revelacion completas sobre como preparar y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que
los inventores consideran su invencion ni pretenden representar que los experimentos a continuacion sean todos o los
unicos experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision en relacién con los nimeros
usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, efc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y desviaciones
experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso
molecular promedio en peso, la temperatura es en grados centigrados y la presién es igual o cercana a la atmosférica.

Ademas, debido a la redundancia de codones, se pueden hacer cambios en la secuencia de ADN subyacente sin
afectar la secuencia de la proteina. Ademas, debido a consideraciones de equivalencia funcional biolégica, se pueden
hacer cambios en la estructura de la proteina sin afectar la accion bioldgica en especie o cantidad.

Ejemplo 1

El siguiente ejemplo demuestra la creacion de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad que antagonizan
efectivamente la interaccion entre PD-1 y su ligando PD-L1. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden
usarse como agentes terapéuticos para las mismas indicaciones que los anticuerpos PD-1 y PD-L1 (por ejemplo, los
que estan actualmente en ensayos clinicos).

La Fig. 1A representa un esquema que ilustra PD-L1 en la superficie de una célula tumoral que se une especificamente
a PD-1 en la superficie de una célula T para inhibir la activacion de la célula T, permitiendo asi que la célula tumoral
evada la destruccion por el sistema inmune.La Fig. 1B representa un esquema que ilustra un polipéptido mimético
PD-1 de alta afinidad en cuestién que se une especificamente a PD-L1 en la superficie de una célula cancerosa,
reduciendo asi la capacidad de la célula cancerosa para inhibir la activacion de las células T, lo que, a su vez, reduce
la capacidad de la célula cancerosa para evadir la respuesta inmune.

La Fig. 2A describe una representacion estructural de la interaccion de PD-1 (arriba a la derecha) con PD-L1 (abajo
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a la izquierda). Los residuos de PD-1 ubicados en el sitio de contacto con PD-L1 se representan como esferas. Se
mutageniz6 un polipéptido mimético PD-1 (que comprende residuos de aminoacidos naturales) en los residuos que
contactan a PD-L1 para generar una biblioteca de primera generacion (Generacién 1) de polipéptidos mutados, que
se exhibieron en la superficie de células de levadura. Selecciones basadas en la unién se realizaron a continuacién
usando 100 nM de PD-L1 humana biotinilada. Para detectar polipéptidos miméticos PD-1 que tienen una afinidad aun
mayor por PD-L1, se generd una biblioteca de segunda generacion (Generacion 2) de polipéptidos mutados,
enfocando la mutagénesis en posiciones convergentes. Se usé 1 nM de PD-L1 humana biotinilada para detectar la
biblioteca de la Generacion 2. Ver la Fig. 2B para los resultados de las detecciones.

La tabla de la Fig. 3 refleja las secuencias de las variantes modificadas (polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad
en cuestion) que se produjeron. Las variantes "G1" son de la biblioteca de la Generacion 1, mientras que las variantes
"G2" son de la biblioteca de la Generacion 2 (ver Fig. 2A-2B). Cada columna numerada representa la posicion de
aminoacidos para cada residuo mostrado en relacién con el polipéptido mimético PD-1 nativo establecido como SEQ
ID NO: 2 (El polipéptido de SEQ ID NO: 2 es un polipéptido mimético PD-1 que incluye una secuencia PD-1 natural,
pero carece de un dominio transmembrana y carece de los primeros 25 aminoacidos del PD-1 natural). Para cada
polipéptido mimético PD-1 recuperado, la divergencia del residuo de aminoacido natural se indica con el codigo de
una letra para la mutacion resultante para cada variante. La afinidad de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS)
medida para PD-L1 se indica (cuando se mide) a la derecha. En base a las secuencias recuperadas, se generaron
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad que contienen mutaciones de aminoacidos de consenso, y se denominan
"HAC" (High Affinity Consensus - Consenso de Alta Afinidad).

La Fig. 4 representa dos graficos representativos de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS) de experimentos
de unidn (para la unién a PD-L1) que se realizaron. La vida media de disociacién para un polipéptido mimético PD-1
nativo (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) fue inferior a un segundo. Por el contrario, la vida media de
disociacién para una variante de consenso de alta afinidad PD-1 HAC-I (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad
en cuestion) fue de 42,4 minutos, lo que demuestra que el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se uni6 con
afinidad mucho mayor a PD-L1 que el polipéptido mimético PD-1 nativo.

A continuacion, se realizaron experimentos para probar adicionalmente las caracteristicas de unién de algunos de los
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad producidos en comparaciéon con un polipéptido mimético PD-1 nativo.
Las Figs. 5A-5C muestran que los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad producidos se unen potente y
especificamente a PD-L1. Visualizacién con levadura: (Fig. 5A) PD-L1 humano, (Fig. 5B) PD-L2 humano, o (Fig. 5C)
PD-L1 de ratén, se tifieron con tetrameros de estreptavidina del polipéptido mimético PD-1 nativo marcado (un
polipéptido mimético PD-1 de control que tiene secuencias PD-1 humanas naturales y se conjuga con Alexa647). La
unidon del polipéptido mimético PD-1 nativo marcado a PD-L1 se compitid6 con concentraciones variables de
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad no marcados (concentraciones indicadas en el eje x).

Un polipéptido mimético PD-1 nativo no etiquetado (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) antagonizo la
interaccion PD-1/PD-L1. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad (HAC-V PD-1, G2 4-1 y G2 4-2)
antagonizaron poderosamente la interaccion PD-1/PD-L1 a concentraciones mucho mas bajas que el polipéptido
mimético PD-1 nativo, lo que demuestra que, de hecho, son polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad (Fig. 1A).
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad no demostraron antagonismo de la interaccion PD-1:PD-L2, mientras
que un polipéptido mimético PD-1 nativo antagonizé la interacciéon PD-1:PD-L2. Por lo tanto, estos polipéptidos
miméticos PD-1 de alta afinidad particulares tenian una mayor afinidad por PD-L1 en comparacion con la afinidad por
PD-L1 del polipéptido mimético PD-1 nativo, pero tenian una afinidad disminuida por PD-L2 en comparacion con la
afinidad por PD-L2 del polipéptido mimético PD-1 nativo (Fig. 1B). Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad
producidos también pudieron competir por la union al PD-L1 de raton (Fig. 5C).

A continuacion, se probd la capacidad de los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad producidos para antagonizar
PD-L1 en células cancerosas humanas. La Fig. 6A demuestra que PD-L1 se expreso en la linea celular del melanoma
humano SKMEL28 después de la induccion por estimulacion con 2000 U/mL de interferén humano gamma (IFNy)
durante 24 horas (la tincién del PD-L1 se evalu6 mediante citometria de flujo en condiciones inducidas (méas IFNy)
versus no inducidas (menos IFNy)). Células SKMEL28 estimuladas con IFNy se tifieron con tetrameros de
estreptavidina del polipéptido mimético PD-1 nativo marcado (un polipéptido mimético PD-1 de control que tiene
secuencias PD-1 humanas naturales y conjugado con Alexa647) con concentraciones variables de polipéptidos
miméticos PD-1 de alta afinidad sin marcar (concentraciones indicadas en el eje x) (Fig. 6B). Un polipéptido mimético
PD-1 nativo no etiquetado (que tiene secuencias PD-1 humanas naturales) fue ineficaz para impedir (requeria altas
concentraciones para impedir) la unién del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado a las células SKMEL28 (IC50
= 8,2 uM). Por el contrario, HAC-V (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) inhibié de manera potente la unién
del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado (IC50 de 210 pM). HAC-MBH (HAC-V, un polipéptido mimético PD-1
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de alta afinidad, fusionado con el dominio CH3 de la IgG1 humana) inhibié la unién del polipéptido mimético PD-1
nativo etiquetado con potencia adicionalmente mejorada (IC50 de 55 pM).

Ejemplo 2: Variantes de PD-1 de alta afinidad disefiadas para inmunoterapia optimizada e imagenes por
inmunoTEP. (algunos datos se comparten con el Ejemplo 1)

La sefializacion a través del control inmune PD-1 permite la progresion del tumor al amortiguar las respuestas inmunes
antitumorales. El bloqueo terapéutico del eje de sefalizacion entre PD-1 y su ligando PD-L1 con anticuerpos
monoclonales ha demostrado un éxito clinico notable en el tratamiento del cancer. Sin embargo, los anticuerpos tienen
limitaciones inherentes que pueden reducir su eficacia en este entorno, incluidos la pobre penetracion tejido/tumor y
funciones Fc-efectoras perjudiciales que agotan las células inmunes. Para determinar si la inmunoterapia dirigida PD-
1/PD-L1 podria mejorarse con terapias mas pequefias, sin anticuerpos, aqui se utilizé la evolucion dirigida por
visualizacion de superficie con levadura para disefiar el ectodominio PD-1 como un antagonista competitivo de alta
afinidad (100 pM) de PD-L1. A diferencia de los anticuerpos monoclonales anti-PD-L1, PD-1 de alta afinidad demostro
una penetracion tumoral superior sin inducir el agotamiento de las células T efectoras periféricas. De acuerdo con
estas ventajas, en los modelos tumorales CT26 singénicos, PD-1 de alta afinidad fue eficaz en el tratamiento de
tumores pequefios (~50 mm?) y grandes (>150 mm3), mientras que la actividad de los anticuerpos anti-PD-L1 fue
completamente anulada contra tumores grandes. Ademas, PD-1 de alta afinidad fue radioetiquetado y aplicado como
un trazador de imagenes TEP para distinguir eficientemente entre los tumores PD-L1-positivos y PD-L1-negativos en
ratones vivos, proporcionando una alternativa a la biopsia invasiva y al andlisis histolégico. Estos resultados resaltan
la farmacologia favorable de terapias pequefias, sin anticuerpos, para mejorar la inmunoterapia del cancer y el
diagnéstico inmune.

RESULTADOS

Evolucidn dirigida de variantes de PD-1 de alta afinidad que antagonizan PD-L1. Dada su modesta afinidad por
PD-L1 (Kb de 8,2 uM)'8, el ectodominio PD-1 natural es un pobre candidato para antagonizar competitivamente la
interaccion PD-1:PD-L1 en un contexto terapéutico. Por lo tanto, la afinidad de PD-1 por PD-L1 se mejord utilizando
la evolucion dirigida con visualizacién de superficie con levadura. La estrategia disefiada empled una estrategia de
dos bibliotecas. Se us6 una primera biblioteca para identificar "puntos activos" mutacionales que imparten grandes
ganancias en afinidad, y una segunda biblioteca sirvi6 para determinar la combinacién 6ptima de mutaciones
beneficiosas derivadas de la primera biblioteca.

Para disefar la biblioteca inicial de "primera generacion”, se utilizo la estructura cristalina del complejo entre PD-1
murino (mPD-1) y PD-L1 humano (hPD-L1)'® para identificar 22 residuos correspondientes en PD-1 humano (hPD-1)
en la interfaz de contacto con PD-L1 para la aleatorizacion (Fig. 7A; Fig. 12A-12B). Esta biblioteca se mostré en la
superficie de la levadura y se realizaron cuatro rondas de seleccién usando ectodominio hPD-L1 biotinilado
recombinante como reactivo de seleccion (Fig. 7B, "Generacion 1"). La caracterizacion biofisica de los clones restantes
mostré un aumento de 400 a 500 veces en la afinidad por hPD-L1, medido por Resonancia de Plasmones Superficiales
(Fig. 7C). Sin embargo, los clones exhibieron un comportamiento bioquimico pobre, con un rendimiento de expresién
disminuido y una tendencia a la agregacion. La inspeccion de las secuencias de las variantes (Fig. 7C) mostré un
promedio de 16 mutaciones por clon, con varias de las posiciones aleatorias convergiendo en un pequefio conjunto
de mutaciones (por ejemplo, V39, N41), mientras que otras posiciones parecian divergir completamente ( por ejemplo,
S48, D52), o, por el contrario, tener una preferencia estricta por el residuo original natural (por ejemplo, P105, E111).
Los resultados sugirieron que las variantes de "primera generacion" probablemente contenian una mezcla de
mutaciones beneficiosas, mutaciones de pasajeros no funcionales y mutaciones nocivas, como era de esperar dada
la gran diversidad teorica de la biblioteca (aproximadamente 102°) que fue muestreada con 108 transformantes de
levadura.

De este modo, se cred una biblioteca de "segunda generacion" para eliminar las sustituciones innecesarias y
perjudiciales, al tiempo que se optimizaban simultaneamente las combinaciones de mutaciones que imparten afinidad
mejorada (Fig. 13A-13B). La biblioteca se centré en aquellas posiciones que parecian converger lejos del tipo natural
y también introdujo variacion en las posiciones "centrales" dentro del ectodominio PD-1 (Fig. 7A). A través de 5 rondas
de seleccion, se obtuvieron variantes que se unian fuertemente a PD-L1 (Fig. 7B, "Generacion 2"). En comparacion
con hPD-1 natural, las variantes seleccionadas se unieron a hPD-L1 con una afinidad mejorada 15.000-40.000 veces,
y mostraron una fuerte tendencia hacia la convergencia en una secuencia de consenso de 10 sustituciones de
aminoacidos que comprenden ocho residuos de contacto y dos residuos centrales (Fig. 7C). Se produjeron dos
versiones de este "consenso de alta afinidad" (HAC) PD-1, que diferian solo por una isoleucina o valina en la posicion
41 (denominadas HAC-I y HAC-V, respectivamente), y se descubrid que no se podian distinguir por afinidad o
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comportamiento bioquimico. Ambas variantes de HAC-PD-1 podian expresarse facilmente, eran monoméricas y se
unian a hPD-L1 con valores de Kb de aproximadamente 100 pM (Fig. 7C). Al igual que con las otras variantes de alta
afinidad, este aumento en la afinidad se debié en gran medida a una reduccién dramatica en la tasa de desactivacion,
produciendo vidas medias de disociacion de aproximadamente 40 minutos, en comparacién con menos de un segundo
la interaccion hPD-1:hPD-L1 natural (Fig. 8A).

Para evaluar la capacidad de las variantes de PD-1 disefiadas para antagonizar PD-L1 en células cancerosas, se
realizaron experimentos de unién competitiva en lineas celulares de melanoma humano y murino. En células SK-MEL-
28 humanas, HAC-V bloqued la union de tetrameros PD-1 naturales con un ICso de 210 pM, una mejora de 40.000
veces en potencia en comparacién con PD-1 natural (ICso = 8,2 uM) (Fig. 8B). Aunque las selecciones se realizaron
utilizando PD-L1 humano, HAC-V también mostré un bloqueo mejorado de PD-L1 en células murinas B16-F10 (ICso0 =
69 nM) en comparacién con hPD-1 natural (ICso = 2,6 uM), aunque con una potencia disminuida en relaciéon con su
bloqueo en células humanas (Fig. 8B). Para generar una variante HAC-PD-1 que podria antagonizar mas eficazmente
mPD-L1 para estudios in vivo, la secuencia de HAC-V se fusioné con el dominio CH3 dimérico de IgG1 humana para
crear un "microcuerpo” HAC (HACmb; Fig. 14). En virtud de la mayor avidez impartida por su estructura dimérica,
HACmb bloqueé potentemente tanto hPD-L1 (ICso = 55 pM) como mPD-L1 (ICs0 = 1,2 nM) en células SKMEL28 y B16-
F10, respectivamente (Fig. 8B). También se caracterizé la reactividad cruzada de HAC-PD-1 para el segundo ligando
de PD-1, PD-L2. En experimentos de unién competitiva en levaduras que muestran el ectodominio de hPD-L2, HAC-
PD-1 no inhibié de manera medible la interaccién PD-1:PD-L2, en comparacién con PD-1 natural (ICso = 2,5 uM; Fig.
8B). Tomados en conjunto, estos resultados indicaron que HAC-PD-1 puede antagonizar de manera potente y
especifica PD-L1 (y, por lo tanto, también podria servir como un andamio modular para disefios adicionales).

Estudios de penetracion tumoral y agotamiento de células T Para evaluar la unién de PD-L1 y la penetracion
tumoral de HAC-PD-1 in vivo, se usaron técnicas de edicidon del genoma para generar sublineas de la linea CT26 de
cancer de colon de raton que fueron definitivamente negativas para la expresion de mPD-L1, o negativas para mPD-
L1 pero constitutivamente positivas para la expresién de hPD-L1. Estas lineas celulares positivas y negativas de PD-
L1 podrian distinguirse facilmente mediante tincion in vitro con anticuerpo anti-hPD-L1 etiquetado fluorescentemente
o con proteina HAC-PD-1 etiquetada fluorescentemente (Fig. 15A). Usando estas lineas de disefio, los ratones se
injertaron bilateralmente con tumores PD-L1 negativos y hPD-L1 positivos. Una vez que los tumores habian crecido
hasta aproximadamente 1 cm de diametro, se administré sistémicamente una inyeccion intraperitoneal de una mezcla
de anticuerpo anti-hPD-L1 etiquetado con fluoréforo y HAC-PD-1 etiquetado con fluoréforo. Después de 4 horas, se
diseccionaron los tumores emparejados y se evalud el grado de unidén de cada agente utilizando microscopia de
fluorescencia y analisis FACS.

En todos los tumores negativos para PD-L1, el analisis histoldgico no revel6 unién detectable por el anticuerpo anti-
PD-L1 o HAC-PD-1, confirmando la especificidad de ambos agentes (Fig. 9A). En contraste, se observé claramente
la unién tanto del anticuerpo como de HAC-PD-1 en tumores positivos para hPD-L1, pero con distribuciones
sorprendentemente diferentes. Mientras que la sefal de fluorescencia asociada con el anticuerpo se limitaba a las
regiones periféricas del tumor y las células inmediatamente adyacentes a los vasos, la tincion con HAC-PD-1 se
extendio, extendiéndose a regiones profundas dentro del tumor (Fig. 9Ay Fig. 15B). Estas observaciones cualitativas
fueron respaldadas por el analisis FACS de tumores PD-L1 positivos y negativos emparejados después de la
disociacién no enzimatica. Ni el anticuerpo ni el HAC PD-1 interactuaron apreciablemente con las células de los
tumores negativos para PD-L1 (Fig. 9B). Sin embargo, en los tumores que expresan hPD-L1, muchas células fueron
positivas para la tincion de HAC-PD-1, y una poblacién sustancial fue positiva tanto para el anticuerpo anti-PD-L1
como para la unién de HAC-PD-1 (Fig. 9B). En contraste, pocas células, si alguna, fueron positivas solo para la tincién
de anticuerpos anti-PD-L1 (Fig. 9B). La cuantificacion de esta sefial sobre multiples experimentos revel6 una ventaja
significativa para la union de HAC-PD-1 (p<1x10-), con mas del doble de células unidas en promedio por HAC-PD-1
que por el anticuerpo anti-PD-L1 (Fig. 9C). Tomados en conjunto, estos datos ilustran que HAC-PD-1 pudo unirse a
PD-L1 en células tumorales que de otro modo serian inaccesibles para la unién de anticuerpos.

Ademas de su tamafio mas pequefio, HAC-PD-1 carece de un dominio Fcy, por lo tanto, se razoné que, en contraste
con los anticuerpos, no contribuiria a un agotamiento inmunomediado del numero de células T circulantes. Para probar
esta hipotesis, ratones Balb/c naturales fueron injertados con tumores derivados de la linea CT26 de cancer de colon
singénico, y comenzando 14 dias después del injerto, se les administraron tratamientos diarios de PBS, anticuerpo
anti-PD-L1 o HACmb (utilizado en este caso por su unién mejorada a mPD-L1). 72 horas después del inicio del
tratamiento, los ratones inyectados con anticuerpo anti-PD-L1 mostraron una disminucién del 15 % (p=0,011) de
células T CD8+ en sangre circulante periférica (Fig. 9D). Aunque la expresion de PD-L1 fue detectable en la gran
mayoria de las células CD4+ y CD8+ (Fig. 16), el efecto depletivo fue especifico para las células T CD8+, moderando
el compartimento CD4+ (Fig. 9D). A diferencia del anticuerpo, el tratamiento diario con la proteina HACmb no tuvo un
efecto detectable en los niveles de células T circulantes (Fig. 9D), aunque sus efectos en las células T de los ganglios
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linfaticos fueron ligeramente mas complejos. Al igual que en la sangre, el tratamiento con el anticuerpo anti-PD-L1
condujo a un agotamiento significativo de las células T CD8+ (Fig. 9E, ~20 %, p<1x10-#). Sin embargo, a diferencia
de la sangre, donde no tuvo efecto, el tratamiento con HACmb condujo a una ligera disminucion en los niveles de
células T CD8+ en los ganglios linfaticos, aunque en un grado significativamente menor que el anticuerpo anti-PD-L1
(Fig. 9E, ~10 %, p=0,022). Esta observacion sugiere que agentes dirigidos por PD-1/PD-L1 pueden tener efectos
pleiotrépicos sobre la dinamica de las células T que incluyen el agotamiento mediado por Fc, asi como la simulacion
del trafico de células T hacia los tumores.

Eficacia terapéutica de HAC-PD-1 en modelos de tumores singénicos. Dado que los agentes HAC PD-1
antagonizaron eficazmente tanto la PD-L1 humana como la del raton, se probé si este bloqueo podia, por extension,
reproducir los efectos antitumorales de los anticuerpos anti-PD-L1. Como prueba inicial de la eficacia in vivo de HAC-
PD-1, ratones Balb/c inmunocompetentes fueron injertados con tumores singénicos CT26, que previamente habian
demostrado ser sensibles a los anticuerpos anti-PD-L1. El dia 7 después del injerto, cuando los tumores habian
alcanzado un tamafio de aproximadamente 50 mm? en promedio, los ratones fueron asignados al azar a cohortes de
tratamiento y comenzaron inyecciones diarias con PBS, anticuerpo anti-PD-L1 o HACmb (Fig. 10A). Como se
esperaba, los tumores de ratones tratados con PBS crecieron rapidamente (Fig. 10B). Sin embargo, para el dia 14, el
tratamiento con anti-PD-L1 o HACmb ralentizé significativamente el crecimiento tumoral en relaciéon con los controles
(Fig. 10B, p=2x10* y p< p<1x10*, respectivamente). Estos dos agentes mostraron una eficacia casi idéntica en este
estudio de tumor pequefio, sin diferencia estadistica en el crecimiento tumoral entre los dos brazos de tratamiento (Fig.
10B, p=0,99). A partir de estos resultados terapéuticos in vivo se concluye que, en el contexto de tumores relativamente
pequefios, HACmb es indistintamente eficaz para el tratamiento de anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 bien
validados.

