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DESCRIPCIÓN 
 
Agentes PD-1 de alta afinidad y procedimientos de uso 
 
INTRODUCCIÓN 5 
 
La activación de las células T depende de una señal específica de antígeno proporcionada a los receptores de células 
T. Señales adicionales, por ejemplo, señales coestimuladoras (positivas) y/o coinhibidoras (negativas), ajustan esta 
respuesta, ayudando a determinar su fuerza, naturaleza y duración. Las interacciones coestimuladoras potencian la 
activación y proliferación de las células T, mientras que las interacciones coinhibidoras promueven la regulación. Por 10 
ejemplo, los correceptores CD28 y CTLA-4 se unen a las moléculas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86). CD28 actúa 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 15 
proporcionar señales inhibitorias (p. ej., a través del reclutamiento de fosfatasas, como SHP-2, al motivo de cambio 
basado en tirosina de inmunorreceptor (ITSM) de la cola citoplasmática de PD-1). 
 
La señalización de PD-1 juega un papel importante en la inducción y el mantenimiento de la tolerancia periférica. Se 
ha demostrado que los ligandos PD-1 (PD-L) en las células presentadoras de antígeno inhiben las células T 20 
autorreactivas e inducen tolerancia periférica, mientras que las de las células parenquimatosas impiden la destrucción 
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 vía PD-1/PD-L es frecuentemente explotada como una diana para la evasión inmune por células 
tumorales y por una amplia gama de patógenos. Por ejemplo, la vía PD1:PD-L puede ser explotada (p. ej., 25 
hiperactivada) por tumores y virus (p. ej., virus que causan infección crónica), que pueden expresar proteínas PD-L 
para estimular PD-1 (p. ej., en células T), reduciendo así las respuestas de células inmunes (p. ej., células T) y evadir 
la erradicación por parte del sistema inmune. 
 
El documento US 2011/0159023 A1 (LANGERMANN) describe una proteína de muerte celular programada (PD-1) que 30 
tiene la sustitución A99L que aumenta la unión del ligando natural PD-L2 de PD-1 pero no PD-L1. 
 
La presente descripción proporciona polipéptidos PD-1 de alta afinidad que se unen específicamente a PD-L1, 
bloqueando/reduciendo la interacción de PD-L1 con PD-1 en la superficie de las células (p. ej., células inmunes como 
las células T) y, por lo tanto, bloqueando/reduciendo la actividad de PD-1 estimulada por PD-L1. También se describen 35 
procedimientos para usar polipéptidos PD-1 de alta afinidad para reducir la actividad de PD-1. 
 
Por consiguiente, la presente invención proporciona polipéptidos de muerte celular programada de alta afinidad (PD-
1) como se establece en las reivindicaciones 1 a 13. 
 40 
RESUMEN 
 
 Los polipéptidos son variantes de secuencias de una proteína PD-1 natural (por ejemplo, la proteína PD-1 humana 
natural), y tienen utilidad para procedimientos in vivo e in vitro que bloquean la interacción entre una proteína PD-1 
natural y su ligando PD-L (PD-L1 y/o PD-L2). Un polipéptido PD-1 de alta afinidad de la invención incluye al menos un 45 
cambio de aminoácidos en relación con una proteína PD-1 natural, tiene una afinidad aumentada por PD-L (PD-L1 y/o 
PD-L2) en relación con la proteína PD-1 natural, y carece de un dominio transmembrana de una proteína PD-1 natural. 
Los cambios de aminoácidos que proporcionan una mayor afinidad pueden localizarse en las posiciones de contacto 
de aminoácidos entre PD-1 y PD-L, y/o puede ubicarse en el dominio de inmunoglobulina de la proteína PD-1 de la 
que se deriva. 50 
 
Un polipéptido PD-1 de alta afinidad de la invención puede modificarse postraduccionalmente, por ejemplo, por 
glucosilación, PEGilación, etc. Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede ser una proteína de fusión (es 
decir, puede incluir secuencias de aminoácidos adicionales), por ejemplo, una fusión con secuencias Fc de anticuerpos 
y/o una región variable de un anticuerpo que proporciona la unión específica a un antígeno de interés; y similares. Los 55 
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden ser monoméricos o multiméricos, es decir, dímero, trímero, 
tetrámero, etc. 
 
En esta invención se describen procedimientos proporcionados para modular la actividad de las células inmunes 
(células T, células NK, etc.) en un mamífero mediante la administración de una dosis terapéutica de una composición 60 
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farmacéutica que comprende un polipéptido PD-1 de alta afinidad, que bloquea la interacción de unión fisiológica entre 
PD-1 y su ligando PD-L1 y/o PD-L2. 
 
La descripción también incluye formulaciones farmacéuticas que tienen un polipéptido PD-1 de alta afinidad en 
combinación con un excipiente farmacéuticamente aceptable Dichas formulaciones pueden proporcionarse como una 5 
dosis unitaria, por ejemplo, una dosis efectiva para bloquear la interacción 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 10 
destrucción 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 interacción 
entre PD-1 endógeno (p. ej., en una primera célula) y PD-L (PD-L1 y/o PD-L2, por ejemplo, en una segunda célula). 
El bloqueo de esta interacción permite la destrucción 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, 15 
por ejemplo, para ensayos de detección 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 administración 
en combinación con un anticuerpo que se une selectivamente a la célula diana. 
 
La invención incluye un polipéptido de muerte celular programada de alta afinidad (PD-1) para el uso como se 20 
establece en la reivindicación 13. 
 
Las personas infligidas que pueden tratarse con un polipéptido PD-1 de alta afinidad incluyen personas que tienen 
cáncer, personas que albergan una infección (por ejemplo, una infección crónica, una infección viral, etc.), personas 
que tienen un trastorno inmunológico (p. ej., un trastorno asociado con la inmunosupresión), individuos que tienen un 25 
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 
eliminación 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 interacción de PD-1 con PD-L, lo que permite una mayor estimulación del 
sistema inmune. En algunos casos, la célula diana (por ejemplo, una célula infligida como una célula cancerosa, una 30 
célula tumoral, una célula infectada, etc.) expresa PD-L1 y/o PD-L2, y un polipéptido PD-1 de alta afinidad bloquea la 
interacción 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 administración de una dosis efectiva de polipéptido PD-1 de alta afinidad a un paciente impide la interacción entre 35 
PD-1 y PD-L1, lo que puede aumentar la eliminación de las células tumorales y/o células infectadas (p. ej., células 
infectadas crónicamente). En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad se puede combinar con anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra uno o más marcadores de células tumorales, cuya terapia de combinación puede ser 
sinérgica para mejorar la eliminación de células cancerosas en comparación con la administración de cualquiera de 
los agentes como una entidad única. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 activable comprende una 40 
etiqueta detectable. Tal reactivo etiquetado puede usarse para propósitos 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 diagnóstico para la detección de PD-L (por ejemplo, células que expresan PD-L1), y puede usarse 
como un diagnóstico complementario para evaluar si un régimen de tratamiento particular ha sido exitoso. 
 45 
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 o más 
cambios de aminoácidos en relación con una secuencia correspondiente del polipéptido PD-1 natural, donde uno o 
más cambios de aminoácidos aumentan la afinidad del polipéptido por PD-L1 en comparación con la afinidad por PD-
L1 del correspondiente polipéptido PD-1 natural. En algunos casos, el polipéptido de PD-1 tiene una Kd de 1 x 10-7 M 50 
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 aminoácido en relación 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 comparación con la afinidad por PD-L2 de dicho polipéptido 
mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoácido en relación con una secuencia correspondiente de un polipéptido 55 
PD-1 natural. En algunos casos, uno o más cambios de aminoácidos se encuentran en una posición de aminoácidos 
de PD-1 que contacta con PD-L1. En algunos casos, uno o más cambios de aminoácidos se encuentran en una 
posición de aminoácidos, en relación con el fragmento de proteína 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 posición de aminoácidos correspondiente en relación con otra proteína PD-1 natural. En algunos casos, uno o 60 
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más cambios de aminoácidos se encuentran en una posición de aminoácidos, en relación con el fragmento de proteína 
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 posición de 
aminoácidos correspondiente en relación con otra proteína PD-1 natural. En algunos casos, uno o más cambios de 
aminoácidos son 5 o más cambios de aminoácidos. 5 
 