Muchos informes de modelos de cancer de raton dependen del tratamiento muy temprano de los tumores para
demostrar efectos terapéuticos robustos, segun el disefio del experimento inicial Sin embargo, dada la penetracion
tisular superior de HAC PD-1 y su capacidad para bloquear interacciones PD-1:PD-L1 sin inducir el agotamiento
contraproducente de las células T circulantes, se planted la hipotesis de que sus ventajas en comparacion con los
anticuerpos podrian ser mas evidentes cuando se intenta tratar tumores mas grandes y mas desafiantes. Con este fin,
se inicid un experimento en el que ratones Balb/c fueron injertados con células CT26, y su volumen tumoral fue
monitoreado diariamente; solo cuando un tumor individual alcanzé un volumen minimo de 150 mm3, o
aproximadamente tres veces el tamafio inicial promedio del experimento anterior, el ratdon huésped fue aleatorizado
en una cohorte y se inicié el tratamiento. Este simple cambio en el protocolo experimental tuvo profundos efectos sobre
la eficacia comparativa de estos agentes. Mientras que el anticuerpo anti-PD-L1 y HACmb fueron equivalentes en el
tratamiento de tumores CT26 muy pequeiios (Fig. 10B), en el caso de tumores mas grandes, incluso la inyeccién diaria
de anticuerpo anti-PD-L1 no logré registrar ninguna eficacia medible sobre el tratamiento con PBS ( Fig. 10D, izquierda,
p=0,464). En marcado contraste, HACmb redujo significativamente el crecimiento tumoral en tumores grandes durante
la duracion del estudio, en comparacion con cualquiera de los tratados con PBS (Fig. 10D, derecha, p<1x10#) o
ratones tratados con anticuerpos (Fig. 10D, izquierda, p<1x10).

A continuacion, se probo si la eficacia superior de HACmb como monoterapia se extenderia en la configuracién de
combinacién (p. €j., con anticuerpos anti-CTLA4). Por si sola, la terapia con anticuerpos anti-CTLA4 fue efectiva en
este modelo de tumor grande, retrasando el crecimiento de tumores en relacion con el tratamiento con PBS (Fig. 10D,
izquierda y derecha, p<1x10*); sin embargo, el tratamiento conjunto con el anticuerpo anti-PD-L1 junto con el
anticuerpo anti-CTLA4 no produjo ningun beneficio adicional sobre el anti-CTLA4 solo (Fig. 10D, izquierda, p=0,756).
En contraste, HACmb mejoré la terapia anti-CTLA4, ya que los ratones tratados con una combinacion de anti-CTLA4
y HACmb tenian tumores significativamente mas pequefios en comparacién con cualquiera de HACmb (Fig. 10D,
p=0,012), o anti-CTLA4 solo (Fig. 10D, p=0,006).

En resumen, estos estudios in vivo demuestran que HAC PD-1 es eficaz en el tratamiento de tumores singénicos de
raton. Es importante destacar que los resultados ilustran que los aumentos en el tamafio del tumor afectan
desproporcionadamente la eficacia de los anticuerpos anti-PD-L1 (de hecho, los hacen ineficaces, una vez que los
tumores han superado un cierto umbral de tamafio), mientras que la proteina HAC-PD-1 sigue siendo eficaz en un
modelo de tumor desafiante y clinicamente mas realista. Por lo tanto, esta observacién sugiere que los anticuerpos
anti-PD-1 o anti-PD-L1 pueden no capturar completamente el beneficio terapéutico maximo del bloqueo PD-1:PD-L1,
y que son posibles mejoras adicionales con agentes terapéuticos optimizados.

Deteccion in vivo de la expresion de PD-L1 por Tomografia por Emision de Positrones (TEP) con HAC-PD-1
radioetiquetado con %“Cu. La expresion de PD-L1 en el tumor se ha sugerido como un biomarcador potencial para
predecir la respuesta a inmunoterapias dirigidas a PD-1- o PD-L1. En la actualidad, la expresién de PD-L1 en tumores
se evalua con mayor frecuencia mediante biopsia seguida de tinciéon inmunohistoquimica. Sin embargo, ademas del
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riesgo asociado y las contraindicaciones del procedimiento de biopsia, el analisis de tejido resultante se complica por
el patrén de expresién espacial heterogéneo de PD-L1 dentro de un tumor. "InmunoTEP" puede proporcionar un medio
no invasivo para medir la expresion de PD-L1 en todo un tumor simultaneamente, sin la necesidad de extirpar ningun
tejido. Se razono que, debido a su alta afinidad y especificidad por PD-L1, asi como a su mayor penetracion en el
tejido, un HAC-PD1 radioetiquetado podria servir como una sonda TEP efectiva para evaluar la expresion de PD-L1
en el tumor.

Para desarrollar un trazador TEP basado en el andamio HAC-PD-1, una variante mutada, HAC-N91C, se conjugd con
el quelato bifuncional reactivo con tiol DOTA-maleimida?°. Mientras que la aparente afinidad por hPD-L1 de DOTA-
HAC era mas débil que su secuencia original HAC-V, DOTA-HAC, no obstante, antagonizé a hPD-L1 1.200 veces mas
potente que WT PD-1 (Fig. 17A). El radioetiquetado posterior con 84Cu produjo la radio-proteina especifica de hPD-L1
64Cu-DOTA-HAC, que poseia una actividad especifica de 8-10 uCi por ug y una pureza radioquimica superior al 98 %
(Fig. 17B). Este trazador TEP se utilizo para visualizar la expresion de hPD-L1 de todo el cuerpo en un raton vivo.

64Cu-DOTA-HAC mostro una fuerte sefial tumor/musculo (mejora de 6 veces, p< 0,05) a 1 hora después de la inyeccién
(Fig. 11A, Fig. 18A), con una alta captacion en el rifion, lo indicando una rapida eliminacion renal del farmaco libre de
la sangre y una sefial alta en el higado, consistente con la union especifica del cobre por proteinas expresadas en el
higado (Fig. 18B, Fig. 18E). La falta de sefial dentro de tumores negativos para PD-L1 (Fig. 11A, Fig. 18C), o en
tumores positivos para hPD-L1 bloqueados por la inyeccion previa de 500 ug de HAC-PD1 frio (Fig. 11A-11B) indicé
un alto grado de especificidad de ®Cu-DOTA-HAC-PD1 para la union de PD-L1. Se obtuvieron exploraciones
adicionales a las 2, 4 y 24 horas (Fig. 18A, Fig. 18D), y se evalud la biodistribucion a las 24 horas (Fig. 19A-19B). La
captacién maxima del tumor se observé una hora después de la inyeccion, aunque persistio una fuerte seial dentro
de tumores hPD-L1(+) por al menos 24 horas. En suma, la captacion rapida y especifica de $#Cu-DOTA-HAC por el
tumor hPD-L1(+) facilita su uso como reactivo en aplicaciones para la obtencién de imagenes clinicas.

DISCUSION

La inmunoterapia contra el cancer es un paradigma de tratamiento cuyo notable potencial terapéutico apenas
comienza a realizarse. Aunque se ha logrado el éxito en pacientes con cancer con anticuerpos dirigidos al eje PD-
1:PD-L1, los datos proporcionados aqui muestran que se puede lograr una eficacia adicional utilizando un sefiuelo del
receptor PD-1 disefiado, HAC-PD-1. Esta proteina no comparte las limitaciones inherentes a los anticuerpos de pobre
penetracion tumoral y agotamiento no deseado de células T efectoras. En consecuencia, ejerce una actividad
antitumoral mejorada en comparacién con los anticuerpos anti-PD-L1 contra tumores mas grandes y mas expuestos.
Por lo tanto, estos resultados resaltan el potencial de las pequefias proteinas biolégicas como agentes terapéuticos
para los pacientes y su amplia aplicabilidad en la modulacién del sistema inmune.

Ademas del suministro mejorado a los tumores, la naturaleza modular de las proteinas pequefias como HAC-PD-1
permite una facil combinacion con otros agentes inmunoterapéuticos. Esta es una consideracion clave a la luz de la
eficacia del bloqueo combinado del control con nivolumab (anti-PD-1) e ipilimumab (anti-CTLA4) en pacientes con
melanoma?' y numerosos estudios preclinicos que han demostrado sinergia entre anticuerpos dirigidos a PD-1/PD-L1
y vias inmunomoduladoras adicionales, tales como TIM-3%2, LAG-323, GITR?4, OX-4025, y 4-1BB?5.. En el caso de HAC-
PD-1, los agentes multiespecificos que se dirigen a las vias inmunomoduladoras sinérgicas pueden elaborarse
facilmente simplemente fusionando multiples moédulos de proteinas pequefias, incluidos otros sefiuelos de receptores
disefiados o anticuerpos de dominio simple. Este disefio aprovecha la coexpresion de diferentes ligandos y/o
receptores de control inmune en las mismas células para proporcionar avidez mejorada, y, por lo tanto, potencia, al
agente combinado. Ademas, la terapéutica multiespecifica simplifica los regimenes de tratamiento al reducir el niumero
de farmacos administrados por separado y, por extension, reduce los costos asociados con su fabricacion y desarrollo
por separado.

Aunque generalmente se tolera bien en comparacidon con otros tratamientos contra el cancer, los farmacos
inmunomoduladores como los anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 tienen toxicidades que van desde diarrea leve hasta
eventos adversos relacionados con el sistema inmune que amenazan la vida, como hepatitis autoinmune, neumonitis,
y colitis®® Se necesitan con urgencia biomarcadores y procedimientos para identificar qué pacientes responderan al
tratamiento para evitar toxicidad innecesaria en pacientes que de otro modo no se beneficiarian de la inmunoterapia.
La expresion PD-L1 en el tumor por inmunohistoquimica (IHC) ha demostrado ser un predictor parcial, pero imperfecto,
de la respuesta anti-PD-1/anti-PD-L1%7. Sin embargo, IHC puede ser una medida insensible de la expresién de PD-L1
en el tumor y es concebible que este procedimiento pueda caracterizar erréoneamente los tumores positivos a PD-L1
como negativos. El trabajo presentado aqui demuestra que las imagenes de inmunoTEP HAC-PD-1 de la expresién
de PD-L1 en el tumor se pueden usar como una alternativa a la inmunohistoquimica. Esta estrategia no invasiva
permite obtener imagenes simultaneas de todo el tumor y metastasis asociadas, que pueden diferir del tumor primario
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en el estado de expresion de PD-L1. Ademas, las imagenes de TEP se pueden usar para repetir las imagenes del
mismo tumor en diferentes momentos (p.ej., antes y después del tratamiento), lo que proporciona un conjunto mas
rico de informacién de diagnéstico que seria dificil o imposible de lograr con las estrategias tradicionales biopsia/[HC .

PROCEDIMIENTOS

Ratones. Los estudios en animales se realizaron de conformidad con la aprobaciéon del Panel Administrativo sobre
Cuidado de Animales de Laboratorio en la Universidad de Stanford. Ratones Balb/c de 6-8 semanas de edad, utilizados
para injertos de tumores singénicos y evaluacién de los niveles de células T en respuesta a tratamientos, se obtuvieron
directamente del Laboratorio Jackson. Ratones Nod.Cg-Prkdc.scid.IL2rg.tm1Wjl/SzJ (NSG), utilizados para evaluacion
in vivo de la penetracion tumoral y estudios de TEP, se obtuvieron de poblaciones reproductoras internas.

Lineas celulares. La linea celular de melanoma humano SK-MEL-28, la linea celular de melanoma murino B16.F10
y la linea celular de carcinoma de colon murino CT26 se obtuvieron del ATCC. Todas las lineas celulares se
mantuvieron en una incubadora humidificada, con 5 % de COz, a 37°C. Las células SK-MEL-28 se subcultivaron en
medio EMEM (ATCC) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS; Thermo Fisher Scientific). Las células
B16.F10 se subcultivaron en medio DMEM (Life Technologies) suplementado con FBS al 10 % y 55 yM de 2-
mercaptoetanol (Sigma). Se cultivaron células CT26 en RPMI suplementado con FBS al 10 %. Variantes genéticas de
CT26 se crearon mediante la transduccién simultanea de células CT26 con lentivirus que expresa Cas9 y un grupo
lentiviral que codifica una mezcla de dos sgRNA dirigidos a mPD-L1 [secuencia GGCTCCAAAGGACTTGTACG (SEQ
ID NO: 56) y GGTCCAGCTCCCGTTCTACA (SEQ ID NO: 57), respectivamente], disefiado usando las herramientas
en genome-engineering.org?8. Alos 6 dias después de la infeccion, las células fueron inducidas a expresar altos niveles
de PD-L1 a través del tratamiento con 100 ng/mL de IFNy de raton, y a los 7 dias después de la infeccion, las células
se recogieron y se tifieron con anticuerpo 10F.9G2 etiquetado con APC. La poblacién negativa se clasificd, se cultivd
y, varios dias después de la recuperacion del niumero de células, estas células se sometieron a dos rondas
secuenciales adicionales de clasificacion. Esta poblacién negativa estable se defini6 como CT26-A(mPD-L1). Se
generd lentivirus que codificaba para la expresion constitutiva de hPD-L1 dirigida por EF1A y se us6 para infectar
células CT26-A(mPD-L1) para generar una linea de cancer de ratén que expresa PD-L1 humana. Estas células se
recogieron, se tifieron con PE-anti-PD-L1 (clon MIH1, eBioscience), y se clasificaron hasta pureza. Esta clasificacion
se repitio tres veces en total para generar la sublinea disefiada CT26-Tg (hPD-L1) -A(mPD-L1).

Expresion y purificacion de proteinas. El dominio hPD-1 IgV (residuos 26-147), los dominios hPD-L1 IgV e IgC
(residuos 19-239), las variantes PD-1 de alta afinidad y HACmb se ensamblaron como gBlocks mediante IDT y se
clonaron en el marco en pAcGP67a con una etiqueta histidina 8x carboxi-terminal para la secreciéon de células
Trichoplusia ni (High Five) usando baculovirus. La mutacion N91C se introdujo en HAC-V usando mutagénesis dirigida
al sitio mediada por PCR. La proteina secretada se purificé del medio acondicionado mediante cromatografia de acido
de niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA) y se desalé en solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las proteinas utilizadas
para estudios funcionales o in vivo en ratones se sometieron adicionalmente a lavados en columna con Triton X-114
para eliminar la endotoxina. Las proteinas biotiniladas se obtuvieron mediante la adicidon de una secuencia de péptidos
aceptores de biotina carboxi-terminal (GLNDIFEAQKIEWHE (SEQ ID NO: 58)) y biotinilacion enzimatica con ligasa
BirA.

Etiquetado de proteinas con sondas reactivas con amina y cisteina. HAC-V N91C se expresd y purific6 como se
describié anteriormente y se redujo mediante la aplicacién de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) a una concentracion
final de 1 mM. La proteina reducida se combiné a continuacién con un exceso molar de 20 veces de maleimida
AlexaFluor 594 C5 (Life Technologies), maleimida AlexaFluor 647 C2 (Life Technologies), o maleimido-mono-amida-
DOTA (Macrocyclics) y se incubo a temperatura ambiente durante una hora y a continuacion a 4°C durante 12 horas
adicionales. La sonda libre de exceso se elimin6 desalando la mezcla de reaccion en PBS usando un concentrador de
proteina VivaSpin (Sartorius Stedim). Para DOTA-HAC, la proteina reaccionada se intercambid en solucion salina
tamponada con Hepes (HBS; 10 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl) y se concentré a ~5 mg/mL. El numero de
quelantes acoplados por anticuerpo (c/a) se estimé con espectrometria de masas por tiempo de vuelo con
desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS) en comparacién de HAC-N91C sin reaccionar y
HAC-DOTA.

Anti-hPD-L1 de baja endotoxina/sin azida (clon 29E.2A3, BioLegend) se etiqueté con un exceso molar de 8 veces de
éster AlexaFluor 488 NHS durante dos horas a temperatura ambiente (Life Technologies). El colorante libre se inactivo
mediante la adicion de TRIS pH 8,0 a una concentracion final de 20 mM y el anticuerpo etiquetado se desald con un
concentrador de proteina VivaSpin.

Visualizacion por levadura y evolucion dirigida. Los dominios IgV de hPD-1 (residuos 26-147), los dominios IgV e
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IgC de hPD-L1 (residuos 19-132) y hPD-L2 (residuos 20-123) se mostraron en la superficie de la cepa de S. cerevisiae
EBY100 como fusiones N-terminales a Aga2 usando el vector pYAL como se describid previamente.

Construccién y seleccién de la biblioteca de hPD-1 de primera generacién: Como todavia no se ha reportado una
estructura cristalina de hPD-1 complejada con hPD-L1, se dedujeron 22 posibles residuos de contacto a través de la
estructura de mPD-1 unida a hPD-L1 (PDB ID 3SBW). Se genero una biblioteca que aleatorizé estos residuos como
se describe en la Fig. 12s!-12B, usando PCR de ensamblaje con los cebadores enumerados en la Tabla 2. La biblioteca
tenia una diversidad tedrica de aproximadamente 9,5x10'® secuencias de proteinas unicas. Los productos de PCR se
amplificaron adicionalmente con cebadores que contenian homologia con el vector pYAL y se co-electroporaron junto
con pYAL linealizado en levadura EBY100. La biblioteca resultante contenia 0,9 x 10 8 transformantes.

La levadura transformada se recuperé y se expandio en medio SDCAA liquido a 30°C y se indujo por dilucién. 1:10 en
medio SGCAA liquido y cultivado a 20°C durante 24 horas. Se utilizaron niUmeros apropiados de levadura inducida en
cada ronda para asegurar una cobertura de al menos diez veces la diversidad esperada de la biblioteca en cada etapa,
y no menos de 108 células. Todas las etapas de seleccion se llevaron a cabo a 4°C usando tampon MACS (PBS con
albdmina de suero bovino al 0,5 % y EDTA 2 mM). Antes de cada ronda, se realizé una limpieza previa contra
estreptavidina-AlexaFluor 647 (producida internamente) con microperlas anti-Cy5/Alexa Fluor 647 (Miltenyi) y una
columna LD MACS (Miltenyi). Para las rondas 1-3, la seleccion positiva se realizé etiquetando la levadura inducida
con hPD-L1 biotinilada 1 uM durante una hora a 4°C, seguida de tincién secundaria con estreptavidina-AlexaFluor 647,
y seleccién magnética con microperlas anti-Cy5/AlexaFluor 647 y una columna LS MACS (Miltenyi). Para la cuarta
ronda, la seleccion positiva se realizd6 mediante tincion con hPD-L1 biotinilado 10 nM y etiquetado secundario con
estreptavidina-AlexaFluor 647. Los niveles de visualizacion se determinaron mediante tincion con anti-cMyc (Cell
Signaling Technologies) conjugado con AlexaFluor 488 y el 1 % superior de ligantes de hPD-L1 normalizados para
visualizacion se aislaron usando clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) con un clasificador celular Aria
FACS. Después de cada ronda de seleccion, la levadura recuperada se expandié en medio SDCAA a 30°C durante la
noche y a continuacion se indujo a 20°C por dilucién 1:10 en medio SGCAA durante 24 horas.

Construccién y seleccion de la biblioteca hPD-1 de segunda generacion: La biblioteca de segunda generacion fue
disefiada para aleatorizar diez posiciones de contacto de la primera biblioteca que demostraron convergencia lejos del
residuo natural, asi como siete posiciones centrales adicionales. El disefio, ilustrado por la Fig. 13, tenia una diversidad
tedrica de aproximadamente 9,1 x 10° secuencias de proteinas Unicas. En cuanto a la biblioteca de primera generacion,
la biblioteca de segunda generacién se construyé mediante PCR de ensamblaje con cebadores enumerados en la
Tabla 3 y co-electroporada con pYAL en levadura EBY100. La biblioteca resultante produjo 1,2 x 108 transformantes.

La biblioteca de segunda generacion se seleccion6 de manera similar a la biblioteca de primera generacion con
algunas modificaciones. Las rondas 1-3 se realizaron mediante tincién con hPD-L1 biotinilado 1 pM y seleccion de
perlas magnéticas como se describié anteriormente. Para las rondas 4 y 5, se realizé una seleccion cinética para
seleccionar variantes con tasas de desactivacion disminuidas. Brevemente, las levaduras se tifieron con hPD-L1
biotinilado 10 nM durante una hora a 4°C. Después de lavar con tampon MACS, las levaduras se incubaron a
continuacién con hPD-L1 nobiotinilado 1 uM durante seis horas a temperatura ambiente con agitacién. Las levaduras
postcompetidas se tifieron a continuacion con estreptavidina-AlexaFluor 647 y anti-cMyc conjugado con AlexaFluor
488y el 1 % superior de aglutinantes normalizados para visualizacion se aislaron mediante clasificacion FACS.

Resonancia de Plasmones Superficiales

Los experimentos se condujeron utilizando un Biacore T100 y se llevaron a cabo a 25°C. PD-L1 biotinilado se
inmovilizé en un chip sensor (GE Healthcare) de estreptavidina (SA) de Biacore para producir una Rmax de
aproximadamente 100 RU. Una proteina biotinilada no relacionada (el dominio IgSF del CD47 humano) se inmovilizd
en la superficie de referencia con un valor de RU correspondiente para controlar la unién no especifica. Las mediciones
se realizaron con diluciones en serie de las variantes PD-1 en tampén HBS-P + (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
tensioactivo P20 al 0,005 %) como se indica en la figura 8A (GE Healthcare). La superficie de PD-L1 se regeneré
mediante tres inyecciones de 60 segundos de 50 % v/v etilenglicol, glicina 100 mM pH 9,5. Se analizaron todos los
datos con el software de evaluacion Biacore T100 versién 2.0 con un modelo de unién Langmuir 1:1.

Ensayos de uniéon de competicion celular con PD-1.

El tetramero WT PD-1 se formé incubando WT PD-1 biotinilado con estreptavidina conjugada con AlexaFluor 647 a
una racién molar de 4:1. La expresion de PD-L1 se indujo en células GFP-luciferasa+ SK-MEL-28 mediante simulacion
durante la noche con 2000 U/mL de IFNy humano. El tetrdmero WT PD-1 100 nM se combind a continuacién con
concentraciones de titulacion de monémero WT PD-1, HAC-V o HACmb y se afiadié simultdneamente a 100.000
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células SK-MEL-28 inducidas. Las células se incubaron con las mezclas de reactivos en hielo durante 60 minutos y a
continuacioén se lavaron para eliminar el tetramero no unido. La intensidad de fluorescencia de AlexaFluor 647 se
cuantificé mediante citometria de flujo utilizando un citémetro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences).