También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden uno o más cambios de aminoácidos, en 
relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: (1) V39H o V39R; (2) 
L40V o L40I; (3) N41I 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, 10 
D52R, D52Y, o 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 L97I; (23) A100I o A100V; (24) S102T o S102A; (25) L103I, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D; 
(27) P105A; (28) K106G, K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A107I, o A107V; o un cambio que da 
como resultado el mismo aminoácido en la posición correspondiente en relación con otra proteína PD-1 natural. 15 
 
También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden cambios de aminoácidos ubicados en 
las posiciones de aminoácidos, en relación con el fragmento de proteína 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 aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (b) V39, N41, Y43, M45, S48, 20 
Q50, T51, D52F, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, K106 y A107, o las posiciones de aminoácidos 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97, 
A100 y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (d) V39, 
L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, M83, L97 y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación 
con otra proteína PD-1 natural; (e) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, H82, M83, L97, A100 y A107, o las 25 
posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (f) V39, L40, N41, Y43, M45, 
N49, K53, M83, L97, A100 y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína 
PD-1 natural; (g) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100 y A107, o las posiciones de aminoácidos 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; y (h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100 y 
A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural. 30 
 
También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden cambios de aminoácidos, en relación 
con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, seleccionado de entre: (a) {V39H o V39R}, {N41I 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, 35 
G65I, G65L, G65F, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o L97I}, {S102T o S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, 
o A104D}, {K106G, K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como 
resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (b) 
{V39H o V39R}, {N41I 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, 40 
Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P}, {G65N, G65R, G65I, G65L, G65F, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o L97I}, {S102T o 
S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T}, y 
{A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (c) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F 
o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o 45 
M83F}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los 
mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (d) {V39H o V39R}, 
{L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado 
los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (e) {V39H o 50 
V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra 
proteína PD-1 natural; (f) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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}, {A100I o A100V}, y 55 
{A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (g) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F 
o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, 
o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en 
las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; y (h) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 60 
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o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, 
o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en 
las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural. 
 
También se proporcionan polipéptidos PD-1 de alta afinidad que comprenden los cambios de aminoácidos, en relación 5 
con el fragmento de proteína 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 A107I; o cambios que 
dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 
natural; (b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L97I, S102T, L103F, 
A104D, K106R, y A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones 10 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T, 
M83L, L97V, A100I, y A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P, 
M83L, L97V, y A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes 
en relación con otra proteína PD-1 natural; (e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L, 15 
L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes 
en relación con otra proteína PD-1 natural; (f) V39H, L40I, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y 
A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación 
con otra proteína PD-1 natural; (g) V39H, L40V, N41I, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; o 
cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra 20 
proteína PD-1 natural; (h) V39H, L40V, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan 
como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 
y (i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I o cambios que dan como resultado los 
mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural. 
 25 
En algunos casos, el polipéptido PD-1 de alta afinidad incluye (por ejemplo, está fusionado con) un compañero de 
fusión. En algunos casos, el compañero de fusión 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 región Fc). En algunos casos, el compañero de fusión se selecciona de entre: un dominio de 
multimerización; una citocina; una citocina atenuada; un agonista de 41 BB; agonista de CD40; un inhibidor de BTLA 30 
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, está fusionado con) un compañero de fusión y el compañero 
de fusión incluye un dominio de multimerización (por ejemplo, una dimerización). Por ejemplo, en algunos casos, el 35 
compañero de fusión 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 cuestión incluye una o más mutaciones correspondientes a 
R87C, N91C, y/o R122C en relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2. En algunos casos, 40 
un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye la secuencia de aminoácidos 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 tomografía por emisión de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido 
PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye una o más mutaciones correspondientes a R87C, N91C, y/o R122C en 
relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2, y también incluye una etiqueta detectable (por 45 
ejemplo, una etiqueta de imagen de tomografía por emisión de positrones (TEP)). 
 