Estudios de penetracion tumoralin vivo.

Ratones Nod.Cg-Prkdc.scid.IL2rg.tm1Wijl/SzJ (NSG) hembra de 6-8 semanas de edad fueron inyectados
subcutaneamente con 1x108 células de la linea de cancer de colon genéticamente modificada CT26-A(mPD-L1) en su
hombro izquierdo, y 1x10° células de CT26-Tg (hPD-L1)-A(mPD-L1) en su hombro derecho, en una suspension de 50
pL de 75 % RPMI (Life Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning) para cada inyeccion. Después
de 14 dias, cuando los tumores habian crecido hasta aproximadamente 1 cm de didmetro, los ratones fueron
inyectados intraperitonealmente con una mezcla de 100 ug de anticuerpo anti-PD-L1 conjugado con AlexaFluor 488
(clon 29E.2A3, BioLegend) y 100 pg de monémero HAC PD-1 conjugado con conjugado AlexaFluor 594. Después de
4 horas, los ratones fueron sacrificados y sus tumores fueron disecados. Después de varias rondas de lavado con
PBS frio para eliminar el exceso de sangre, cada tumor se corté aproximadamente a la mitad. Una mitad se incubd en
una solucion de 1 % PFA en PBS durante la noche a 4°C con balanceo, lavado en PBS e incrustado en formulacion
Tissue Tek O.C.T. (Optimal Cutting Temperature = Temperatura de Corte Optima) (Sakura). Se cortaron secciones
congeladas de 7 micras de estos tejidos y se descongelaron durante 30 minutos, se lavaron en acetona a 4°C durante
4 minutos, se secaron al aire durante 10 minutos, se lavaron en PBS (tres veces, 5 minutos cada una) y se etiquetaron
con Hoechst 33342 (Invitrogen) antes de montar con Fluoromount G (Southern Biotech). Las transparencias se
visualizaron en un microscopio fluorescente Eclipse €800 (Nikon) con un aumento de 10x o 20x. El procesamiento
basico de fotos, que incluye colores falsos de canales de fluorescencia, fusidon de canales y ajuste de brillo y contraste,
se realizé con Adobe Photoshop (Adobe). Para el andlisis FACS, la segunda mitad de cada tumor se pico finamente
con una cuchilla de afeitar recta, y el tejido picado se presioné a través de un filtro de malla de 100 uM, se enjuagd
con PBS y finalmente se pasoé a través de un filiro de células de 40 uM mientras estaba en suspension liquida. Las
muestras se mantuvieron lo mas cerca posible de 4°C en todas las etapas del procesamiento. Finalmente, la
suspensioén unicelular resultante se fijé en una Soluciéon de PFA 1 %, y se analizé la sefial de fluorescencia derivada
de anticuerpos y HAC en un analizador LSRFortessa FACS (BD Biosciences).

Estudios de agotamiento de células T

Ratones Balb/c hembra naturales de 6-8 semanas de edad se afeitaron en su dorso inferior y se inyectaron por via
subcutanea con 1x10° células de la linea CT26 de cancer de colon en una suspension de 50 uL de 75 % RPMI (Life
Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning). Los ratones cuyos tumores no se injertaron dentro de
los 7 dias mediante inspeccion visual fueron excluidos del estudio adicional. Aquellos con tumores visibles y palpables
se aleatorizaron en grupos de tratamiento, 10 ratones por grupo, usando las herramientas en random.org. Los ratones
fueron tratados durante 3 dias mediante inyecciones intraperitoneales una vez al dia de 100 pl de PBS, 250 ug de
anticuerpo anti-PD-L1 (clon 10F.9G2, BioXcell), o 250 ug de proteina HACmb purificada, cada una ajustada a una
concentracion de 2,5 mg/mL. Después de tres dias de tratamiento, se recogieron sangre periférica y ganglios linfaticos
de cada ratén y se tifieron con el siguiente panel de anticuerpos (BioLegend): AlexaFluor488 CD45 (clon 30-F11),
PerCP-Cy5-5 CD8 (clon 53-6.7), AlexaFluor700 Nk1.1 (clon PK136), APC-Cy7 B220 (clon RA3-6B2), PE-Dazzle
CD11b (clon M1/70), PE-Cy5 F4/80 (clon BM8), PE-Cy7 CD4 (GK1.5), y APC PD-L1 (clon 10F.9G2) DAPI se us6 como
una tincion de viabilidad. Las muestras se analizaron en un analizador de FACS LSRFortessa (BD Biosciences).

Modelos de tumor CT26

Ratones Balb/c hembra naturales de 6-8 semanas de edad se afeitaron en su dorso inferior y se inyectaron por via
subcutanea con 1x10° células de la linea CT26 de cancer de colon en una suspension de 50 uL de 75 % RPMI (Life
Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning). Los ratones cuyos tumores no se injertaron dentro de
los 7 dias mediante inspeccion visual fueron excluidos del estudio adicional. Para estudios de tratamiento de tumores
pequefos, los ratones se aleatorizaron en cohortes usando las herramientas de aleatorizacion de la lista en
random.org, y los tratamientos se administraron a partir de 7 dias después del injerto para todos los ratones. En estos
estudios de tumores pequefios, se tomaron mediciones de calibre digital cada tercer dia, y los valores se representaron
graficamente como cambio del numero de veces, como normalizado a los valores medidos en el dia 10. Para estudios
de tumores grandes, los ratones se injertaron como se describié anteriormente, y comenzando en el dia 8, los tumores
se midieron diariamente. Los ratones se clasificaron individualmente en cohortes de tratamiento y el tratamiento se
inicié solo cuando los tumores alcanzaron un umbral de 150 mm?3, aproximadamente 10-14 dias después del injerto
en todos los casos. Se tomaron mediciones de calibre digital todos los dias para cada ratdén en el experimento de
tumor grande durante la duracién del tratamiento. Para reducir la variabilidad aleatoria del dia a dia en los valores
medidos, los volumenes de tumores graficados en este experimento son promedios evaluados dentro de una ventana
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deslizante que incluye el dia actual, el dia anterior y las mediciones del dia siguiente. Los valores del estudio de
tumores grandes se graficaron como volumen tumoral absoluto (mm?3). En ambos experimentos, los ratones recibieron
inyecciones de tratamiento diarias por via intraperitoneal durante 14 dias con 100 pl de PBS, 250 ug de anticuerpo
anti-PD-L1 (clon 10F.9G2, BioXcell) o 250 ug de proteina HACmb purificada, cada una ajustada a una concentracion
de 2,5 mg/mL. Los tumores se aproximaron como elipsoides con dos radios x e y, donde x es la dimension medible
mas grande del tumor e y es la dimension inmediatamente perpendicular a x: Volumen=(4/3) * (1) * (x/2) * (y/2).

Etiquetado con ®4Cu de DOTA-HAC. DOTA-HAC se radioetiquetd con 84CuClz (Universidad de Wisconsin, Madison):
500 ug de DOTA-HAC en 200 pl de tampdn de acetato amonico 0,1 mM (pH 5,5) se hizo reaccionar con ~370 MBq
(~10mCi) de solucién neutralizada de 8CuCl2 a 37°C durante 1 hora. Después de la incubacion, se afiadieron 5 mM
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 7,0 a temperatura ambiente durante 15 minutos para recoger %CuCl2
no quelado en la mezcla de reaccion. La purificacion de 8#Cu-DOTA-HAC se realizé utilizando una HPLC SEC 3000
con una tasa de flujo de 1,0 mL/min (tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0). La pureza radioquimica se evaluo por radio-HPLC.
La dosis final de radioconjugado se pasé a través de un filtro de 0,2 uym a un vial estéril.

Ensayo de unidn a célula radiotrazadora

Se realiz6 un ensayo de union celular in vitrousando células hPDL1 (+), células hPDL1 (+) prebloqueadas con HAC-V
y células hPDL1(-) de control para evaluar la inmunorreactividad. 2,5 x 10° células en 0,1 mL se dividieron en alicuotas
por triplicado y se lavaron con PBSA (PBS suplementado con 1 % de albumina de suero bovino). Cada tubo se incubo
con 0,1 ml, 5 nmol/L $4Cu-DOTA-HAC (5-6 MBg/nmol) por 45 minutos Después de la incubacion, las células se lavaron
tres veces con 1 % PBSA. La actividad en cada pastilla celular se cuantificé usando un contador gamma (1470
WIZARD Automatic Gamma Counter; Perkin-Elmer).

Imagenes micro-TEP de animales pequeios. Ratones NSG con tumores CT26 subcutaneos hPDL1 positivos (n=4)
o hPDL1 negativos (n=4) fueron inyectados por via intravenosa con $Cu-DOTA-HAC (~230uCi/25ug proteina/200ul
PBS). Un grupo también recibié una dosis de bloqueo (n=2) de 500ug/200ul HAC frio dos horas antes de la inyeccion
del radiotrazador TEP. Los ratones se anestesiaron y se tomaron imagenes en un sistema TEP/TC de multimodalidad
de animales pequefios Siemens Inveon (Preclinical Solutions; Siemens Healthcare) en los instantes de tiempo de 1,
2,4y 24 horas después de la inyeccion. Se obtuvieron imagenes sin procesar de TC en la posicién del segundo lecho
a 80 kVp/500pA, media exploracion 220° de rotacién, 120 proyecciones por posicién del lecho, con una fuente de
rayos X de haz coénico (tamafio de punto focal de 50-um) y un detector de rayos X de 2.048 x 3.072 pixeles. Los
conjuntos de datos de TC se reconstruyeron usando un filtro Shepp-Logan y retroproyeccion filtrada por haz conico.
Sobre la base de la correccidon de la atenuacion de las tomografias computarizadas, se obtuvieron imagenes TEP
estaticas con la ventana de tiempo de coincidencia predeterminada de 3,4 ns y la ventana de energia de 350 t0 650
keV. Se eligieron tiempos de adquisicién de exploracion TEP de 3 minutos (1, 2 horas), 5 minutos (4 horas) y 10
minutos (24 horas) en funcién del tiempo posterior a la inyeccién. Los conjuntos de datos de TEP se reconstruyeron
utilizando el algoritmo de maximizacién de expectativas de subconjuntos ordenados bidimensionales (OSEM 2D)?. El
analisis de imagenes se realizé utilizando el Inveon Research Workspace (IRW). Para cada exploracion microTEP, se
dibujaron regiones de interés (ROI) tridimensionales sobre el higado, el bazo, los rifiones y el tumor en imagenes de
cuerpo entero con correccion para desintegracion. El porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (%ID/g) en
cada organo se obtuvo dividiendo el valor medio de pixeles en la regién de interés (ROI; nCi/cc) por la dosis total
inyectada. No se realiz6 correccién de volumen parcial. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA bidireccional
(GraphPad).

Estudios de biodistribucion. Después de completar las imagenes por micro-TEP/TC en el punto de tiempo de 24
horas después de la inyeccién, los ratones fueron sacrificados y disecados para biodistribucion. Se recogieron y
pesaron sangre y érganos (corazon, pulmones, higado, bazo, pancreas, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso,
rifidn, musculo, hueso, médula dsea, piel, cerebro, tumor y cola). Los valores de CPM para cada 6rgano a partir de las
mediciones del contador gamma se convirtieron en por ciento de dosis inyectadas por gramo de tejido. Los datos se
corrigieron para desintegracion al tiempo de inyeccion.

Tablas

Tabla 2. Cebadores utilizados para crear la biblioteca PD-1 de "Primera generaciéon"
Cebador Secuencia (5’ a 3’) SEQID NO:

D1aff_1F CATTTTCAATTAAGATGCAGTTACTTCGCTG 59
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Cebador
D1aff_2R

D1aff_3F

D1aff_4R

D1aff_5F
D1aff_6R
D1aff_7F
D1aff_8R

D1aff_9F
D1aff_10R
D1aff_11F

D1aff_12R

D1aff_13F
D1aff_14R

D1aff_15F

D1aff_16R
D1aff_17F

D1aff_18R
D1aff_19F
D1aff_20R
D1aff 21F
D1aff_22R

Tabla 3. Cebadores utilizados para crear la biblioteca PD-1 de "Segunda Generacién”

Cebador
1F_AffMat_G2
2R _AffMat_G2

ES 2819451 T3

Secuencia (5’ a 3’)
AATAACAGAAAATATTGAAAAACAGCGAAGTAACTGCATCT
TAATTG
TTACTTCGCTGTTTTTCAATATTTTCTGTTATTGCTAGCGTT
TTAGCAG
GTCTATCTGGGGAATCTGCTAAAACGCTAGCAATAACAGA
AAAT
TTTTAGCAGATTCCCCAGATAGACCATGGAACCCACCAAC
CAACAAAGCTGGGGAGAAAGTTGGTGGGTTCCATGGTC
AACTTTCTCCCCAGCTTTGTTGGTCGTCACTGAAGGTGA
GAACAAGTGAAAGTAGCGTTATCACCTTCAGTGACGACCA
A
GTGATAACGCTACTTTCACTTGTTCCTTCTCCAACACTTCC
GAAGGATTCGGAAGTGTTGGAGAAGGAACA
CAACACTTCCGAATCCTTCNDTTTGRWTTGGHWTAGAVW
GTCCCCAVNTNDTVWWVYTNDTVNATTGGCTNHTTTCCCA
GAAGATAGATCC
GAGTGACTCTGAATCTAGCATCTKGAHNTGGTNBGGATCT

ATCTTCTGGGAAA
AGATGCTAGATTCAGAGTCACTCAATTGCCAAAC
GGACATGTGGAAATCTCTACCGTTTGGCAATTGAGTGACT
CTGA
CGGTAGAGATTTCCACATGTCCGTCGTCAGAGCTAGAAGA
AACG
GTAAGTACCGGAATCGTTTCTTCTAGCTCTGACGAC
GAAACGATTCCGGTACTTACNWTTGTGGTGCTATTNCTND
TNHTSCTVNANYTCAAATTAAGVRWTCCTTGAGAGCTGAAT
TGAG
GGATCCTCTTTCAGTGACTCTCAATTCAGCTCTCAAGGA
ATTGAGAGTCACTGAAAGAGGATCCGAACAAAAGCTTATC
CAAGTCTTCTTCGGAGATAAGCTTTTGTTCGGATCCTCTT
AAAGCTTATCTCCGAAGAAGACTTGGGTGGTGGTGG
CCACCAGATCCACCACCACCCAAGTC

Secuencia (5’ a 3’)
CATTTTCAATTAAGATGCAGTTACTTCGCTG
AATAACAGAAAATATTGAAAAACAGCGAAGTAACTGC
ATCTTAATTG
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Cebador
3F_AffMat_G2

4R_AffMat_G2

5F_AffMat_G2

6R_AffMat_G2

7F_AffMat_G2

8R_AffMat_G2

9F AffMat_G2

10R_AffMat_G2
11F_AffMat_G2

12R_AffMat_G2

13F_AffMat_G2

14R_AffMat_G2

15F_AffMat_G2
16R_AffMat_G2

17F_AfiMat_G2

18R_AffMat_G2

19F_AffMat_G2

20R_AffMat_G2

Tabla 4. Andlisis estadistico de grupos de estudio de tumores grandes en el dia 14 de tratamiento

ES 2819451 T3

Secuencia (5’ a 3’)
TTACTTCGCTGTTTTTCAATATTTTCTGTTATTGCTAG
CGTTTTAGCAG
GTCTATCTGGGGAATCTGCTAAAACGCTAGCAATAA
CAGAAAAT
TTTTAGCAGATTCCCCAGATAGACCATGGAACCCAC
CAAC
CAACAAAGCTGGGGAGAAAGTTGGTGGGTTCCATGG
TC
AACTTTCTCCCCAGCTTTGTTGGTCGTCACTGAAGGT
GA
GAACAAGTGAAAGTAGCGTTATCACCTTCAGTGACG
ACCAA
GTGATAACGCTACTTTCACTTGTTCCTTCTCCAACAC
TTCC

GAAGGATTCGGAAGTGTTGGAGAAGGAACA
CCAACACTTCCGAATCCTTCVRTNTTNWTTGGYWTY
DTSAWTCCCCATCCDRTCAAACTGATAMATTGGCTG
CTTTCCCAGAAG
GACCTGGTTGGGATCTATCTTCTGGGAAAGCAGCCA
AT
GAAGATAGATCCCAACCAGGTCMAGATGCTAGATTC
AGARYTACTCAATTGCCAAACGGTAGAG
CTTCTAGCTCTGACGACGGASANGTGGAAATCTCTA
CCGTTTGGCAATTGAG
TCCGTCGTCAGAGCTAGAAGAAACGATTCCGGTACT
GCTCTCAAGGATTCCTTAATTTGAANCTTTGGAGCA
WRGGAAATARYACCACAAANAWRAGTACCGGAATC
GTTTCTTCTAGC
TTCAAATTAAGGAATCCTTGAGAGCTGAATTGAGAGT
CAC
GTTCGGATCCTCTTTCAGTGACTCTCAATTCAGCTCT
CAAG
GTCACTGAAAGAGGATCCGAACAAAAGCTTATCTCC
GAAGAAGAC
CCACCAGATCCACCACCACCCAAGTCTTCTTCGGAG
ATAAGCTTTTG

59

SEQID NO:
83

84

85

86

87

88

89

90
91

92

93

94

95
96

97

98

99

100



10

15

Comparacion dia 14

PBS vs. HACmb

PBS vs. anti-PD-L1

PBS vs. anti-CTLA4

PBS vs. anti-CTLA4+HACmb

PBS vs. anti-CTLA4+ anti-PD-L1
HACmb vs. anti-PD-L1

HACmb vs. anti-CTLA4

HACmb vs. anti-CTLA4+HACmb
HACmb vs. anti-CTLA4+ anti-PD-L1
anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4
anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4+HACmb
anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4+ anti-PD-
L1

anti-CTLA4 vs. anti-CTLA4+HACmb

anti-CTLA4vs. anti-CTLA4+ anti-PD-
L1

anti-CTLA4+HACmb VS.
CTLA4+ anti-PD-L1

anti-
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<150> US 62/150,789

<151> 2015-04-21

<160> 104

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1
<211> 288
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met

Leu

Asn

Asn

Leu

65

Ala

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

Ala

50

Asn

Phe

Thr

Arg

Ile

Trp

Pro

35

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg
115

Pro

Arg

20

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

100

Asn

Gln

Pro

Phe

Thr

Arg

Asp

85

Pro

Asp
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Ala

Gly

Ser

Cys

Met

70

Arg

Asn

Ser

Pro

Trp

Pro

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Gly

Trp

Phe

Ala

40

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr
120

Pro

Leu

25

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

105

Tyr

61

Val

10

Asp

Leu

Asn

Asn

Gly

90

Phe

Leu

val

Ser

Val

Thr

Gln

75

Gln

His

Cys

Trp

Pro

val

Ser

60

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

Asp

Thr

45

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala
125

val

Arg

30

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

110

Ile

Leu

15

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

95

vVal

Ser

Gln

Trp

Asp

val

Ala

80

Arg

Arg

Leu
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<210>2
<211> 122
<212> PRT

Ala Pro Lys
130

Thr Glu Arg
145

Arg Pro Ala

Leu Leu Gly

Ser Arg Ala
195

Leu Lys Glu
210

Glu Leu Asp
225

Cys Val Pro

Met Gly Thr

Ser Ala Gln
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 2

Ala

Arg

Gly

Ser

180

Ala

Asp

Phe

Glu

Ser

260

Pro

Gln

Ala

Gln

165

Leu

Arg

Pro

Gln

Gln

245

Ser

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg

1

5

Leu Val Val Thr Glu

20

Asn Thr Ser Glu Ser

35

Asn Gln Thr Asp Lys
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Ile

Glu

150

Phe

Val

Gly

Ser

Trp

230

Thr

Pro

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Lys

135

Val

Gln

Leu

Thr

Ala

215

Arg

Glu

Ala

Pro

Trp

Asp

val

Ala

Glu

Pro

Thr

Leu

Ile

200

val

Glu

Tyr

Arg

Glu
280

Asn

Asn

Leu

40

Ala

Ser

Thr

Leu

vVal

185

Gly

Pro

Lys

Ala

Arg

265

Asp

Pro

Ala

25

Asn

Phe

62

Leu

Ala

Val

170

Trp

Ala

Val

Thr

Thr

250

Gly

Gly

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Arg

His

155

val

Val

Arg

Phe

Pro

235

Ile

Ser

His

Thr

Phe

Tyr

Glu

Ala

140

Pro

Gly

Leu

Arg

Ser

220

Glu

Val

Ala

Cys

Phe

Thr

Arg

Asp

Glu

Ser

val

Ala

Thr

205

val

Pro

Phe

Asp

Ser
285

Ser

Cys

Met

45

Arg

Leu

Pro

val

Val

190

Gly

Asp

Pro

Pro

Gly

270

Trp

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Arg

Ser

Gly

175

Ile

Gln

Tyr

vVal

Ser

255

Pro

Pro

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Val

Pro

160

Gly

Cys

Pro

Gly

Pro

240

Gly

Arg

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro
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Gly Gln Asp Cys Arg

65

Phe His Met Ser Val

85

Leu Cys Gly Ala Ile

100

Leu Arg Ala Glu Leu

<210> 3
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 3
Asp Ser
1
Leu Val
Asn Thr
Gly Gln
50
Gly Gln
65
Phe His
Val Cys
Leu Arg
15 <210>4
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

115

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
115

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Vval

85

Ile

Leu
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Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Leu

Vval

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

vVal

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

63

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Leu

75

Asn

Ala

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Glu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser
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<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 4

<210>5
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Gly Gln Thr
50

Gly Gln Asp
65

Phe His Met

Val Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 5

Asp

Thr
20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg

1

5

Leu Val val Thr Glu

20

Asn Thr Ser Glu Ser

35

Gly Gln Thr Asp Thr
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Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

Asn

Asn

Val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

64

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro
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Gly Pro Asp

65

Phe His Leu

Val Cys Gly

Leu Arg Ala

115
<210> 6
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 6
Asp Ser Pro
1
Leu Val Val
Asn Thr Ser
35
Gly Gln Thr
50
Gly Gln Asp
65
Phe His Leu
Val Cys Gly
Leu Arg Ala
115
15 <210>7
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Ala