También se describe una formulación farmacéutica que comprende un polipéptido PD-1 de alta afinidad en cuestión. 
 
También se describen ácidos nucleicos. Un ácido nucleico en cuestión incluye una secuencia de nucleótidos que 50 
codifica un polipéptido PD-1 de alta afinidad. En algunos casos, el ácido nucleico incluye además (i) una secuencia de 
nucleótidos que codifica un TCR (por ejemplo, secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido alfa TCR y un 
polipéptido beta TCR de un TCR); y/o (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un receptor de antígeno quimérico 
(CAR). En algunos casos, el ácido nucleico es un vector de expresión (por ejemplo, un vector lineal, un vector circular, 
un plásmido, un vector viral, etc.). 55 
 
También se describen células que incluyen dicho ácido nucleico (por ejemplo, células humanas, células de primates, 
células de ratones, células de mamíferos) (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 antígeno (APC), 
una célula dendrítica, un macrófago, un monocito, una célula NK, una célula madre, una célula madre hematopoyética, 60 
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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) diseñado, por ejemplo, una célula T de receptor de antígeno quimérico 
(CAR). 5 
 
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 cuestión. 
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 diagnóstico y/o pronóstico del cáncer en un individuo. Por lo 10 
tanto, en algunos casos, la imagen se utiliza para diagnosticar y/o pronosticar cáncer en un individuo. 
 
También se describen procedimientos para inhibir la interacción 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 15 
crónicamente. En algunos casos, el contacto tiene lugar in vitro. En algunos casos, el contacto es ex vivo (por ejemplo, 
una o más células pueden ser autólogas para un individuo en el que se introducirán una o más 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 crónicas, un agente 
citotóxico, un agente quimioterapéutico, un anticuerpo específico de células, un anticuerpo selectivo para un marcador 20 
de células tumorales, y una célula T con un receptor de células T diseñado (TCR). En algunos casos, el procedimiento 
incluye poner en contacto la segunda célula con un anticuerpo específico de tumor. 
 
También hay procedimientos para tratar a un individuo que tiene cáncer, una infección crónica o un trastorno 
inmunológico asociado con la inmunosupresión. Por ejemplo, los procedimientos pueden incluir administrar al individuo 25 
(por ejemplo, en una cantidad efectiva para reducir la unión de PD-1 en una primera célula con PD-L1 en una segunda 
célula) un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. En algunos casos, la administración incluye la 
introducción de un ácido 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 ácido 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 continuación en el individuo. En 30 
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 diseñado (TCR). En algunos casos, el TCR diseñado es un receptor de antígeno 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 crónicas, un 
agente citotóxico, un agente quimioterapéutico, un anticuerpo específico de células, un anticuerpo selectivo para un 35 
marcador de células tumorales, y una célula T con un receptor de células T diseñado (TCR). 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
La presente invención se entiende mejor a partir de la descripción detallada a continuación cuando se lee junto con 40 
los dibujos adjuntos. Se enfatiza que, según la práctica común, las diversas características de los dibujos no están a 
escala. Por el contrario, las dimensiones de las diversas características se expanden o reducen arbitrariamente para 
mayor claridad. En los dibujos se incluyen las siguientes figuras. Los polipéptidos de la invención también pueden ser 
referidos de aquí en adelante como ‘polipéptido mimético’. 
 45 