Ser

Ala

100

Glu

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

val

100

Glu

Arg

Val

85

Ile

Leu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Vval

85

Ile

Leu
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Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Ile

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

65

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Glu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser



5

10

15

ES 2819451 T3

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 7
Asp Ser Pro Asp Arg Pro
1 5
Leu Val Val Thr Glu Gly
20
Asn Thr Ser Glu Ser Phe
35
Gly Gln Thr Asp Thr Leu
50
Gly Gln Asp Ala Arg Phe
65 70
Phe His Met Ser Val Val
85
Val Cys Gly Val Ile Ser
100
Leu Arg Ala Glu Leu Arg
115
<210> 8
<211>122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 8

Asp Ser Pro Asp Arg Pro
1 5

Leu Val Val Thr Glu Gly
20

Asn Thr Ser Glu Ser Phe
35

Ser Gln Thr Asp Thr Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

Asn

Asn

Val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

66

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Leu

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro Ala
15

Ser Phe
30

Ser Pro

Ser Gln

Gly Arg

Gly Thr
95

Lys Glu
110

Pro Ala
15

Ser Phe
30

Ser Pro

Ser Gln

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro



50

Gly Pro Asp Ala Arg

65

Phe Gln Leu Ser Val

85

Val Cys Gly Val Ile

100

Leu Arg Ala Glu Leu

<210>9
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400>9
Asp Ser
1
Leu Val
Asn Thr
Gly Gln
50
Gly Gln
65
Phe His
Val Cys
Leu Arg
15 <210> 10
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

115

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Leu

Gly

Ala
115

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Ile

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Vval

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

67

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Tyr Glu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser



5

10

15

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 10

<210> 11
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Cys Lys Val
50

Asn Pro Asp
65

Phe His Met

Tyr Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 11

Asp Ser Pro
1

Leu Val val

Asn Thr Ser
35

Gly Gln Leu

Asp

Thr

20

Glu

Phe

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Asp

Thr

20

Glu

Phe

Arg

Glu

Ser

Lys

Arg

val

85

Ile

Leu

Arg

Glu

Ser

Lys

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Thr

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Ile

val

Trp

Asp

His

Ala

Asn

Asn

Leu

40

Ala

Val

Ala

Ser

Thr
120

Asn

Asn

Leu

40

Ala

Pro

Ala

25

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Ile

Phe

68

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Gly

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

75

Asn

Pro

Thr

Phe

Phe

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Gln

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Gln

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Thr

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Ile

Leu

Ser

Asp

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Leu

Pro



50

Arg Gln Asp

65

Phe His Met

Val Cys Gly

Leu Arg Ala

115
<210> 12
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 12
Asp Ser Pro
1
Leu Val Val
Asn Thr Ser
35
Gly Gln Val
50
Ile Pro Asp
65
Phe His Met
Val Cys Gly
Leu Arg Ala
115
15 <210> 13
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Asp

Thr

20

Glu

Arg

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Arg

Val

85

Ile

Leu

Arg

Glu

Ser

Lys

Arg

Vval

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Tyr

val

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Tyr

Val

Val

Ala

Ser

Thr
120

Asn

Asn

Leu

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Ala

105

Glu

69

Gln

Arg

90

Glu

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Ile

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

Phe

Glu

Leu

75

Asn

Val

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Gln

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Glu

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Asn

Pro

Asp

Tyr

Ser



5

10

15

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 13

<210> 14
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Tyr Glu Thr
50

Leu Pro Asp
65

Phe His Met

Val Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 14

Asp Ser Pro
1

Leu Val val

Asn Thr Ser
35

Asn His Ala

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Asp

Thr

20

Glu

Tyr

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Arg

Glu

Ser

Thr

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ala

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

Arg

Ala

55

Arg

Arg

Phe

val

Trp

Asp

Arg

Ala

Asn

Asn

Leu

40

Ser

Val

Ala

His

Thr
120

Asn

Asn

Leu

40

Leu

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

70

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Val

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Thr

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Leu

Leu

Ser

Gly

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Asn

Pro



50

Phe Pro Asp Cys Arg

65

Phe His Met Ser Val

85

Ile Cys Gly Ala Ile

100

Leu Arg Ala Glu Leu

<210> 15
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 15
Asp Ser
1
Leu Val
Asn Thr
Tyr Gln
50
Val Gln
65
Phe His
Leu Cys
Leu Arg
15 <210> 16
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

115

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
115

Asp

Thr

20

Glu

Val

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Leu

Arg

Vval

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Thr

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Phe

Vval

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Tyr

Val

vVal

Ala

Asp

Thr
120

Asn

Asn

Leu

40

Ala

val

Ala

Asp

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

71

Gln

Arg

90

Arg

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Thr

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Leu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Pro

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

Asp

Tyr

Ser



5

10

15

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 16

<210> 17
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Gly Gln Thr
50

Gly Pro Asp
65

Phe His Phe

Ile Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 17

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

Val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg

1

5

Leu Val val Thr Glu

20

Asn Thr Ser Glu Ser

35

Gly Gln Thr Asp Thr

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

Asn

Asn

Val

40

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

72

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Tyr

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Tyr

Asp

Ser

Cys

Asp

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro



50

Gly Pro Asp Cys Arg

65

Phe His Phe Ser Val

85

Ile Cys Gly Val Ile

100

Leu Arg Ala Glu Leu

<210> 18
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 18
Asp Ser
1
Leu Val
Asn Thr
Cys Gln
50
Gly Gln
65
Phe His
Val Cys
Leu Arg
15 <210> 19
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

115

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Phe

Gly

Ala
115

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Vval

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Leu

Vval

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

vVal

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Ile

40

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

73

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Glu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Phe

Ser



5

10

15

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 19

<210> 20
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Gly Gln Thr
50

Gly Gln Asp
65

Phe His Phe

Val Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 20

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

Val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg

1

5

Leu Val val Thr Glu

20

Asn Thr Ser Glu Ser

35

Gly Gln Thr Asp Thr

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

Arg

Ala

Asn

Asn

Ile

40

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Leu

40

Ala

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

74

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Phe

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro



50

Gly Gln Asp

65

Phe His Phe

Val Cys Gly

Leu Arg Ala

115
<210> 21
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
10
<400> 21
Asp Ser Pro
1
Leu Val Val
Asn Thr Ser
35
Gly Gln Thr
50
Gly Gln Asp
65
Phe His Leu
Val Cys Gly
Leu Arg Ala
115
15 <210> 22
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Cys

Ser

Ala

100

Glu

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

val

100

Glu

Arg

Val

85

Ile

Leu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Vval

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

55

Arg

Arg

Phe

val

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

vVal

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

75

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Glu

45

Asp Arg

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Asp
80

Phe

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Phe

Ser



5

10

15

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 22

<210> 23
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser
35

Gly Gln Thr
50

Gly Pro Asp
65

Phe His Met

Val Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 23

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Cys

Ser

Ile

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg

1

5

Leu Val val Thr Glu

20

Asn Thr Ser Glu Ser

35

Gly Gln Thr Asp Thr

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

Asn

Asn

Val

40

Ala

Ile

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Ile

40

Ala

Pro

Ala

25

Ile

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Ile

Phe

76

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Lys

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Phe

Thr

Arg

Asp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro



10

<210> 24
<211> 253
<212> PRT

50

Gly Pro Asp Cys Arg

65

Phe His Met Ser Val

85

Val Cys Gly Val Ile

100

Leu Arg Ala Glu Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 24

Asp

Leu

Asn

Gly

Gly

65

Phe

val

Leu

Lys

Ser

Val

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Thr
130

115

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

115

His

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Thr

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

Cys

ES 2819451 T3

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Pro

55

Arg

Arg

Leu

val

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Pro
135

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

120

Cys

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ala

25

Val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Gly

77

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Gly

Leu
75

Asn

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Glu

Gly

60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Phe Ser

Thr Cys

Arg Glu
45

Asp Arg
60

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Pro Lys

125

Ser Ser
140

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Ser

Gly

Arg

Thr
95

Glu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Cys

Gly

Asp
80

Tyr

Ser

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Asp

Gly



10

Ser

145

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

225

His

Gly

Glu

Phe

Glu

Phe

210

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

Asn

195

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

Pro

180

Asn

Leu

Vval

Gln

Pro

Thr

165

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
245

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

Ser

Val

Thr

Gln

50

Gln

<210> 25

<211> 349

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<400> 25
Asp
1
Leu
Asn
Gly
Gly
65
Phe

His

Pro

vVal

Ser

35

Thr

Asp

Met

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val
85

ES 2819451 T3

Arg

150

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

230

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

215

Cys

Leu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Pro

Gln

Ala

Thr

200

Leu

Ser

Ser

Asn

Asn

val

40

Ala

val

Ala

Gln

Val

Val

185

Pro

Thr

vVal

Leu

Pro

Ala

25

val

Phe

Thr

Arg

78

Val

Ser

170

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
250

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg
90

Tyr
155

Leu

Trp

Val

Asp

His

235

Pro

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

220

Glu

Gly

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Leu

Cys

Ser

Asp

205

Ser

Ala

Lys

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Pro

Leu

Asn

190

Ser

Arg

Leu

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Pro

Val

175

Gly

Asp

Trp

His

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr
95

Ser

160

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
240

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr



Val

Leu

Pro

Phe

145

val

Phe

Pro

Thr

Val

225

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

305

Glu

His

<210> 26

<211>10
<212> PRT

Cys

Arg

Pro

130

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

210

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

290

Phe

Gly

Tyr

<213> Secuencia artificial

Gly

Ala

115

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

195

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

275

Asn

Phe

Asn

Thr

Val

100

Glu

Pro

Lys

Val

Tyr

180

Glu

His

Lys

Gln

Met

260

Pro

Asn

Leu

val

Gln
340

Ile

Leu

Ala

Pro

val

165

val

Gln

Gln

Gly

Pro

245

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

325

Lys

ES 2819451 T3

Ser

Arg

Pro

Lys

150

val

Asp

Phe

Asp

Leu

230

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

310

Ser

Ser

Leu

Val

Glu

135

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

215

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

295

Arg

Cys

Leu

Ala

Thr

120

Phe

Thr

val

val

Ser

200

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

280

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

105

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

185

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

265

Val

Pro

Thr

val

Leu
345

79

Lys

Arg

Gly

Met

Gln

170

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

250

Ser

Glu

Pro

val

Met

330

Ser

Ile

Ala

Gly

Ile

155

Glu

His

Arg

Lys

Glu

235

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

315

His

Pro

Gln

Ala

Pro

140

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

220

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

300

Lys

Glu

Gly

Ile

Ala

125

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

205

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

285

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

110

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

190

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

270

Asn

Ser

Arg

Leu

Glu

Pro

Phe

Pro

val

175

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

255

Val

Gly

Asp

Trp

His
335

Ser

Cys

Leu

Glu

160

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

240

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

320

Asn
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15

20

25

30

ES 2819451 T3

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 26
Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1 5 10
<210> 27
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 27
Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu Leu Val Val Thr Glu Gly
1 5 10
Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe
20 25
Trp Tyr Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu
35 40 45
Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro Gly Gln Asp Cys Arg Phe
50 55 60
Gln Leu Pro Asn Gly Arg Asp Phe His Met Ser Val Val
65 70 75
Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala Ile Ser
85 90
Lys Ala Gln Ile Lys Glu Ser Leu Arg Ala Glu Leu Arg
100 105
<210> 28
<211> 91
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 28

80

Asp

Val

30

Ala

Arg

Arg

Leu

Val
110

Asn

15

Leu

Ala

vVal

Ala

Ala

95

Thr

Ala

Asn

Phe

Thr

Arg

80

Pro



ES 2819451 T3

Ser Pro Ala Leu Leu Val

Cys Ser Phe Ser Asn Thr
20

Met Ser Pro Ser Asn Gln
35

Arg Ser Gln Pro Gly Gln
50

Asn Gly Arg Asp Phe His
65 70

Ser Gly Thr Tyr Leu Cys

85
<210> 29
<211> 107
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminodacidos sintética
10
<400> 29
Pro Ala Leu Leu Val Val
1 5
Ser Phe Ser Asn Thr Ser
20
Ser Pro Ser Asn Gln Thr
35
Ser Gln Pro Gly Gln Asp
50
Gly Arg Asp Phe His Met
65 70
Gly Thr Tyr Leu Cys Gly
85
Lys Glu Ser Leu Arg Ala
100
15 <210> 30
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Val

Ser

Thr

Asp

55

Met

Gly

Thr

Glu

Asp

Cys

55

Ser

Ala

Glu

Thr

Glu

Asp

40

Cys

Ser

Ala

Glu

Ser

Lys

40

Arg

val

Ile

Leu

Glu

Ser

25

Lys

Arg

vVal

Ile

Gly

Phe

25

Leu

Phe

vVal

Ser

Arg
105

81

Gly

10

Phe

Leu

Phe

vVal

Ser

Asp

10

Val

Ala

Arg

Arg

Leu

val

Asp

vVal

Ala

Arg

Arg

Leu

Asn

Leu

Ala

vVal

Ala

75

Ala

Thr

Asn

Leu

Ala

Vval

60

Ala

Ala

Asn

Phe

Thr

60

Arg

Pro

Ala

Asn

Phe

45

Thr

Arg

Thr

Trp

Pro

45

Gln

Arg

Lys

Thr

Trp

30

Pro

Gln

Arg

Phe

Tyr

30

Glu

Leu

Asn

Ala

Phe

15

Tyr

Glu

Leu

Asn

Thr

15

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln
95

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp
80

Cys

Met

Arg

Asn

Ser

Ile



5

10

15

20

ES 2819451 T3

Thr

Glu

Asp

Cys

55

Se

Al

r

a

Glu

Se

Se

Se

r

r

r

Glu

Ser

Lys

40

Arg

val

Ile

Leu

Phe

Pro

Gln
40

Gly

Phe

25

Leu

Phe

val

Ser

Arg
105

Ser

Ser
25

Pro

Asp

10

Val

Ala

Arg

Arg

Leu

90

val

Asn
10

Asn

Gly

Gly Arg Asp Phe

55

Asn

Leu

Ala

Val

Ala

75

Ala

Thr

Thr

Gln

Gln

His

Ala

Asn

Phe

Thr

60

Arg

Pro

Glu

Ser

Thr

Asp

Met
60

Thr

Trp

Pro

45

Gln

Arg

Lys

Glu

Asp

Cys

45

Ser

Phe

Tyr

30

Glu

Leu

Asn

Ala

Ser

Lys

30

Arg

val

Thr

15

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln
95

Phe

15

Leu

Phe

val

Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly Thr Tyr Leu Cys Gly Ala

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 30
Pro Ala Leu Leu Val Val
1 5
Ser Phe Ser Asn Thr Ser
20
Ser Pro Ser Asn Gln Thr
35
Ser Gln Pro Gly Gln Asp
50
Gly Arg Asp Phe His Met
65 70
Gly Thr Tyr Leu Cys Gly
85
Lys Glu Ser Leu Arg Ala
100
<210> 31
<21>77
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética
<400> 31
Asn Ala Thr Phe Thr Cys
1 5
Leu Asn Trp Tyr Arg Met
20
Ala Phe Pro Glu Asp Arg
35
Val Thr Gln Leu Pro Asn
50
65
<210> 32
<211> 95

70

82

75

Cys

Met

Arg

Asn

Ser

80

Ile

Val

Ala

Arg

Arg
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15

20

ES 2819451 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoécidos sintética
<400> 32
Leu Val Val Thr Glu Gly
1 5
Asn Thr Ser Glu Ser Phe
20
Asn Gln Thr Asp Lys Leu
35
Gly Gln Asp Cys Arg Phe
50
Phe His Met Ser Val Val
65 70
Leu Cys Gly Ala Tle Ser
85
<210> 33
<211> 87
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 33

Pro Ala Leu Leu Val Val

Ser Phe Ser Asn Thr Ser
20

Ser Pro Ser Asn Gln Thr
35

Ser Gln Pro Gly Gln Asp
50

Gly Arg Asp Phe His Met

Gly Thr Tyr Leu Cys Gly
85

Asp

Val

Ala

Arg

55

Arg

Leu

Thr

Glu

Asp

Cys
55

Ser

Ala

Asn

Leu

Ala

40

Val

Ala

Ala

Glu

Ser

Lys
40

Arg

Val

Ala

Asn

25

Phe

Thr

Arg

Pro

Gly

Phe
25

Leu

Phe

Val

83

Thr
10

Trp

Pro

Gln

Arg

Lys
90

Asp
10

Val

Ala

Arg

Arg

Phe

Tyr

Glu

Leu

Asn

75

Ala

Asn

Leu

Ala

val

Ala
75

Thr

Arg

Asp

Pro

60

Asp

Gln

Ala

Asn

Phe

Thr
60

Arg

Cys

Met

Arg

45

Asn

Ser

Ile

Thr

Trp

Pro
45

Gln

Arg

Ser

Ser

30

Ser

Gly

Gly

Lys

Phe

Tyr
30

Glu

Leu

Asn

Phe

15

Pro

Gln

Arg

Thr

Glu

Thr
15

Arg

Asp

Pro

Asp

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr
80

Cys

Met

Arg

Asn

Ser
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15

20

<210> 34
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 34

<210> 35
<211> 166
<212> PRT

Pro Thr Phe

Thr Phe Thr

Trp Tyr Arg

Pro Glu Asp

50

Gln Leu Pro
65

Arg Asn Asp

Lys Ala Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 35

Ser

Cys

20

Met

Arg

Asn

Ser

Ile
100

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

ES 2819451 T3

Ala

Phe

Pro

Gln

Arg

70

Thr

Glu

Leu

Ser

Ser

Pro

55

Asp

Tyr

Ser

Leu

Asn

Asn

40

Gly

Phe

Leu

Leu

val

Thr

25

Gln

Gln

His

Cys

Arg
105

Val

10

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

Thr

Glu

Asp

Cys

Ser

75

Ala

Glu

Glu

Ser

Lys

Arg

60

Val

Ile

Leu

Gly

Phe

Leu

45

Phe

vVal

Ser

Arg

Asp

Val

Ala

Arg

Arg

Leu

val
110

Asn

15

Leu

Ala

Val

Ala

Ala

95

Thr

Ala

Asn

Phe

Thr

Arg

80

Pro

Glu

Met Gln Ile Pro Gln Ala Pro Trp Pro Val Val Trp Ala Val Leu Gln

1

5

10

15

Leu Gly Trp Arg Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp

84



10

<210> 36
<211> 290
<212> PRT

Asn Pro

Asn Ala
50

Leu Asn

Ala Phe

Val Thr

Ala Arg

Ala Pro

130

Thr Glu
145

Arg Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 36

Pro

35

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

115

Lys

Arg

Ala

20

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

100

Asn

Ala

Arg

Gly

Phe

Thr

Arg

Asp

85

Pro

Asp

Gln

Ala

Gln
165

Met Arg Ile Phe Ala

1

5

Asn Ala Phe Thr Val

20

Gly Ser Asn Met Thr

35

Asp Leu Ala Ala Leu

50

ES 2819451 T3

Ser

Cys

Met

70

Arg

Asn

Ser

Ile

Glu

150

Phe

val

Thr

Ile

Ile

Pro

Ser

55

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

135

Val

Phe

Val

Glu

vVal
55

Ala

40

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

120

Glu

Pro

Ile

Pro

Cys

40

Tyr

25

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

105

Tyr

Ser

Thr

Phe

Lys

25

Lys

Trp

85

Leu

Asn

Asn

Gly

90

Phe

Leu

Leu

Ala

Met

10

Asp

Phe

Glu

val

Thr

Gln

75

Gln

His

Cys

Arg

His
155

Thr

Leu

Pro

Met

Val

Ser

60

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

140

Pro

Tyr

Tyr

val

Glu
60

Thr

45

Glu

Asp

Cys

Ser

Ala

125

Glu

Ser

Trp

Val

Glu

45

Asp

30

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

110

Ile

Leu

Pro

His

Val

Lys

Lys

Gly

Phe

Leu

Phe

95

Val

Ser

Arg

Ser

Leu

15

Glu

Gln

Asn

Asp

Val

Ala

80

Arg

Arg

Leu

val

Pro
160

Leu

Tyr

Leu

Ile



<210> 37
<211> 176
<212> PRT

Ile

65

Tyr

Ala

Arg

Lys

Asp

145

Pro

Gly

val

Cys

Val

225

Leu

Phe

Gly

Glu

Gln

Arg

Ala

Cys

val

130

Pro

Lys

Lys

Thr

Thr

210

Ile

Val

Ile

Ile

Thr
290

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Gln

Leu

Met

115

Asn

Val

Ala

Thr

Ser

195

Phe

Pro

Ile

Phe

Gln
275

Val

Arg

Gln

100

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr

180

Thr

Arg

Glu

Leu

Arg

260

Asp

His

Ala

85

Ile

Ser

Pro

Ser

Val

165

Thr

Leu

Arg

Leu

Gly

245

Leu

Thr

ES 2819451 T3

Gly

Arg

Thr

Tyr

Tyr

Glu

150

Ile

Thr

Arg

Leu

Pro

230

Ala

Arg

Asn

Glu

Leu

Asp

Gly

Asn

135

His

Trp

Asn

Ile

Asp

215

Leu

Ile

Lys

Ser

Glu

Leu

val

Gly

120

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

200

Pro

Ala

Leu

Gly

Lys
280

Asp

Lys

Lys

105

Ala

Ile

Leu

Ser

Lys

185

Thr

Glu

His

Leu

Arg

265

Lys

86

Leu

Asp

90

Leu

Asp

Asn

Thr

Ser

170

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys

250

Met

Gln

Lys

75

Gln

Gln

Tyr

Gln

Cys

155

Asp

Glu

Thr

Asn

Pro

235

Leu

Met

Ser

Val

Leu

Asp

Lys

Arg

140

Gln

His

Glu

Asn

His

220

Asn

Gly

Asp

Asp

Gln

Ser

Ala

Arg

125

Ile

Ala

Gln

Lys

Glu

205

Thr

Glu

Val

val

Thr
285

His

Leu

Gly

110

Ile

Leu

Glu

Val

Leu

190

Ile

Ala

Arg

Ala

Lys

270

His

Ser

Gly

95

vVal

Thr

Val

Gly

Leu

175

Phe

Phe

Glu

Thr

Leu

255

Lys

Leu

Ser

Asn

Tyr

vVal

Val

Tyr

160

Ser

Asn

Tyr

Leu

His

240

Thr

Cys

Glu



<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 37

<210> 38
<211> 273
<212> PRT

Met

Asn

Val

Ala

Thr

65

Ser

Phe

Pro

Ile

Phe

145

Gln

Arg

Ala

Thr

Glu

50

Thr

Thr

Arg

Glu

Leu

130

Arg

Asp

10 <213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

15 <400> 38

Ile

Pro

Ser

35

Val

Thr

Leu

Arg

Leu

115

Gly

Leu

Thr

Phe

Tyr

20

Glu

Ile

Thr

Arg

Leu

100

Pro

Ala

Arg

Asn

Ala

Asn

His

Trp

Asn

Ile

85

Asp

Leu

Ile

Lys

Ser
165

ES 2819451 T3

Val

Lys

Glu

Thr

Ser

70

Asn

Pro

Ala

Leu

Gly

150

Lys

Phe

Ile

Leu

Ser

55

Lys

Thr

Glu

His

Leu

135

Arg

Lys

Ile

Asn

Thr

40

Ser

Arg

Thr

Glu

Pro

120

Cys

Met

Gln

Phe

Gln

25

Cys

Asp

Glu

Thr

Asn

105

Pro

Leu

Met

Ser

87

Met

10

Arg

Gln

His

Glu

Asn

90

His

Asn

Gly

Asp

Asp
170

Thr

Ile

Ala

Gln

Lys

75

Glu

Thr

Glu

Val

Val

155

Thr

Tyr

Leu

Glu

val

60

Leu

Ile

Ala

Arg

Ala

140

Lys

His

Trp

Val

Gly

45

Leu

Phe

Phe

Glu

Thr

125

Leu

Lys

Leu

His

val

30

Tyr

Ser

Asn

Tyr

Leu

110

His

Thr

Cys

Glu

Leu

15

Asp

Pro

Gly

Vval

Cys

95

Val

Leu

Phe

Gly

Glu
175

Leu

Pro

Lys

Lys

Thr

80

Thr

Ile

Val

Ile

Ile

160

Thr



ES 2819451 T3

Met Ile Phe Leu Leu Leu Met Leu Ser Leu Glu Leu Gln Leu His Gln

Ile Ala Ala Leu Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile
20 25 30

Glu His Gly Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe Asp Thr Gly Ser
35 40 45

His Val Asn Leu Gly Ala Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn
50 55 60

Asp Thr Ser Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu

Pro Leu Gly Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp
85 90 95

Glu Gly Gln Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Val Ala Trp Asp Tyr
100 105 110

Lys Tyr Leu Thr Leu Lys Val Lys Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr
115 120 125

His Ile Leu Lys Val Pro Glu Thr Asp Glu Val Glu Leu Thr Cys Gln
130 135 140

Ala Thr Gly Tyr Pro Leu Ala Glu Val Ser Trp Pro Asn Val Ser Val
145 150 155 160

Pro Ala Asn Thr Ser His Ser Arg Thr Pro Glu Gly Leu Tyr Gln Val
165 170 175

Thr Ser Val Leu Arg Leu Lys Pro Pro Pro Gly Arg Asn Phe Ser Cys
180 185 190

Val Phe Trp Asn Thr His Val Arg Glu Leu Thr Leu Ala Ser Ile Asp
195 200 205

Leu Gln Ser Gln Met Glu Pro Arg Thr His Pro Thr Trp Leu Leu His
210 215 220

Ile Phe Ile Pro Phe Cys Ile Ile Ala Phe Ile Phe Ile Ala Thr Val
225 230 235 240

Ile Ala Leu Arg Lys Gln Leu Cys Gln Lys Leu Tyr Ser Ser Lys Asp
245 250 255

88



10

<210> 39
<211> 265
<212> PRT

ES 2819451 T3

Thr Thr Lys Arg Pro Val Thr Thr Thr Lys Arg Glu Val Asn Ser Ala

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 39

Asp

Leu

Asn

Gly

Gly

65

Phe

Val

Leu

Gly

Gln

145

Asn

Ser

Val

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Gly

130

Leu

Asn

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

115

Gly

Glu

Tyr

260

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

val

100

Glu

Ser

His

Lys

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

val

85

Ile

Leu

Ala

Leu

Asn
165

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Pro

Leu

150

Pro

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

vVal

Thr

135

Leu

Lys

265

Asn Pro

Asn Ala
25

Val val

40

Ala Phe

Val Thr

Ala Arg

Ala Pro

105

Thr Glu

120

Ser Ser

Thr Leu

Leu Thr

89

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Ser

Gln

Arg
170

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Gly

Thr

Met

155

Met

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Gly

Lys

140

Ile

Leu

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

125

Lys

Leu

Thr

270

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Gly

Thr

Asn

Ala

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ser

Gln

Gly

Lys
175

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ile

160

Phe



10

<210> 40
<211> 299
<212> PRT

Tyr

Glu

Asn

Val

225

Asp

Cys

Met

Glu

Phe

210

Leu

Glu

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 40

Asp

Leu

Asn

Gly

Gly

Phe

vVal

Leu

Ser

val

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Pro

Leu

195

His

Glu

Thr

Ser

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

Lys

180

Lys

Leu

Leu

Ala

Ile
260

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Lys

Pro

Arg

Lys

Thr

245

Ile

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Ala

Leu

Pro

Gly

230

Ile

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

val

Ser

Arg

Thr

Glu

Arg

215

Ser

Val

Thr

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Glu

Glu

200

Asp

Glu

Glu

Leu

Asn

Asn

Val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

Leu

185

Val

Leu

Thr

Phe

Thr
265

Pro

Ala

25

Val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

90

Lys

Leu

Ile

Thr

Leu
250

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

His

Asn

Ser

Phe

235

Asn

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Gly

Leu

Leu

Asn

220

Met

Arg

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Gly

Gln

Ala

205

Ile

Cys

Trp

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

Cys

190

Gln

Asn

Glu

Ile

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Gly

Leu

Ser

Val

Tyr

Thr
255

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ser

Glu

Lys

Ile

Ala

240

Phe

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser

Gly



10

Gly

Phe

145

Ser

Leu

val

Glu

Ser

225

Ala

Leu

Ala

Gly

<210> 41
<211> 278
<212> PRT

Gly

130

Ala

Trp

Ser

Tyr

Gly

210

Ala

Ser

His

Arg

Leu
290

<213> Secuencia artificial

<220>

115

Gly

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

195

Ser

Ala

Ser

Leu

Ala

275

Phe

Ser

Leu

Ser

Lys

180

val

Gly

Gly

Glu

Ser

260

Arg

Arg

Asp

Val

Asp

165

Glu

Phe

Ser

Ala

Ala

245

Ala

His

Val

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 41

ES 2819451 T3

Pro

Ala

150

Pro

Asp

Phe

Vval

Ala

230

Arg

Gly

Ala

Thr

Ala

135

Gln

Gly

Thr

Gln

Ser

215

Ala

Asn

Gln

Trp

Pro
295

120

Gly

Asn

Leu

Lys

Met

200

Leu

Leu

Ser

Arg

Gln

280

Glu

Leu

vVal

Ala

Glu

185

Glu

Ala

Ala

Ala

Leu

265

Leu

Ile

Leu

Leu

Gly

170

Leu

Leu

Leu

Leu

Phe

250

Gly

Thr

Pro

Asp

Leu

155

val

Val

Arg

His

Thr

235

Gly

Val

Gln

Ala

Leu

140

Ile

Ser

Val

Arg

Leu

220

val

Phe

His

Gly

125

Arg

Asp

Leu

Ala

vVal

205

Met

Asp

Gln

Leu

Ala
285

Gln

Gly

Thr

Lys

190

val

Pro

Leu

Gly

His

270

Thr

Gly

Pro

Gly

175

Ala

Ala

Leu

Pro

Arg

255

Thr

val

Met

Leu

160

Gly

Gly

Gly

Arg

Pro

240

Leu

Glu

Leu

Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp Asn Pro Pro Thr Phe Ser Pro Ala Leu

1

5

10

15

Leu Val Val Thr Glu Gly Asp Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser Phe Ser

20

25

91

30



5 <210> 42

Asn

Gly

Gly

65

Phe

Vval

Leu

Gly

Ser

145

Gly

Gln

Thr

Ser

Ala

225

His

Asn

Phe

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Gly

130

Glu

Tyr

Leu

Phe

Leu

210

Ala

Leu

Val

Gly

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

115

Gly

Ala

Tyr

Thr

Cys

195

Cys

Asn

Gly

Thr

Leu

Glu

Asp

Ala

Ser

val

100

Glu

Ser

Ser

Thr

Val

180

Ser

Leu

Thr

Gly

Asp

260

Leu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

Gly

Ser

Met

165

Lys

Asn

Lys

His

val

245

Pro

Lys

ES 2819451 T3

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Asp

Lys

150

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

230

Phe

Ser

Leu

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Gln

135

Thr

Asn

Gln

Glu

Pro

215

Ser

Glu

Gln

Val

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr

120

Asn

Thr

Asn

Gly

Ala

200

Gly

Ala

Leu

Val

Val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Pro

Ser

Leu

Leu

185

Ser

Arg

Lys

Gln

Ser
265

275

92

Trp

Pro

Gln

Arg

Lys

Arg

Gln

val

val

170

Tyr

Ser

Phe

Pro

Pro

250

His

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Gly

Ile

Leu

155

Thr

Tyr

Gln

Glu

Cys

235

Gly

Gly

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Gly

Ala

140

Gln

Leu

Ile

Ala

Arg

220

Gly

Ala

Thr

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

125

Ala

Trp

Glu

Tyr

Pro

205

Ile

Gln

Ser

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Gly

His

Ala

Asn

Ala

190

Phe

Leu

Gln

vVal

Phe
270

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ser

Val

Glu

Gly

175

Gln

Ile

Leu

Ser

Phe

255

Thr

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Gly

Ile

Lys

160

Lys

Val

Ala

Arg

Ile

240

val

Ser



10

<211> 244
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 42

Asp

Leu

Asn

Gly

Gly

65

Phe

Val

Leu

Gly

Leu

145

Phe

Thr

Gln

Ser

vVal

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Gly

130

Tyr

Glu

Trp

Thr

Pro

Val

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

115

Gly

Ile

Leu

Cys

Ser
195

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Vval

100

Glu

Ser

Lys

Glu

Lys

180

Trp

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

Trp

Arg

Cys

165

Leu

Lys

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Asn

Gln

150

Pro

Asn

Glu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

vVal

Ile

135

Ser

Val

Gly

Glu

Asn

Asn

val

40

Ala

val

Ala

Ala

Thr

120

His

Glu

Lys

Thr

Lys
200

Pro

Ala

25

Val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Gly

His

Tyr

Thr

185

Asn

93

Pro

10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Lys

Ser

Cys

170

Cys

Ile

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Gly

Glu

Ile

155

Ala

Val

Ser

Phe

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

Gly

Ser

140

Leu

Asn

Lys

Phe

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

125

Cys

Ala

Arg

Leu

Phe
205

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Gly

Asp

Gly

Pro

Glu

190

Ile

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ser

Val

Asp

His

175

Asp

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Gly

Gln

Pro

160

val

Arg

His



10

<210> 43
<211> 236
<212> PRT

ES 2819451 T3

Phe Glu Pro Val Leu Pro Asn Asp Asn Gly Ser Tyr Arg Cys Ser Ala

210

215

220

Asn Phe Gln Ser Asn Leu Ile Glu Ser His Ser Thr Thr Leu Tyr Val

225

Thr Asp Val Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 43

Asp

Leu

Asn

Gly

Gly

65

Phe

vVal

Leu

Gly

Tyr
145

Ser

val

Thr

Gln

50

Gln

His

Cys

Arg

Gly

130

Leu

Pro

val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

115

Gly

Pro

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Ser

Cys

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

Glu

Phe

230

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Val

Tyr
150

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Glu

135

Thr

Asn

Asn

val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

120

Tyr

Pro

Pro

Ala

25

val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Arg

Ala

94

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Ala

Ala

235

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Gly

Glu

Pro
155

Phe

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

Gly

Val

140

Gly

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

125

Gly

Asn

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

110

Gly

Gln

Leu

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ser

Asn

Val

240

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser

Gly

Ala

Pro
160



Val Cys
Val Leu
Trp Leu
Asn Val
210
Pro Gly
225
<210> 44
<211> 122
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminodacidos sintética
10
<400> 44
Asp Ser
1
Leu Val
Asn Thr
Gly Gln
50
Gly Gln
65
Phe His
Val Cys
Leu Arg
15 <210>45
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Trp

Gly

Arg Thr

Asn
195

Thr

Ile

Pro

Val

Ser

35

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
115

180

Gly

Leu

Met

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Lys

165

Asp

Asp

Ala

Asn

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Gly

Glu

Phe

Asp

Asp
230

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Ala

Arg

Arg

Ser

215

Glu

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Arg

Leu

val

Cys

Asp

Lys

200

Gly

Lys

Asn

Asn

Vval

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
120

Pro

Val

185

Gly

Ile

Phe

Pro

Ala

25

val

Phe

Thr

Arg

Pro

105

Glu

95

Val

170

Asn

Asp

Tyr

Asn

Pro
10

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

90

Lys

Arg

Phe

Tyr

Val

Cys

Leu
235

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Cys

Ile

Glu

Trp

Ser

Cys

220

Lys

Phe

Thr

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

Cys

Thr

Leu

205

Arg

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Gly

Ser

190

Thr

Ile

Pro

Ser

30

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Asn

175

Arg

Ile

Gln

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Val

Tyr

Glu

Ile

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

80

Tyr

Ser



5

10

15

20

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 45

<210> 46
<211> 122
<212> PRT

Asp Ser Pro

Leu Val Vval

Asn Thr Ser

35

Gly Gln Thr

50

Gly Gln Asp

Phe His Met

Val Cys Gly

Leu Arg Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 46

Asp

Thr

20

Glu

Asp

Ala

Ser

Val

100

Glu

Arg

Glu

Ser

Thr

Arg

Val

85

Ile

Leu

ES 2819451 T3

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

70

Val

Ser

Arg

Trp

Asp

His

Ala

55

Arg

Cys

Leu

val

Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp

1

5

Leu Val Val Thr Glu Gly Asp

20

Asn Thr Ser Glu Ser Phe His

35

Asn

Asn

val

40

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
120

Asn

Asn

Val
40

Pro Pro
10

Ala Thr
25

Val Trp

Phe Pro

Thr Gln

Arg Arg
90

Pro Lys
105

Glu Arg

Thr

Phe

His

Glu

Leu

75

Asn

Ile

Phe

Thr

Arg

Asp

60

Pro

Asp

Gln

Pro Pro Thr Phe

10

Ala Thr Phe Thr

25

Val Trp His Arg

96

Ser

Cys

Glu

45

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
110

Pro

Ala

15

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

95

Glu

Ala
15

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser

Leu

Ser Phe Ser

30

Glu Ser Pro Ser

45



10

15

20

25

30

35

40

<210> 47
<211>5
<212> PRT

Gly

Gly

65

Phe

Val

Leu

Gln Thr Asp
50

Gln Asp Ala

His Met Ser

Cys Gly Val
100

Arg Ala Glu
115

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2819451 T3

Thr Leu

Arg Phe
70

Val val
85

Ile Ser

Leu Arg

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 47

<210> 48
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

55

Arg

Arg

Leu

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
120

Phe Pro Glu Asp Arg Ser Gln Pro

60

Thr Gln Leu Pro Asn
75

Arg Arg Asn Asp Ser
90

Pro Lys Ile Gln Ile
105

Glu Cys

Gly Ser Gly Gly Ser

1

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 48

<210> 49
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

Gly Gly Ser Gly Gly Ser

1

<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 49

<210> 50
<211>4
<212> PRT

5

Gly Gly Gly Ser

1

97

Gly Arg Asp

80

Gly Thr Tyr

Lys
110

95

Glu Ser
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 50

<210> 51

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 51

<210> 52

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 52

<210> 53

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 53

<210> 54

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos sintética

<400> 54

ES 2819451 T3

Gly Gly Ser Gly
1

Gly Gly Ser Gly Gly
1 5

Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

Gly Ser Gly Gly Gly
1 5

98
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<210> 55

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodacidos sintética

<400> 55

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 56

ggctccaaag gacttgtacg 20
<210> 57

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 57

ggtccagctc ccgttctaca 20
<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 58

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu

1

<210> 59

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

ES 2819451 T3

Gly Gly Gly Ser Gly
1 5

Gly Ser Ser Ser Gly
1 5

10
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ES 2819451 T3

<400> 59
cattttcaat taagatgcag ttacttcgct g 31

<210> 60

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 60

aataacagaa aatattgaaa aacagcgaag taactgcatc ttaattg
<210> 61

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 61

ttacttcgct gtttttcaat attttctgtt attgctageg ttttagcag 49

<210> 62

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 62
gtctatctgg ggaatctgct aaaacgctag caataacaga aaat
<210> 63
<211>40

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 63

ttttagcaga ttccccagat agaccatgga acccaccaac 40
<210> 64

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

44

100

47
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<400> 64
caacaaagct ggggagaaag ttggtgggtt ccatggtc

<210> 65

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 65

aactttctce ccagctttgt tggtcgtcac tgaaggtga
<210> 66

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 66

ES 2819451 T3

38

39

gaacaagtga aagtagcgtt atcaccttca gtgacgacca a

<210> 67

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 67
gtgataacgc tactttcact tgttccttct ccaacacttc ¢
<210> 68
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 68

gaaggattcg gaagtgttgg agaaggaaca 30
<210> 69

<211> 91

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

41

41

101
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<220>
<221> misc_feature

<222> (20)..(20)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (48)..(48)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (50)..(50)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (59)..(59)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (63)..(63)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (71)..(71)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 69

caacacttce gaatcctten dtttgrwttg ghwtagavwg tccccavntn dtvwwvytnd

ES 2819451 T3

tvnattggct nhtttcccag aagatagatc c

<210> 70
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature

<222> (28)..(28)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

102
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<222> (33)..(33)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 70

gagtgactct gaatctagca tctkgahntg gtnbggatct atcttctggg aaa

<210> 71

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 71
agatgctaga ttcagagtca ctcaattgcc aaac 34
<210>72
<211> 44

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 72
ggacatgtgg aaatctctac cgtttggcaa ttgagtgact ctga
<210>73
<211>44

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 73
cggtagagat ttccacatgt ccgtcgtcag agctagaaga aacg
<210> 74
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 74
gtaagtaccg gaatcgtttc ttctagctct gacgac 36
<210>75
<211> 85

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

44

44

103
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<220>
<223> Secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature

<222> (21)..(21)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (36)..(36)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (39)..(39)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (42)..(42)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (49).. (49)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (51)..(561)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 75

gaaacgattc cggtacttac nwttgtggtg ctattnctnd tnhtsctvna nytcaaatta

ES 2819451 T3

agvrwtcctt gagagctgaa ttgag

<210> 76

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 76
ggatcctctt tcagtgactc tcaattcagc tctcaagga
<210> 77

<211> 40
<212> ADN

39

104

60
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 77

ES 2819451 T3

attgagagtc actgaaagag gatccgaaca aaagcttatc

<210>78

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 78
caagtcttct tcggagataa gcttttgttc ggatcctctt

<210> 79

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 79
aaagcttatc tccgaagaag acttgggtgg tggtgg
<210> 80
<211> 26

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 80

ccaccagatc caccaccacc caagtc 26
<210> 81

<211> 31

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 81
cattttcaat taagatgcag ttacttcgct g 31
<210> 82

<211> 47
<212>ADN

40

36

40

105
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 82

aataacagaa aatattgaaa aacagcgaag taactgcatc ttaattg 47

<210> 83

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 83
ttacttcgct gtttttcaat attttctgtt attgctageg ttttagcag

<210> 84

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 84

gtctatctgg ggaatctgct aaaacgctag caataacaga aaat
<210> 85

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 85

ttttagcaga ttccccagat agaccatgga acccaccaac
<210> 86

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 86
caacaaagct ggggagaaag ttggtgggtt ccatggtc
<210> 87

<211> 39
<212>ADN

49

44

40

38
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 87

aactttctcc ccagctttgt tggtcgtcac tgaaggtga

<210> 88

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 88

ES 2819451 T3

39

gaacaagtga aagtagcgtt atcaccttca gtgacgacca a 41

<210> 89

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 89

gtgataacgc tactttcact tgttccttct ccaacacttc ¢ 41

<210> 90

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 90

gaaggattcg gaagtgttgg agaaggaaca
<210> 91

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature

<222> (24)..(24)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

30

107
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<221> misc_feature

<222> (27)..(27)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 91
ccaacacttc cgaatccttce vrtnttnwtt ggywtydtsa wtccccatcce drtcaaactg 60

atamattggc tgctttccca gaag 84

<210> 92

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 92

gacctggttg ggatctatct tctgggaaag cagccaat 38
<210> 93

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 93

gaagatagat cccaaccagg tcmagatgct agattcagar ytactcaatt gccaaacggt 60

agag 64

<210> 94

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature

<222> (23)..(23)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 94
cttctagctc tgacgacgga sangtggaaa tctctaccgt ttggcaattg ag 52
<210> 95

<211> 36
<212> ADN

108
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 95

tccgtegtca gagctagaag aaacgattce ggtact
<210> 96

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<220>
<221> misc_feature

<222> (26)..(26)
<223>nesa,c,g,0t

<220>
<221> misc_feature

<222> (56)..(56)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 96

gctctcaagg attccttaat ttgaancttt ggagcawrgg aaataryacc acaaanawra

gtaccggaat cgtttcttet age

<210> 97

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 97

ttcaaattaa ggaatccttg agagctgaat tgagagtcac
<210> 98

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 98
gttcggatcc tctttcagtg actctcaatt cagctctcaa g

<210> 99

ES 2819451 T3

36

40

41

109

60

83
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<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 99
gtcactgaaa gaggatccga acaaaagctt atctccgaag aagac

<210> 100

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 100
ccaccagatc caccaccacc caagtcttct tcggagataa gcttttg

<210> 101

<211> 7954

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia sintética

<400> 101
tgaaagaccec cacctgtagg tttggcaagce

ggaaaataca taactgagaa tagagaagtt

gaatatgggc caaacaggat atctgtggta

acagatggtc cccagatgcg gtccecgecct

ccagggtgcce ccaaggacct gaaaatgacc

45

47

tagcttaagt
cagatcaagg
agcagttcct
cagcagtttc

ctgtgcctta

110

aacgccattt
ttaggaacag
gccceggete
tagagaacca

tttgaactaa

tgcaaggcat
agagacagca
agggccaaga
tcagatgttt

ccaatcagtt

60

120

180

240

300



cgcttetege
cctcactecgg
aaagcctctt
agattgattg
acccctgect
gtgtctgtct
tactagttag
acacccggcec
acctgagtcc
atatgtggtt
gctttoggtt
ttgtctcetgt
taccactccc
ccagtcggta
ctttaacgtc
gatcaaggtc
ctgggaagcc
tccgectect
gcctegatcee
tgagatctta
agttactaac
agtctggaga
cccttacega
tcgetggaaa
catcgcagct
ctctagaccg
gttaccaatt
ttggtggtga
tcettteatg
ttcceccgaag
aacggtcggyg

gtatgecggtg

ttctgttege
cgcgccagtc
gctgtttgea
actgecccacce
agggaccacc
ctgtectttgt
ctaactagct
gcaaccctgg
taaaatcccg
ctggtaggag
tgggaccgaa
ctgactgtgt
ttaagtttga
gatgtcaaga
ggatggccge
ttttcacctg
ttggcttttg
cttcctccat
tcecctttate
tatggggcac
agcccctcte
cctctggegg
gtcggcgaca
ggaccttaca
tggatacacg
ccatgtaccg
ctgactecece
ctgaggggga
tegtcetggea
acagatctca
actttcacat

tgatctcect

ES 2819451 T3

gcgcttetge
ctccgataga
tccgaatcgt
tcgggggtct
gacccceceg
gcgtgtttgt
ctgtatctgg
gagacgtccc
atcgtttagg
acgagaacct
gccgegecge
ttctgtattt
ccttaggtca
agagacgttg
gagacggcac
gcccgecatgg
acccccctece
ccgccecegte
cagccctcac
ccecegeceect
tccaagctca
cagcctacca
cagtgtgggt
cagtcctget
ccgeccacgt
catgcaactt
agacaggcect
taatgctacc
tagggagtcc
gccaggccag
gtctgttgtg

cgcaccaaag

tcecececgaget
ctgcgtegec
ggactcgetg
ttcatttgga
ccgggaggta
gcecggcatcet
cggaccegtg
agggacttcg
actctttggt
aaaacagttc
gcgtettgte
gtctgaaaat
ctggaaagat
ggttaccttc
ctttaaccga
acacccagac
ctgggtcaag
tctceceectt
tccttetcta
tgtaaacttc
cttacaggct
agaacaactg
ccgecgacac
gaccaccccece
gaaggctgec
ttgtcctgta
tggaacccac
tttacttgeca
ccetetggge
gatgcceggt
cgggctcegga

atccagataa

1M1

caataaaaga
cgggtacccg
atccttggga
ggtteccaceg
agctggccag
aatgtttgcg
gtggaactga
ggggeegttt
gcacccccect
ccgecteegt
tgctgcagcea
atgggcccgg
gtcgagcgga
tgctctgecag
gacctcatca
caggtccecct
ccctttgtac
gaacctcctc
ggcgcecccca
cctgacccetg
ctctacttag
gaccgaccgg
cagactaaga
accgecctcea
gaccccgggg
ttgctctgte
ccaccttete
gcttcagecaa
aaactgatac
tccgagtgac
gaaatgacag

aggaatctct

gcccacaacc
tattcccaat
gggtctecte
agatttggag
cggtegttte
cctgegtectg
cgagttcgga
ttgtggcceg
tagaggaggg
ctgaattttt
tcgttcetgtg
gctagecetgt
tcgctcacaa
aatggccaac
cccaggttaa
acatcgtgac
accctaagcece
gttcgacccc
tatggccata
acatgacaag
tccagcacga
tggtacctca
acctagaacc
aagtagacgg
gtggaccatc
cctggeccte
accagceccectg
caccagtgaa
actggcagcce
tcagttgcca

cggcacttat

gagggcagaa

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



ctgagggtta
gccaccaact
gccgecatgg
ccgtggttac
agtgttccag
tccttettet
tccaatggtg
gtttctctge
aacttcggag
atccagaacc
gtctgecctat
gtgtatatca
gctgtggect
attccagaag
aaaagctttg
atcctectece
agggcaaaac
aaacttgcag
ctgctccttg
acccaggcac
caggatatga
ctcatccatt
agtgtctcca
cagacatctg
caaggcacca
gtgtttgage
gccacaggct
cacagtgggg
agatactgcce
cacttceget

agggccaaac

ctgaaagagg
tcagcectget
cgacgggttc
aggaagcctc
agggagccat
ggtacagaca
acaaagaaga
tcatcagaga
gaggaaagct
ctgaccctge
tcaccgattt
cagacaaatg
ggagcaacaa
acaccttctt
aaacagatac
tgaaagtggce
gttecgggttce
gtgatgtaga
ctttcgggct
caacatctca
gacataatgc
attcaaatac
gagcaaacac
tgtacttctg
gactcacagt
catcagaagc
tcttcecctga
tctgcacgga
tgagcagccg
gtcaagtcca

ccgtcaccca

ES 2819451 T3

atcataccca
gaagcaggcc
aagaacttcc
agcacaacag
tgectetcete
atattctggg
tggaaggttt
ctceccagece
tatcttegga
cgtgtaccag
tgattctcaa
cgtgctagac
atctgacttt
ccccagccca
gaacctaaac
cgggtttaat
gggtgcgcca
gtcaaatcca
cctttgecta
gatcctggca
catgtactgg
tgcaggtacc
agatgatttc
tgccagcage
tgtagaggac
agagatctcce
ccacgtggag
cccgeagece
cctgagggte
gttctacggg

gatcgtcage

tacgatgttc
ggcgacgtgg
ctacttcttg
aaggaggtgg
aactgcactt
aaaagccctg
acagcacagc
agtgattcag
cagggaacgg
ctgagagact
acaaatgtgt
atgaggtcta
gcatgtgcaa
gaaagttcct
tttcaaaacc
ctgctcatga
gtaaagcaga
ggtccaatgg
ccgtgectge
gcaggacggc
tatagacaag
actggcaaag
cccctceacgt
ctaagtttcg
ctgaacaagg
cacacccaaa
ctgagctggt
ctcaaggagce
tcggeccaccet
ctctcggaga

gccgaagcect

112

cagattacgc
aggagaaccc
catttggcct
agcagaattc
acagtgaccg
agttgataat
tcaataaagc
ccacctacct
agttatctgt
ctaaatccag
cacaaagtaa
tggacttcaa
acgccttcaa
gtgatgtcaa
tgtcagtgat
cgetgegget
cattaaactt
caacagggag
aggagggctc
gcatgacact
atctaggact
gagaagtccc
tggcgtctge
gcactgaagc
tgttceccace
aggccacact
gggtgaatgg
agcccgecct
tctggcagaa
atgacgagtg

ggggtagage

tggctccgga
cggccccgeg
gctttgtttg
tggacccctce
aggttcccag
gttcatatac
cagccagtat
ctgtgcegtg
gaaacccaat
tgacaagtct
ggattctgat
gagcaacagt
caacagcatt
gctggtegag
tgggttcecga
gtggtccage
tgatttgctg
ccgaacctet
ggcagggatc
gagatgtacc
ggggctaagg
tgatggttat
tgtaccctcet
tttctttgga
cgaggtcget
ggtgtgcctg
gaaggaggtg
caatgactcc
ccceegcaac
gacccaggat

agactgtggce

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



tttacctegg
ctagggaagg
aagagaaagg
aggggggaat
gcaaggcatg
gagacagcag
gggccaagaa
cagatgtttc
aatcagttcg
ccacaacccc
tatccaataa
tctecctetga
agttggagaa
ccactgtttt
gacagcgcag
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
cctegetcecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgecc
cgacaggact
ttececgacecct
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca

ctacggggtce

tgtcctacca
ccaccctgta
atttctaaag
gaaagacccc
gaaaatacat
aatatgggcc
cagatggtcce
cagggtgeccc
cttetegett
tcactcggeg
accctettge
gtgattgact
caacattctg
gaatccacat
aaagagctgg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacgc
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gcecgcettace
ctcacgctgt
cgaacccece
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg

tgacgctcag

ES 2819451 T3

gcaaggggte
tgctgtgcectg
gatccgataa
acctgtaggt
aactgagaat
aaacaggata
ccagatgcegg
caaggacctg
ctgttegege
cgccagtcecct
agttgcatcc
acccgtcage
agggtaggag
actccaatac
ggagaattgt
aagtgtaaag
ctgcecgett
gcggggagag
cgeteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgceta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa

tggaacgaaa

ctgtctgcea
gtcagcgccece
aataaaagat
ttggcaagct
agagaagttc
tctgtggtaa
tceccgeccte
aaatgaccct
gcttetgete
ccgatagact
gacttgtggt
gggggtettt
tcgaatatta
tcctgaaatc
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
gcggtttgeg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctc
ccecctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgetgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetetget
aaaccaccgc
aaggatctca

actcacgtta
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ccatcctcta
ttgtgttgat
tttatttagt
agcttaagta
agatcaaggt
gcagttcctg
agcagtttct
gtgccttatt
cccgagctca
gcgtegeceg
ctcegetgtte
catgggtaac
agtaatcctg
catcgatgga
tcecgetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcgce
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcecectegtg
ccectteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct

agggattttg

tgagatcctg
ggccatggtce
ctccagaaaa
acgccatttt
taggaacaga
ccececggcectea
agagaaccat
tgaactaacc
ataaaagagc
ggtacccgtg
cttgggaggg
agtttcttga
actcaattag
gttcattatg
attccacaca
agctaactca
tgccagectge
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagctgg
aactatcgtce
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt

gtcatgagat

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcacegge
gtggtecectge
taagtagttc
tgtcacgcectce
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgcecge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta
ggcccttteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
gcatcaggcg
cctctteget
taacgccagg
ttatgcgact
gccgcaagga
gccaccatac
ccatcggtga

gccacgatge

gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgea
gccatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggyg
gcaccatatg
ccattcgcecceca
attacgccag
gttttcccag
cctgcattag
atggtgcatg
ccacgccgaa
tgtcggegat

gtcecggegta
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tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggee
tcagcaataa
gccteecatee
agtttgcgeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
attatcatga
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcgggget
cggtgtgaaa
ttcaggctge
ctggcgaaag
tcacgacgtt
gaagcagccc
caaggagatg
acaagcgctce
ataggcgcca

gaggcgattt

taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgcetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gctecttgeece
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
ttcegegeac
cattaaccta
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta
taccgcacag
gcaactgttg
ggggatgtge
gtaaaacgac
agtagtaggt
gcgceccaaca
atgagcccga
gcaaccgcac

aaagacagga
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atgaagtttt
cttaatcagt
actccceegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgeccgg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcceccga
taaaaatagg
cctectgacac
cagacaagcce
tgcggcatca
atgcgtaagg
ggaagggcga
tgcaaggcga
ggccagtgee
tgaggccgtt
gtceceecegge
agtggcgage
ctgtggecgece

tatcagtggt

aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcegaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg
aaagtgccac
cgtatcacga
atgcagctcc
cgtcagggcg
gagcagattg
agaaaatacc
tcggtgcggg
ttaagttggg
acgctctccce
gagcaccgcc
cacggggcct
ccgatcttcee
ggtgatgccg

ccaggctcta

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860
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gttttgacte aacaatatca cecagetgaag ceotatagagt acgagocata gataaaataa

ES 2819451 T3

aagattttat ttagtctoca gaaaaagggy ggasa

<210> 102

<211> 8856

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 102

115

7920

7954



tgaaagaccc
ggaaaataca
gaatatgggce
acagatggtc
ccagggtgcc
cgcttetege
cctcactegg
aaagcctctt
agattgattg
acccctgect
gtgtctgtet
tactagttag
acacccggcece
acctgagtcce
atatgtggtt
gcttteggtt
ttgtctctgt
taccactccc
ccagtcggta
ctttaacgtc
gatcaaggtc
ctgggaagcce
tcegectect
gcctcecgatcee

tgagatctta

cacctgtagg
taactgagaa
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
ttetgttege
cgcgccagte
gctgtttgea
actgcccace
agggaccacc
ctgtctttgt
ctaactagct
gcaaccctgg
taaaatcceg
ctggtaggag
tgggaccgaa
ctgactgtgt
ttaagtttga
gatgtcaaga
ggatggccge
ttttcacctg
ttggcttttg
cttcctecat
tccctttate

tatggggcac
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tttggcaagce
tagagaagtt
atctgtggta
gtcecegeect
gaaaatgacc
gcgettetge
ctccgataga
tccgaatcegt
tecgggggtct
gacccccccg
gegtgtttgt
ctgtatctgg
gagacgtccce
atcgtttagg
acgagaacct
gccgegecge
ttctgtattt
ccttaggtca
agagacgttg
gagacggcac
gcccgecatgg
acccccctee
ccgececgte
cagccctcac

ccecegececect

tagcttaagt
cagatcaagg
agcagttcct
cagcagttte
ctgtgcctta
tcececcgaget
ctgegtegee
ggactcgcetg
ttcatttgga
ccgggaggta
gccggecatet
cggacccegtg
agggacttcg
actctttggt
aaaacagttc
gcgtettgte
gtctgaaaat
ctggaaagat
ggttaccttc
ctttaaccga
acacccagac
ctgggtcaag
tctececcectt
tcctteteta

tgtaaacttc
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aacgccattt
ttaggaacag
gcececggete
tagagaacca
tttgaactaa
caataaaaga
cgggtacceg
atccttggga
ggttccaccg
agctggccag
aatgtttgcg
gtggaactga
ggggcegttt
gcaccccecect
ccgectecegt
tgctgcagca
atgggcccgg
gtcgagcgga
tgctctgecag
gacctcatca
caggtcccct
ccctttgtac
gaacctcectce
ggcgccccca

cctgaccctg

tgcaaggcat
agagacagca
agggccaaga
tcagatgttt
ccaatcagtt
gcccacaacce
tattcccaat
gggtctcecte
agatttggag
cggtcgtttce
cctgegtetg
cgagttcgga
ttgtggccceg
tagaggaggg
ctgaattttt
tegttetgtg
gctagectgt
tcgctcacaa
aatggccaac
cccaggttaa
acatcgtgac
accctaagcece
gttecgaccce
tatggccata

acatgacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



agttactaac
agtctggaga
cccttaccga
tcgctggaaa
catcgcagcet
ctctagaccg
ctgctgttge
ctgtacacac
ccttgtggag
gtggtgagcg
tcggcgecat
gatgagacga
ttctectgee
gacgaggcca
cagctecegeg
attacacggt
gaggcacctce
atgggcagcet
tgctccatcc
aacagctccg
gagaaccccg
tttggcectge
cagaattctg
agtgaccgag
ttgataatgt
aataaagcca
acctacctct
ttatctgtga
aaatccagtg
caaagtaagg

gacttcaaga

agcccctcete
cctctggegg
gtcggcgaca
ggaccttaca
tggatacacg
ccatgtecggg
tgcttctggg
acagcggtga
ccaaccagac
cgaccgagcce
gcgtggaggce
ctgggcgetg
aggacaagca
accacgtgga

agtgcacacg

ccacacccce
cagaacaaga
cccagecegt
tggctgctgt
gctcecggage
gceceegegge
tttgtttgece
gacccctcag
gttcccagtc
tcatatactc
gccagtatgt
gtgccgtgaa
aacccaatat
acaagtctgt
attctgatgt

gcaacagtgc
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tccaagctca
cagcctacca
cagtgtgggt
cagtcctget
ccgeccacgt
ggcaggtgcc
ggtgtccctt
gtgctgcaaa
cgtgtgtgag
gtgcaagccg
cgacgacgcc
cgaggcgtge
gaacaccgtg
ccegtgectg
ctgggeccgac
agagggctcg
cctcatagcece
ggtgacccga
ggttgtgggt
caccaacttc
cgccatggeg
gtggttacag
tgttccagag
cttecttetgg
caatggtgac
ttctectgete
cttcggagga
ccagaaccct
ctgectatte
gtatatcaca

tgtggcctgg

cttacaggct
agaacaactg
ccgccgacac
gaccaccccce
gaaggctgcce
accggccgceg
ggaggtgcca
gcctgcaace
ccetgectgg
tgcaccgagt
gtgtgccget
cgegtgtgeg
tgcgaggagt
ccctgecaceg
gccgagtgeg
gacagcacag
agcacggtgg
ggcaccaccg
cttgtggect
agcctgetga
acgggttcaa
gaagcctcag
ggagccattg
tacagacaat
aaagaagatg
atcagagact
ggaaagctta
gaccctgeeg
accgattttg
gacaaatgcg

agcaacaaat
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ctctacttag
gaccgaccgg
cagactaaga
accgccectca
gaccccgggg
ccatggacgg
aggaggcatg
tgggcgaggg
acagcgtgac
gcgtggggcet
gcgcctacgg
aggcgggcte
gccccgacgg
tgtgcgagga
aggagatccce
cccccagcac
caggtgtggt
acaacctcat
acatagcctt
agcaggccgg
gaacttccct
cacaacagaa
cctctctcaa
attctgggaa
gaaggtttac
cccagcccag
tcttcggaca
tgtaccagcect
attctcaaac
tgctagacat

ctgactttge

tccagcacga
tggtacctca
acctagaacc
aagtagacgg
gtggaccatc
gccgegectg
ccccacaggc
tgtggcccag
gttctcegac
ccagagcatg
ctactaccag
gggcctegtg
cacgtattcce
caccgagcgc
tggccgttgg
ccaggagcct
gaccacagtg
ccctgtetat
caagaggtgg
cgacgtggag
acttcttgceca
ggaggtggag
ctgcacttac
aagccctgag
agcacagctc
tgattcagcc
gggaacggag
gagagactct
aaatgtgtca
gaggtctatg

atgtgcaaac

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



gccttcaaca
gatgtcaagc
tcagtgattg
ctgeggetgt
ttaaactttg
acagggagcc
gagggctcgg
atgacactga
ctaggactgg
gaagtccctg
gcgtetgetg
actgaagctt
ttcccacceg
gccacactgg
gtgaatggga
ccecgecctea
tggcagaacc
gacgagtgga
ggtagagcag
atcctctatg
gtgttgatgg
ctgacctgcg
tgtattgctce
ccacccacct
tgcagcttca
gggcaaactg
cggttcecgag
cggagaaatg
ataaaggaat
gttccagatt
aaagggggga

ttgcaaggca

acagcattat
tggtcgagaa
ggttccgaat
ggtccagecag
atttgctgaa
gaacctctct
cagggatcac
gatgtaccca
ggctaaggct
atggttatag
taccctcetea
tctttggaca
aggtcgcetgt
tgtgecctgge
aggaggtgca
atgactccag
cccgcaacca
cccaggatag
actgtggett
agatcctget
ccatggtcaa
gtgatgtcga
tgtcectgge
tctcaccage
gcaacaccag
atacactggc
tgactcagtt
acagcggcac
ctctgaggge
acgcttaatg
atgaaagacc

tggaaaatac
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tccagaagac
aagctttgaa
cctectectg
ggcaaaacgt
acttgcaggt
gctcecttget
ccaggcacca
ggatatgaga
catccattat
tgtctccaga
gacatctgtg
aggcaccaga
gtttgagcca
cacaggcttc
cagtggggtc
atactgcecctg
cttecegetgt
ggccaaaccc
taccteggtg
agggaaggec
gagaaaggat
ggaaaatcca
cctegttace
cctgttggtg
tgaatccttt
agccttccee
gccaaacggt
ttatgtatge
agaactgagg
aggatccgat
ccacctgtag

ataactgaga

accttcettce
acagatacga
aaagtggceg
tcgggttcgg
gatgtagagt
ttcgggectcec
acatctcaga
cataatgcca
tcaaatactg
gcaaacacag
tacttctgtg
ctcacagttg
tcagaagcag
ttcecctgacce
tgcacggacc
agcagccgec
caagtccagt
gtcacccaga
tcctaccage
accctgtatg
ttcggttetg
ggtcccatgt
aattctgact
gtgactgagg
catgtcgtcet
gaagacagat
cgggactttc
ggtgtgatct
gttactgaaa
aaaataaaag
gtttggcaag

atagagaagt
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ccagcccaga
acctaaactt
ggtttaatct
gtgcgecagt
caaatccagg
tttgecctacce
tcctggecage
tgtactggta
caggtaccac
atgatttccce
ccagcagcct
tagaggacct
agatctccca
acgtggagct
cgcagcccct
tgagggtctc
tctacgggcet
tcgtcagcge
aaggggtcct
ctgtgetggt
gcgagggtcg
accgcatgca
ccccagacag
gggataatge
ggcataggga
ctcagccagg
acatgtctgt
ccctegeace
gaggatcata
attttattta
ctagcttaag

tcagatcaag

aagttcectgt
tcaaaacctg
gctcatgacg
aaagcagaca
tccaatggca
gtgcctgcecag
aggacggcgce
tagacaagat
tggcaaagga
cctcacgttg
aagtttcgge
gaacaaggtg
cacccaaaag
gagctggtgg
caaggagcag
ggccacctte
ctcggagaat
cgaagcctgg
gtctgeccace
cagcgecectt
ggggtctctg
acttttgtcc
gcecttggaac
tacctttact
gtccecectet
ccaggatgcce
tgtgeggget
aaagatccag
cccatacgat
gtctccagaa
taacgccatt

gttaggaaca

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



gagagacagc
cagggccaag
atcagatgtt
ccaatcagtt
gcccacaace
tgtatccaat
ggtctcctet
gaagttggag
agccactgtt
tggacagcge
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcege
cccgacagga
tgttccgacc
gctttcteat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg

aactacgata

agaatatggg
aacagatggt
tccagggtge
cgcttctege
cctecactegg
aaaccctctt
gagtgattga
aacaacattc
ttgaatccac
agaaagagct
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactcgce
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgccgectta
agctcacgcet
cacgaaccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat

cgggagggcet
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ccaaacagga
ccccagatge
cccaaggacce
ttctgttege
cgegcecagte
gcagttgcat
ctacccgtca
tgagggtagg
atactccaat
ggggagaatt
taaagtgtaa
cactgccege
gcgeggggag
tgcgecteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcegtt
ccggatacct
gtaggtatct
cecgttecagece
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgttcate

taccatctgg

tatctgtggt
ggtcecegecece
tgaaatgacc
gcgcecttetge
ctecegataga
ccgacttgtg
gcgggggtet
agtcgaatat
actcctgaaa
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagteg
aggcggtttg
cgttcggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcceectgga
gtcecgecettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc

cccecagtget
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aagcagttcc
tcagcagttt
ctgtgcctta
tceceegaget
ctgegtegee
gtctegetgt
ttcatgggta
taagtaatcc
tccatcgatg
tatcecgetcea
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattggge
cggcgagegg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctccectceg
ctcccttegg
taggtcgttc
gccttatceeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcececeg

gcaatgatac

tgccecgget
ctagagaacc
tttgaactaa
caataaaaga
cgggtaccceg
tccttgggag
acagtttctt
tgactcaatt
gagttcatta
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagcet
gctetteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgetetece
gaagcgtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat

cgcgagacce

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgcgeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcce
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcccttt
cccggagacg
cgcgtcageg
tgtactgaga
ccgcatcagg
ggcctctteg
ggtaacgcca
ccttatgega
ccgccgcaag
ctgccaccat
ccccateggt
cggccacgat
tagttttgac

aaaagatttt

<210> 103
<211> 7902
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

gctccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tegtegtttg
tcecececatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctegege
gtcacagcett
ggtgttggeg
gtgcaccata
cgccattcge
ctattacgcce
gggttttccce
ctecctgeatt
gaatggtgca
acccacgccg
gatgtcggceg
gcgteeggeg
tcaacaatat

atttagtcte
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tatcagcaat
ccgcectccat
atagtttgceg
gtatggcecttce
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttcggtga
gtctgtaage
ggtgtcgggg
tgcggtgtga
cattcaggct
agctggcgaa
agtcacgacg
aggaagcagce
tgcaaggaga
aaacaagcgc
atataggcgce
tagaggcgat
caccagctga

cagaaaaagg

aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcecttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttcet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttccgege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgceggg
ctggcttaac
aataccgcac
gcgcaactgt
agggggatgt
ttgtaaaacg
ccagtagtag
tggcgcccaa
tcatgagccce
cagcaaccgc
ttaaagacag
agcctataga

ggggaa

120

gccggaaggg
aattgttgcce
gccattgecta
ggttcccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttccce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat
agatgcgtaa
tgggaagggc
gctgcaaggce
acggccagtg
gttgaggccg
cagtcccccg
gaagtggcga
acctgtggcg
gatatcagtg

gtacgagcca

ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctcegategt
tgcataatte
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggeg
ctecgtgcacce
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
ccecgtcaggg
cagagcagat
ggagaaaata
gatcggtgceg
gattaagttg
ccacgctctce
ttgagcaccg
gccacggggce
gcccgatett
ccggtgatge
gtccaggctce

tagataaaat

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8856
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<223> secuencia sintética

121

<400> 103
tgaaagaccc cacctgtagg tttggcaagc tagcttaagt aacgccattt tgcaaggcat 60
ggaaaataca taactgagaa tagagaagtt cagatcaagg ttaggaacag agagacagca 120
gaatatgggc caaacaggat atctgtggta agcagttcct gececcecggetce agggccaaga 180
acagatggtc cccagatgcg gtcccgccct cagcagtttcec tagagaacca tcagatgttt 240
ccagggtgcce ccaaggacct gaaaatgacc ctgtgcecctta tttgaactaa ccaatcagtt 300
cgcttetege ttetgttege gegettetge tcecccgaget caataaaaga gecccacaacce 360
cctcactecgg cgcgccagtce ctccgataga ctgegtcecgece cgggtacccg tattcccaat 420
aaagcctctt getgtttgeca tccgaatcgt ggactcegetg atccttggga gggtctecte 480
agattgattg actgcccacc tcgggggtct ttcatttgga ggttccaccg agatttggag 540
acccctgect agggaccacc gacccccccg ccgggaggta agectggeccag cggtcegttte 600
gtgtctgtcet ctgtctttgt gcgtgtttgt geccggecatct aatgtttgeg cctgegtcetg 660
tactagttag ctaactagct ctgtatctgg cggacccgtg gtggaactga cgagttcgga 720
acacccggcece gcaaccctgg gagacgtcce agggacttcg ggggecegttt ttgtggeccg 780
acctgagtcc taaaatcceg atcgtttagg actetttggt gcacccececct tagaggaggg 840
atatgtggtt ctggtaggag acgagaacct aaaacagttc ccgcctcegt ctgaattttt 900
gcettteggtt tgggaccgaa geccgegecge gegtettgte tgetgcagca tegttcetgtg 960
ttgtctectgt ctgactgtgt ttctgtattt gtctgaaaat atgggcccgg gctagectgt 1020
taccactcce ttaagtttga ccttaggtca ctggaaagat gtcgagcgga tcgctcacaa 1080
ccagtcggta gatgtcaaga agagacgttg ggttaccttc tgctctgcag aatggccaac 1140
ctttaacgtc ggatggccge gagacggcac ctttaaccga gacctcatca cccaggttaa 1200
gatcaaggtc ttttcacctg gccecgecatgg acacccagac caggtcccet acatcgtgac 1260
ctgggaagcc ttggcecttttg accccectee ctgggtcaag ccctttgtac accctaagece 1320
tccgectect cttectceccat ccgececcgte tctcecccectt gaacctectce gttegaccce 1380
gcctcgatee tcecctttatce cageccctcac tececttectecta ggegecccca tatggcecata 1440
tgagatctta tatggggcac ccccgcccect tgtaaacttce cctgaccctg acatgacaag 1500
agttactaac agcccctcte tccaagectca cttacagget ctctacttag tccagcacga 1560
agtctggaga cctctggegg cagectacca agaacaactg gaccgaccgg tggtacctca 1620
cccttaccga gtecggcgaca cagtgtgggt ccgeccgacac cagactaaga acctagaacce 1680
tcgectggaaa ggaccttaca cagtcctget gaccacccecce accgccctca aagtagacgg 1740



catcgcagct
ctctagaccg
gttaccaatt
ttggtecgtca
tccttecatg
ttcccagaag
aacggtagag
gtttgtggtg
ttgagagtca
ggcggaggtt
ctgcccccat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctectgeaca
ccatacgatg
gceggegacyg
ctgggactgc
cctgecagece
gacatctact
atctacggceg
ggaacccagt
tgccagcaag
ggcggaggcg
cagtctggeg
ggcgacacca
gaatggatcg
aacaaggcca
ctgacctccg
tggggccagg
ctggacaacg

acccagagca

tggatacacg
ccatgtaccg
ctgattcece
ctgaaggtga
ttgtttggeca
atagatccca
atttccacat
ttatttcecet
ctgaaagaga
ctagtggagg
cccgggagga
ccagcgacat
cgccteeegt
agagcaggtg
accactacac
ttccagatta
tggaggagaa
tcctgetgtg
tgtctaccag
ctggectgge
ccagcgacct
acagcctgaa
gcctgaccta
gaagtggagg
ctgaactggt
tcaccttcta
gcagaatcga
ccctgacege
aggacaccgc
gcgtgatggt
agagaagcaa

gccccaagcet
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ccgecccacgt
catgcaactt
agatagacca
taacgctact
tcgtgaatcce
accaggtcaa
gtcegtegte
tgctccaaag
gcccaaatct
cggtagtgga
gatgaccaag
cgeegtggag
gctggactcce
gcagcagggg
gcagaagagc
cgctggetec
cceeggecce
gatcaccgac
cctgggcegag
ttggtatcag
gcaggacggc
gatcaccagc
ccctagaacc
cggaggatct
ccggectgge
ctacatgcac
ccctgaggac
cgacaccagce
cacctacttt
caccgtgtcecce
cggcaccatc

gttectgggece

gaaggctgec
ttgtcctgta
tggaacccac
ttcacttgtt
ccatcecggtce
gatgctagat
agagctagaa
attcaaatta
tgtgacaaaa
ggacagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct
ctcteceetgt
ggagccacca
gcggccgeca
gccatctgceg
acagtgacca
cagaagcccg
gtgcctageca
atgcagaccg
ttcggaggag
ggcggcggag
actagcgtga
ttcgtgaage
gagagcacca
agcaacaccg
tgcatctacg
agcatcgagt
atccacatca

ctggtggtgg

122

gaccccgggg
ttgctctgte
caactttcte
ccttetccaa
aaactgatac
tcagagttac
gaaacgattc
aggaatcctt
ctcacacatg
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcce
tcttectcta
catgctccgt
ctcecgggtaa
acttcagecct
tgggtgtcce
acatccagat
tccagtgtca
gcaagagccc
gattcagcgg
aggacgaggg
gcaccaagct
gctctgaagt
agctgtcectg
agaggccagg
agtacagcga
cctacctgaa
gcggctacta
tcatgtaccc

aagaaaagca

tggceggegt

gtggaccatc
cctggececte
cccagetttg
cacttcecgaa
attggctgcet
tcaattgcca
cggtacttat
gagagctgaa
cccaccgtge
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctce
gatgcatgag
aggatcatac
gctgaagcag
tacccagctce
gacccagagc
ggccagcgag
tcagctgetg
cagcggctece
cgtgtacttc
ggaactgaag
gcagctgecag
caaggtgtcce
acagggcctg
gaagttcaag
gctgtctage
cttcgactac
ccctecectac
cctgtgecac

gectgttetgt

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



tacggcctge
ggcggccaga
taccagccct
agatccgeceg
ctgggcagac
ggcggcaage
gacaagatgg
ggccacgatg
cacatgcaga
ccagaaaaag
gccattttge
ggaacagaga
ccggctecagg
agaaccatca
aactaaccaa
aaaagagccce
tacccgtgta
tgggagggtc
tttcttgaag
tcaattagce
tcattatgga
tccacacaac
ctaactcaca
ccagctgcat
ttcegettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacceg
ctctectgtt

cgtggegett

tggtcacagt
gcgactacat
acgccectge
agacagccgce
gggaggaatt
agcagagaag
ccgaggcecta
gcctgtteca
ccctggeece
gggggaatga
aaggcatgga
gacagcagaa
gccaagaaca
gatgtttcca
tcagttcget
acaaccccte
tccaataaac
tcctetgagt
ttggagaaca
actgttttga
cagcgcagaa
atacgagccg
ttaattgcgt
taatgaatcg
tcgectcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctcegececcee
acaggactat
ccgaccctge

tctcatagcet
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ggcecctgtge
gaacatgacc
cagagacttc
caacctgcag
tgacgtgctg
aagaaaccct
cagcgagatc
gggcctgtcee
cagatgagga
aagaccccac
aaatacataa
tatgggccaa
gatggtcecce
gggtgccecca
tctegettet
actcggegeg
cctcttgecag
gattgactac
acattctgag
atccacatac
agagctgggg
gaagcataaa
tgcgcectcact
gccaacgcgce
actcgectgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgecttacegg

cacgctgtag

gtgatctgga
cccagaaggc
gccgcectaca
gaccctaacc
gaaaagaaga
caggaaggcg
ggcaccaagg
accgccacca
tccgataaaa
ctgtaggttt
ctgagaatag
acaggatatc
agatgcggte
aggacctgaa
gttecgegege
ccagtcectcee
ttgcatccga
ccgtcagegg
ggtaggagtc
tccaatactc
agaattgtga
gtgtaaagcce
gccegettte
ggggagaggc
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttece
atacctgtcc

gtatctcagt

123

ccaacagcag
caggcctgac
gacccagagc
agctgttcaa
gagccaggga
tctacaacge
gcgagagaag
aggacacctt
taaaagattt
ggcaagctag
agaagttcag
tgtggtaage
ccgecctceag
atgaccctgt
ttctgecteee
gatagactgce
cttgtggtct
gggtctttca
gaatattaag
ctgaaatcca
aattgttatc
tggggtgect
cagtcgggaa
ggtttgcgta
cggetgegge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gcctttetee

teggtgtagg

aagaaacaga
cagaaagccc
caagttcagc
cgagctgaac
ccccgagatg
cctgcagaaa
aaggggcaag
cgacgccectg
tatttagtct
cttaagtaac
atcaaggtta
agttcctgece
cagtttctag
gccttatttg
cgagctcaat
gtcgeeceggg
cgctgttecet
tgggtaacag
taatcctgac
tcgatggagt
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtcgtg
ttgggcgcetc
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttcgggaag

tegttegete

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



caagctgggce
ctatcgtcett
taacaggatt
taactacggce
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgtc
taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gcagctceceg
tcagggcgceg
gcagattgta
aaaataccgce

ggtgcgggece

tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcacecggete
ggtcctgcaa
agtagttcgc
tcacgctegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccectttegte
gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
atcaggcegec

tcttegetat
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aacccceegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatce
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctatttcg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggccgecagt
catccgtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt
tcttacecget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtg
accatatgcg
attcgececatt

tacgccaget

tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggecec
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcattce
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttttct
accgagttge
aaaagtgctc
gttgagatcc
tttcaccagc
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
gtgtgaaata
caggctgege

ggcgaaaggg

124

cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga
accaccgcetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagcecg
tctattaatt
gttgttgcca
agctcecggtt
gttagctcecct
atggttatgg
gtgactggtg
tecttgeeegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgegcacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgcacagat

aactgttggg

ggatgtgetg

tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggce
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tceceegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagg
cccaacgatc
tecggtcctee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttectte
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttccecgaaa
aaaataggcg
tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc

caaggcgatt

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



10

aagttgggta
gctctcectt
gcaccgccge
cggggcctge
gatcttccce
tgatgcegge
aggctctagt

taaaataaaa

acgccagggt
atgcgactce
cgcaaggaat
caccataccc
atcggtgatg
cacgatgcgt
tttgactcaa

gattttattt

<210> 104
<211> 8805
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 104

tgaaagaccc
ggaaaataca
gaatatgggce
acagatggtc
ccagggtgcece
cgcttctege
cctcactecgg
aaagcctctt
agattgattg
acccctgect
gtgtectgtet
tactagttag
acacccggcece
acctgagtcc
atatgtggtt
gcttteggtt
ttgtctetgt

taccactcce

cacctgtagg
taactgagaa
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
ttctgttege
cgcgcecagte
gctgtttgeca
actgcccacce
agggaccacc
ctgtetttgt
ctaactagct
gcaaccctgg
taaaatcccg
ctggtaggag
tgggaccgaa
ctgactgtgt

ttaagtttga
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tttceccagte
tgcattagga
ggtgcatgca
acgccgaaac
tcggecgatat
ccggegtaga
caatatcacc

agtctccaga

tttggcaagc
tagagaagtt
atctgtggta
gtccegecect
gaaaatgacc
gcgettetge
ctccgataga
tccgaategt
tcgggggtcet
gacccccceceg
gcgtgtttgt
ctgtatctgg
gagacgtccce
atcgtttagg
acgagaacct
gccgegecge
ttctgtattt

ccttaggtca

acgacgttgt
agcagcccag
aggagatggc
aagcgctcat
aggcgccagce
ggcgatttaa
agctgaagcc

aaaagggggg

tagcttaagt
cagatcaagg
agcagttcct
cagcagtttc
ctgtgecctta
tccececgaget
ctgecgtcegece
ggactcgctg
ttcatttgga
ccgggaggta
gceggceatcet
cggacccgtg
agggacttcg
actctttggt
aaaacagttc
gcgtettgte
gtctgaaaat

ctggaaagat

125

aaaacgacgg
tagtaggttg
gcccaacagt
gagcccgaag
aaccgcacct
agacaggata
tatagagtac

aa

aacgccattt
ttaggaacag
gceccggcete
tagagaacca
tttgaactaa
caataaaaga
cgggtaccceg
atccttggga
ggttccaccg
agctggccag
aatgtttgeg
gtggaactga
ggggcegttt
gcacccccect
ccgectecegt
tgctgcageca
atgggcccgg

gtcgagcgga

ccagtgccac
aggccgttga
ccceccggeca
tggcgagece
gtggcgeegg
tcagtggtcce

gagccataga

tgcaaggcat
agagacagca
agggccaaga
tcagatgttt
ccaatcagtt
gcccacaacce
tattcccaat
gggtctcctce
agatttggag
cggtegttte
cctgegtetg
cgagttcgga
ttgtggcceceg
tagaggaggg
ctgaattttt
tegttetgtg
gctagectgt

tcgectcacaa

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7902

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



ccagtcggta
ctttaacgtc
gatcaaggtc
ctgggaagcce
tcegectect
gcctecgatcee
tgagatctta
agttactaac
agtctggaga
cccttaccga
tcgctggaaa
catcgcagcet
ctctagaccg
ctgectgttge
ctgtacacac
ccttgtggag
gtggtgageg
tcggcgecat
gatgagacga
ttctectgee
gacgaggcca
cagctccgceg
attacacggt
gaggcacctc
atgggcagct
tgctccatce
aacagctceg
gagaaccccg
ctgtggatca
accagccetgg
ctggcttggt

gacctgcagg

gatgtcaaga
ggatggccge
ttttcacctg
ttggettttg
cttcectecat
tcecctttatce
tatggggcac
agcccecctcte
cctetggegg
gtcggcgaca
ggaccttaca
tggatacacg
ccatgtcggg
tgcttctggg
acagcggtga
ccaaccagac
cgaccgagcce
gcgtggaggce
ctgggcgetg
aggacaagca
accacgtgga
agtgcacacg
ccacaccecc
cagaacaaga
cccagccecgt
tggctgetgt
gcteceggage
gcccegegge
ccgacgecat
gcgagacagt
atcagcagaa

acggegtgece
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agagacgttg
gagacggcac
gccegeatgg
acccceccectec
ccgecccegte
cagccctcac
ccecgecect
tccaagctca
cagcctacca
cagtgtgggt
cagtcctget
ccgeccacgt
ggcaggtgcc
ggtgtccctt
gtgctgcaaa
cgtgtgtgag
gtgcaagccg
cgacgacgcc
cgaggcgtge
gaacaccgtg
ccegtgectg
ctgggccgac
agagggctcg
cctecatagec
ggtgacccga
ggttgtgggt

caccaacttc
cgctatgggt
ctgcgacatc
gaccatccag

gcceggeaag

tagcagattc

ggttaccttc
ctttaaccga
acacccagac
ctgggtcaag
tctccecctt
tccttetcta
tgtaaacttc
cttacaggct
agaacaactg
ccgeccgacac
gaccacccec
gaaggctgec
accggeccgeg
ggaggtgcca
gcctgecaacce
ccctgecetgg
tgcaccgagt
gtgtgccgcet
cgegtgtgeg
tgcgaggagt
ccctgcaceg
gccgagtgceg
gacagcacag
agcacggtgg
ggcaccaccg
cttgtggeet
agcctgetga
gtcecctacee
cagatgaccc
tgtcaggcca

agccctcage

agcggcageg

126

tgctctgeag
gacctcatca
caggtccecct
ccctttgtac
gaacctcctce
ggcgccccca
cctgaccetg
ctctacttag
gaccgaccgg
cagactaaga
accgccctca
gaccecgggyg
ccatggacgg
aggaggcatg
tgggcgaggg
acagcgtgac
gegtgggget
gcgcctacgg
aggcgggcte
gcececcgacgg
tgtgcgagga
aggagatccc
cccccageac
caggtgtggt
acaacctcat
acatagcctt
agcaggccgg
agctecetggg
agagccctge
gcgaggacat
tgctgatcta

gctecggaac

aatggccaac
cccaggttaa
acatcgtgac
accctaagcece
gttcgaccce
tatggccata
acatgacaag
tccagcacga
tggtacctca
acctagaacc
aagtagacgg
gtggaccatc
gccgegectg
ccccacaggce
tgtggcccag
gttctcegac
ccagagcatg
ctactaccag
gggcctegtg
cacgtattcce
caccgagcgce
tggcegttgg
ccaggagcct
gaccacagtg
ccctgtectat
caagaggtgg
cgacgtggag
actgctectg
cagcctgtct
ctactctgge
cggcgccage

ccagtacage

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



ctgaagatca
acctacccta
ggaggcggag
ctggtcecgge
ttctactaca
atcgaccctg
accgccgaca
accgccacct
atggtcaccg
agcaacggca
aagctgttct
acagtggcce
tacatgaaca
cctgccagag
gccgccaace
gaatttgacg
agaagaagaa
gcctacageg
ttccagggcc
gcccccagag
aatccaggtce
gttaccaatt
ttggtcgtca
tcctteccatg
ttcccagaag
aacggtagag
gtttgtggtg
ttgagagtca
ggcggaggtt
ctgcececcat

ggcttctate

ccagcatgca
gaaccttcgg
gatctggegg
ctggcactag
tgcacttegt
aggacgagag
ccagcagcaa
acttttgcat
tgtccageat
ccatcatcca
gggccctggt
tgtgegtgat
tgaccccecag
acttcgecege
tgcaggaccc
tgctggaaaa
accctcagga
agatcggcac
tgtccaccgce
gttctggcga
ccatgtaccg
ctgattcccce
ctgaaggtga
ttgtttggca
atagatccca
atttccacat
ttatttcccect
ctgaaagaga
ctagtggagg
cccgggagga

ccagcgacat
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gaccgaggac
aggaggcacc
cggaggctct
cgtgaagctg
gaagcagagg
caccaagtac
caccgcctac
ctacggecgge
cgagttcatg
catcaaagaa
ggtggtggce
ctggaccaac
aaggccaggce
ctacagaccc
taaccagctg
gaagagagcc
aggcgtctac
caagggcgag
caccaaggac
gggtcggggyg
catgcaactt
agatagacca
taacgctact
tecgtgaatcce
accaggtcaa
gtcegtegte
tgctccaaag
gcccaaatct
cggtagtgga
gatgaccaag

cgcegtggag

gagggcgtgt
aagctggaac
gaagtgcagc
tcctgcaagg
ccaggacagg
agcgagaagt
ctgaagctgt
tactactteg
taccccecte
aagcacctgt
ggcgtgetgt
agcagaagaa
ctgaccagaa
agagccaagt
ttcaacgagce
agggaccccg
aacgccectge
agaagaaggg
accttcgacg
tctctgetga
ttgtecetgta
tggaacccac
ttcacttgtt
ccatcecggte
gatgctagat
agagctagaa
attcaaatta
tgtgacaaaa
ggacagcccc

aaccaggtca

tgggagagca

127

acttctgcca
tgaagggcgg
tgcagcagtc
tgtcecggega
gcctggaatg
tcaagaacaa
ctagcctgac
actactgggg
cctacctgga
gccacaccca
tctgttacgg
acagaggcgg
agccctacca
tcagcagatc
tgaacctggg
agatgggcgg
agaaagacaa
gcaagggcca
ccctgcacat
cctgeggtga
ttgectetgte
caactttctc
ccttctccaa
aaactgatac
tcagagttac
gaaacgattc
aggaatcctt
ctcacacatg
gagaaccaca
gcctgacctg

atgggcagcce

gcaaggcctg
aggcggaagt
tggcgctgaa
caccatcacc
gatcggcaga
ggccaccctg
ctccgaggac
ccagggcgtg
caacgagaga
gagcagcccece
cctgectggtce
ccagagcgac
gccctacgee
cgccgagaca
cagacgggag
caagcagcag
gatggccgag
cgatggectg
gcagaccctg
tgtcgaggaa
cctggececte
cccagcetttg
cacttccgaa
attggctgct
tcaattgcca
cggtacttat
gagagctgaa
cccaccgtge
ggtgtacacc
cctggtcaaa

ggagaacaac

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



tacaagacca
accgtggaca
gctectgeaca
ccatacgatg
tctccagaaa
aacgccattt
ttaggaacag
gccecggete
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
gggtacccgt
ccttgggagg
cagtttcttg
gactcaatta
agttcattat
aattccacac
gagctaactc
gtgccagcetg
ctcttecget
atcagctcac
gaacatgtga
gttttteccat
gtggcgaaac
gcgectctect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga

tggttttttt

cgccteeegt
agagcaggtg
accactacac
ttccagatta
aaggggggaa
tgcaaggcat
agagacagca
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
cccacaacce
gtatccaata
gtctecctetg
aagttggaga
gccactgttt
ggacagcgca
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgece
ccgacaggac
gttcegacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg

gtttgcaage
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gctggactcce
gcagcagggg
gcagaagagc
cgcttaatga
tgaaagaccc
ggaaaataca
gaatatgggc
acagatggtc
ccagggtgec
gcttcteget
ctcactecgge
aaccctcettg
agtgattgac
acaacattct
tgaatccaca
gaaagagctg
ccggaagcecat
cgttgecgetc
tcggeccaacg
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccecctgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgcetg
acgaaccccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg

agcagattac

gacggctcct
aacgtcttcet
ctecteecetgt
ggatccgata
cacctgtagg
taactgagaa
caaacaggat
cccagatgeg
ccaaggacct
tctgttegeg
gcgecagtec
cagttgcatc
tacccgtcag
gagggtagga
tactccaata
gggagaattg
aaagtgtaaa
actgcccgcet
cgcggggaga
gcgecteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcageec
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa

gcgcagaaaa

128

tcttectcta
catgctccgt
ctcegggtaa
aaataaaaga
tttggcaage
tagagaagtt
atctgtggta
gtcecegeect
gaaatgaccc
cgecttectget
tccgatagac
cgacttgtgg
cgggggtctt
gtcgaatatt
ctcctgaaat
tgaaattgtt
gcctggggtyg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccecectggaa
tcecgecttte
agttcggtgt
gaccgectgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgcgetetge
caaaccaccg

aaaggatcte

cagcaagctc
gatgcatgag
aggatcatac
ttttatttag
tagcttaagt
cagatcaagg
agcagttcct
cagcagttte
tgtgeccttat
cceccgagcete
tgcgtegece
tctegetgtt
tcatgggtaa
aagtaatcct
ccatcgatgg
atccgcetcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctggce
caagtcagag
gctecectegt
tcecctteggg
aggtcgttcg
ccttateegg
cagcagccac
tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagegg

aagaagatcc

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggcega
tcgtgecacce
aacaggaagg
catactcttce
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
catgcagctce
ccgtcaggge
agagcagatt
gagaaaatac
atcggtgegg
attaagttgg
cacgctctce
tgagcaccge
ccacggggcce

cccgatette

tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga
actacgatac
cgctcacegg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacget
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtcet
aggcccttte
ccggagacgyg
gcgtcagegg
gtactgagag
cgcatcagge
gcctettege
gtaacgccag
cttatgecgac
cgccgcaagyg
tgccaccata

cccatecggtg
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ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatcegt
agtgtatgecg
atagcagaac
ggatcttacce
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtctegegeg
tcacagcttg
gtgttggcgg
tgcaccatat
gccattecgee
tattacgcca
ggttttccca
tcctgcecatta
aatggtgcat
cccacgccga

atgtcggcga

gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatce
accatctgge
atcagcaata
cgcctcecatce
tagtttgecge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
ttteggtgat
tctgtaageg
gtgtcgggge
gcggtgtgaa
attcaggctg
gctggcgaaa
gtcacgacgt
ggaagcagcce
gcaaggagat
aacaagcgct

tataggcgce

129

aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagcteceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttcetg
acacggaaat
ggttattgtce
gttccgegea
acattaacct
gacggtgaaa
gatgccggga
tggcttaact
ataccgcaca
cgcaactgtt
gggggatgtg
tgtaaaacga
cagtagtagg
ggcgcccaac
catgagccceg

agcaaccgca

aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgcceg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtece
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg
ataaaaatag
acctctgaca
gcagacaagc
atgcggcatc
gatgcgtaag
gggaagggcg
ctgcaaggcg
cggccagtge
ttgaggccgt
agtccccegg
aagtggcgag

cctgtggege

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640
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cggtgatgcc ggccacgatg cgtccggegt agaggcgatt taaagacagg atatcagtgg 8700
tccaggectet agttttgact caacaatatc accagctgaa gcctatagag tacgagccat 8760
agataaaata aaagatttta tttagtctce agaaaaaggg gggaa 8805

130
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de muerte celular programada de alta afinidad 1 (PD-1), donde el polipéptido es una variante de
la secuencia de PD-1 natural humano que comprende una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
5 NO: 2 o una secuencia de al menos 85 % de identidad con el mismo, donde el polipéptido PD-1 de alta afinidad:

(a) carece de un dominio transmembrana PD-1, y

(b) comprende una o mas sustituciones de aminoacidos, donde la una o mas sustituciones de aminoacidos

aumenta la afinidad del polipéptido PD-1 de alta afinidad por el ligando 1 de muerte celular programada 1 (PD-L1)
10 en comparacion con la afinidad por PD- L1 del polipéptido PD-1 natural humano,

y donde la una o mas sustituciones de aminoacidos se encuentra en una posicion de aminoacidos seleccionada de
entre: V39, L40, N41, Y43, R44, M45, S48, N49, Q50, T51, D52, K53, A56, Q63, G65, Q66, V72, H82, M83, R90, Y96,
L97, A100, S102, L103, A104, P105, K106, y A107 de SEQ ID NO: 2.

15
2. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacion 1, donde el polipéptido PD-1 tiene una Kq de 1 x 107
M o menos para PD-L1.

3. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2, donde la una o mas
20 sustituciones de aminoacidos se encuentra en una posicién de aminoacidos de PD-1 que contacta con PD-L1.

4. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, donde el polipéptido PD-1 de
alta afinidad comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en
cualquiera de SEQ ID NO: 2-25.
25
5. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, que comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos seleccionadas de entre: (1) V39H o V39R; (2) L40V o L40I; (3) N411 o N41V; (4) Y43F o
Y43H; (5) R44Y o R44L,; (6) M45Q, M45E, M45L, o M45D; (7) S48D, S48L, S48N, S48G, o S48V; (8) N49C, N49G,
N49Y, o N49S; (9) Q50K, Q50E, o Q50H; (10) T51V, T51L, o T51A; (11) D52F, D52R, D52Y, o D52V; (12) K53T o K53L;
30 (13) A56S o A56L; (14) Q63T, Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P; (15) G65N, GB65R, G65I, GB65L, G65F, 0 G65V; (16) Q66P;
(17) V72I; (18) H82Q; (19) M83L o M83F; (20) R90K; (21) Y96F; (22) LI7Y, L97V, o L97I; (23) A100l o A100V; (24)
S102T o S102A,; (25) L103l, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D; (27) P105A; (28) K106G, K106E, K106,
K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A1071, o A107V.

35 6. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende sustituciones
de aminoacidos ubicadas en posiciones de aminoacidos seleccionadas de entre:

(a) V39, N41, Y43, M45, S48, N49, Q50, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106, y A107;

(b) V39, N41, Y43, M45, S48, Q50, T51, D52F, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106, y A107;
40 (c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97, A100, y A107;
(d) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66, M83, L97, y A107;
(e) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66, H82, M83, L97, A100, y A107;
(f) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, M83, L97, A100, y A107;
(g9) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100, y A107; y
45 (h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100, y A107.
7.  El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, que comprende sustituciones
de aminoacidos seleccionadas de entre:

50  (a){V39H 0 V39R}, {N41l 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, 0 M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o
S48V}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {Q50K, Q50E, 0 Q50H}, {K53T o K53L}, {A56S 0 A56L}, {Q63T, Q63I, QE3E,
Q63L, 0 Q63P}, {G65N, G65R, G65I, G65L, G65F, 0 G65V}, {Q66P}, {LI7Y, L7V, 0 L971}, {S102T 0 S102A}, {L103l,
L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A107I,
0 A107V};

55  (b) {V39H o0 V39R}, {N41l 0 N41V}, {Y43F o0 Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, 0 M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o
S48V}, {Q50K, Q50E, o Q50H}, {T51V, T51L, o T51A}, {D52F, D52R, D52Y, o D52V}, {K53T o K53L}, {A56S o
A56L}, {Q63T, Q63I, QB3E, Q63L, 0 Q63P}, {G65N, GB5R, G65I, GB5L, GB5F, 0 GB5V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, 0
L9713, {S102T o S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V,
K106R, 0 K106T}, y {A107P, A1071, 0 A107V};

60  (c){V39H o V39RY}, {L40V o L40I}, {N41l 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D},

131
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{N49C, N49G, N49Y, 0 N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, LO7V, o L971}, {A100l 0 A100V}, y {A107P,
A1071, 0 A107V};

(d) {V39H o V39RY}, {L40V o L40I}, {N411 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {Q66P}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, 0 L971}, y {A107P, A1071, 0 A107V};

(e) {V39H 0 V39RY}, {L40V o L40I}, {N41l o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, 0 N49S}, {K53T o K53L}, {Q66P}, {H82Q}, {M83L 0 M83F}, {L97Y, L97V, 0 L971}, {A1001 0 A100V}, y {A107P,
A1071, 0 A107V};

(f) {V39H 0 V39RY}, {L40V o L401}, {N411 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, 0 L971}, {A1001 0 A100V}, y {A107P, A1071, 0 A107V};
(9) {V39H 0 V39RY}, {L40V o L40I}, {N41l 0 N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D},
{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L971}, {A100l 0 A100V}, y {A107P, A1071, 0 A107V};

y
(h) {V39H o V39R}, {L40V o L40l}, {N411 o N41V}, {Y43F o Y43H}, {(M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G,
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L971}, {A1001 o A100V}, y {A107P, A1071, 0 A107V}.

8.  El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, que comprende sustituciones
de aminoacidos seleccionadas de entre:

(a) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48G, N49Y, Q50E, K53T, A56S, Q63T, G65L, Q66P, L97V, S102A, L103F, A104H,
K106V, y A1071;

(b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L971, S102T, L103F,
A104D, K106R, y A1071;

(c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A1001, y A1071;

(d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P, M83L, L97V, y A1071;

(e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L, L97V, A100V, y A1071;

(f) V39H, L40I1, N411, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y A1071;

(9) V39H, L40V, N411, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I;

(h) V39H, L40V, N411, YA3H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A1071; y

(i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107L.

9. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polipéptido PD-
1 de alta afinidad comprende un compafiero de fusion.

10. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 9, donde el compafriero de fusion es un fragmento de
una secuencia de polipéptido de inmunoglobulina humana, donde el fragmento se selecciona de entre: (a) un dominio
CH3; y (b) parte o la totalidad de una region Fc.

11. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacion 9, donde el compariero de fusidon se selecciona de
entre: un dominio de multimerizacién; una citocina; una citocina atenuada; un agonista de 41BB; agonista de CD40;
un inhibidor de BTLA y/o CD160; y un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1.

12. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
una o mas sustituciones seleccionadas de entre: R87C, N91C y R122C.

13. El polipéptido PD-1 de alta afinidad segun la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 3-25 y 39-46.

14. El polipéptido PD-1 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13, para uso en la prevencion o tratamiento de
cancer, infeccion o enfermedad o trastorno inmunoldgico.
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Fig. 1A

Célula T

Célula tumaoral
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Fig. 2A

PD-L1

Residuos de contacto
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Fig. 2B

Numero de células

Numero de células
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Fig. 4
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Fig. 5A
Bloqueo de tetramero PD-1 en levadura PD-L1 humana
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Fig. 5B
Bloqueo de tetramero PD-1 en levadura PD-L2 humana
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Fig. 5C
Blogqueo de tetramero PD-1 en levadura PD-L1 murina
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Fig. 6A

] Control de isétopo ¢  Eypresion de PD-L1
200 = \

Recusento

Fig. 6B
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75+

5091 HAC-MBH
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14 12 10 8 6 4
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Flg. A Esferas

hPD-L .azules  Esferas
R —— rojas

Fig. 7B

Generacion 1 Generacion 2
(100 nM PD-L1 biotina) (1 nM PD-L1 biotina)
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3
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Fig. 9A
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Fig.
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CT26, PD-L1 negativo

6.56

3.01

— HAC 594 —»

Fig. 9C

% total de células

Fig. 9D

Células T CD8+

2
B

507

407
307

= N
o o
1 1

Tumor hPD-L1

Células T CD4+

3.97

Anti-hPD-L1 488

TRE

CT26, hPD-L1 positivo

1 33.0

15.7

222

TR

Il HAC+
2 Anti-PD-L1+

v

Células T CD8+ en Células T CD4+ en

en sangre periférica en sangre periférica ganglios linfaticos ganglios linféticos

% de total de células CD45+

n.s.

n.s. — n.s.

15+ % TS 40 = 251 Rk * 551
f—lr“ﬁ‘ - AA .l_\l_| 50

® A -

p A 30. 0:0 * i 20..“-.. A L ]

e L = T . e 5] S N
104 = A 0°® _m As " g -'. :
* o * = Han ®e -

[ [ N o® 15 . - 204 °% o= ==
Y F. 20" - Y B “
un 8 354 L

S ' 10 r 10 . 30 .

E L T EFTE FaSE
Q g O T 9 O T 9 O
LT & > ol 5 & F
& & & &
< < o & <

146



ES 2819451 T3

<.

|

Gc 0Cc SL 0L 6 O

opelul-jsod sejq

Gcocerol g0

GZOZGSHOL G O SZO0ZSLOL S O s o
qui 0 [0 0 28
OVH m @
o Q
o .v 3 m o m G 30
ao
O o
LS —H oL oL oL ml..w.
- m - - - —
| 7-Qd-hue 3o
D
Séd : -GL gL g, =
uewnseyy QUDVH 17-Gd-uy sed
g0l Bi4
be eia B e OpBIdIUl X
BOPR icif ivie bi  Fa (iBias Hiis Esd iit eiiia endl NN NE N
L
opeuelul
9z10
Jown

147



ES 2819451 T3

ojue|wejBl] [6p 0I01Ul [6p Sendsep se|q

ojue|wBlBl} [Op OI0IUl [op Sendsep sejq

Gl oL G 0 Gl o] 0
L | | '] O L L O

quDvH s -

+ PY110-ljue = S
=~ 009 S 1 1-ad-ue = 009 3

a +Pv1L0-jue 2

olv [=%

quOvH o a
| 3 pv1LO-hue g
PV1LO-hue - ooz 2
sad 3 171-ad-nue Y =

= sdd 3

- 0081 - 0081
peplule Bjje ep |-(d uod Bideie] sodlenojjue uoo eidele]|

aoi ‘64

(r1-01 B1Q) (WWQG| U0IAIPaIXa 0 BJq

SajenplAlpul S310WN} OpPUBND OpPeIdIul X

P e __

B B s e B B B G e e o e e I I ol
seJp ¥ 'QWOVH © |7-Ad-jue ep BLBIP UQI0d8AU| ﬁ

PVILO-uY opeuelul

9z1o

X1 Jouwin]

201 ‘614

148



ES 2819451 T3

(6/Q1 %) Jowny |ep ugloe}de)d

g1l "By

()171-ad

{+) opeenbojq
171-ad

(+)171-ad

VviL ‘B4

149



ES 2819451 T3

Fig. 12A

Posiclén |Codén |Poslblos residuos
V39 NDT ‘CDFGHILNRSVY
N41 RWT [NIVD

Y43 HWT |FYLHIN

M45 VWG [EKLMQV

548 VNT |ADGHILNPRSTV
N49 INDT |CDFGHILNRSVY
Q50 VWW  [HQNKDELIV

51 VYT |AILPTV ~
D52 INDT |CDFGHILNRSVY .
K53 VNA |AEGIKLPQTVR

A56 INHT  |[ADFHILNPSTVY

Q63 VNA |AEGIKLPQTVR

G65 NDT |CDFGHILNRSVY
Q66 CMA |QP
L97 NWT |FILVYHND

S102 NCT |STAP

L103 NDT |CDFGHILNRSVY
A104 NHT |ADFHILNPSTVY
P105 SCT |AP

K106 VNA |AEGIKLPQTVR
A107  INYT [FILVSPTA

E111 VRW |DEHKNQSGR
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Fig. 13A Fig. 13B

Posicién |Codén |Posibles residuos

V39 VRT

L40 NTT (\\,
N41 INWT -
Y43 YWT

R44 YDT :

M45 SAW 4

N49  |DRT C '

K53  |AMA 3

Q66 CMA

V72 RYT

M83 NTS

Y96 YWT

L97 NTT

A100 |RYT

L103 YWT

A107  INTT
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Fig. 14

HAC PD-1 HACmb Anti-PDL1
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Fig. 15B

DAPI HAC Anti-PD-L1
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Fig. 16
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Fig. 18A
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Fig. 18C
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Fig. 18D
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Fig. 20A

I Secuencia de senalizacion

Cualquier dominio de senalizacion CAR T {p.ej. 1-32 generacion)
{p.ej.. CD3, CD28, 4-1BB, CD8 TM, o combinacién)

Sefalizacion de 1-3? gen

V, | V4 | Cadenas ligeras y pesadas (p.ej., de una CAR)

IRES | Sitio de entrada de ribosoma interno

Secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido mimético
HAC PD-1 de alta afinidad (p. ej., HAC, minicuerpo {mb), etc.)
{también puede incluir etiquetas como HA, His, FLAG, etc))

2A | Cualquier péptido 2A (p.ej.. P2A, T2A, F2A,
secuencia modificada)
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Fig. 20C

TCR disefiado

ES 2819451 T3

Vector promotor simple:

S"tTR | Promotor TeRa 24 I TcRP 2A I HAC 4 3’ i{TR

5’ (TR | Promotor TcRa I IRES I TcRB IT?A I HAC 3’ LTR

5 LTR 4 Promotor HAC I IRES I TeRa I 2A I TcRp |I 3'UTR

5 LTR |4 Promotor TcRa I 2A I TcRP I IRES l HAC 3 LTR

CAR disefiado

S"{TR H Promotor v, : =efalizacion 1 IRES HAC H 3'LIR
= de 1-3% gen

S'tTR | Promotor v, | v, |Eerelizaciong Hac M 37U
L “ I de1-3°genf] *

s 178 M Promotor HAC i v v Senalizacion ¥ TR

2 : t H de 1-3% gen

_, P ; HAC A v v Senalizacid ,

5iTR K romotor A L H de 1-3% gen 3’ LTR

162




ES 2819451 T3

Fig. 20D
Vectores promotores separados:

TCR disefiado

5 ITR W Promotor TcRet 2AI TcRB + Promotor HAC H 3’ LTR
5'LTR H Promotor HAC ~ H Promotor TeRa 2A I TR H 3'LTR
5 LTR |4 Promotor TeRa I lRtSI TcRB || Promotor HAC H 3 LTR
5'LTR A Pmmol% HAC H Promotor TcRa I IRES I TcRB I 3 1TR

CAR disefiado

HAC p ; v v Sefalizacion
& - 3
romotor L H | de 1-3° gen 3 LTR

Senalizacio
5 tTR H Promotor v | v, PR promotor HAC ¥ 1TR
- de 1-3" gen
r

5 tTR |4 Promoto
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Fig. 20E

Vectores promotores separados bidireccionales:

TCR disefiado

5 ETR [ HAC Promotor § Promotor TcRa 2A I TcRP = 2" LTR
5'{TR I TcRa 24 I TcRB Promotor | Promotor HAC = 3'UR
5 LTR - HAC Promotor § Promotor TcRa I IRES I TeRp H 37 LR
5 IR I TcRa I IRES I TeRP Promotor § Promotor HAC a 3' TR

CAR disefiado

srr M v | v, [EERRERCL S o omotor HAC M 3'1TR
L 4 I de 1-3* gen Promotor
5'ITR M HAC Promotor # Promotor Ve | vy R | 3" TR
5 de 1-3" gen
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Fig. 21A

MSGV-HAC-M5
{Secuencia es SEQ ID NO:101)

o

/ 2 S5prime LTR

romotor AmpR

AmpR

MSGV-HAC-M5
7954 bp

pBR322 origen P2a

HAC-HA

F5 TCR alfa

F2a opt
3prime LTR
F5 TCR beta
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Fig. 21B

MSGV-NGFR-M5-HAC
{Secuencia es SEQ ID NO:102)

et

o
- Sprime LTR

i
romotor AmpR

AmpR

MSGV-NGFR-M5-HAC NGFR
pBR322 origen 8856 bp

M5 TCR alfa

3prime LTR
F2A opt

¢ HAC-HA M5 TCR beta_

T2A
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Fig. 21C

MSGV-HACmb-1D3 CAR
{Secuencia es SEQ ID NO:103)

Sprime LTR

Promotor AmpR

MSGV-HACmb-1D3 CAR
7902 bp

pBR322 origen

3prime LTR 1D3 CAR
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Fig. 21D

MSGV-NGFR-1D3 CAR-HACmb
{Secuencia es SEQ ID NO:104)

s

Sprime LTR

Promotor AmpR

AmpR

MSGV-NGFR-1D3 CAR-HACmb  ngeR
pBR322 origen 8805 bp

|}

3prime LTR 1D3 CAR

HACmb T2A
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