Fig. 1A-1B. (Fig. 1A) Esquema que ilustra PD-L1 en la superficie de una célula tumoral que se une específicamente 
a PD-1 en la superficie de una célula T para inhibir la activación de la célula T, permitiendo así que la célula tumoral 
evada la destrucción por el sistema inmune. (Fig. 1B) Esquema que ilustra un polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad en cuestión que se une específicamente a PD-L1 en la superficie de una célula cancerosa, reduciendo así 
la capacidad de la célula cancerosa para inhibir la activación de las células T, que a su vez reduce la capacidad de 50 
la célula con cáncer de evadir la respuesta inmune. 
Figuras 2A-2B. (Fig. 2A) Representación estructural de la interacción 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 mutagenizó un polipéptido mimético PD-1 (que comprende residuos de aminoácidos 
naturales) en los residuos que contactan a PD-L1 para generar una biblioteca de primera generación (Generación 55 
1), que fue exhibido en levadura. Las selecciones basadas en la unión se realizaron a continuación usando PD-L1 
humana biotinilada (100 nM). Se creó una biblioteca de segunda generación (Generación 2) que se centró en 
posiciones convergentes para detectar polipéptidos miméticos PD-1 que tienen una afinidad aún mayor por PD-L1 
(usando PD-L1 humana biotinilada 1 nM). 
Fig. 3 La tabla refleja las secuencias de las variantes diseñadas (polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en 60 
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cuestión). Las variantes "G1" son de la Generación 1, mientras que las variantes "G2" son de la Generación 2 (ver 
Fig. 2A-2B). Cada columna numerada representa la posición de aminoácidos para cada residuo mostrado en 
relación 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 aminoácidos de PD-1 natural). La divergencia del residuo de aminoácido natural se indica con el 5 
código de una letra única para la mutación 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 gráficos representativos de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS). La vida media 
de disociación 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 disociación para una variante de PD-1 consenso de alta 10 
afinidad HAC-I (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión) fue de 42,4 minutos. 
Fig. 5A-5C. Polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión potente y específicamente antagonizan PD-
L1. Levadura que muestra: (Fig. 5A) PD-L1 humana, (Fig. 5B) PD-L2 humana, o (Fig. 5C) PD-L1 de ratón, se 
tiñeron con tetrámeros 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 unión del polipéptido 15 
mimético PD-1 nativo etiquetado a PD-L1 se compitió 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) antagonizó la interacción 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 interacción de PD-1/PD-L1. (Fig. 5B) Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad no demostraron ningún 20 
antagonismo de la interacción de PD-1:PD-L2, mientras que un polipéptido mimético PD-1 nativo antagonizó la 
interacción de PD-1:PD-L2. (Fig. 5C) Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión también 
pudieron competir por la unión a PD-L1 de ratón. 
Fig. 6A-6B. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad antagonizan la PD-L1 en células cancerosas 
humanas (Fig. 6A) Expresión de PD-L1 en la línea celular de melanoma humano SKMEL28. La expresión de PD-25 
L1 fue inducida en células SKMEL28 por estimulación con 2000 U/mL de interferón gamma humano (IFNγ) durante 
24 horas. La tinción de PD-L1 se evaluó mediante citometría de flujo en condiciones inducidas (más IFNγ) versus 
no inducidas (menos IFNγ). (Fig. 6B) Las células SKMEL28 estimuladas con IFNγ se tiñeron con tetrámeros 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 30 
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 unión del 
polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado a las células SKMEL28 (IC50 = 8,2 µM). Por el contrario, HAC-V (un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) inhibió de manera potente la unión 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 35 
dominio CH3 de la IgG1 humana) inhibió la unión del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado con potencia 
adicionalmente mejorada (IC50 de 55 pM). 
Fig. 7A-7C. Evolución dirigida de PD-1 de alta afinidad con visualización superficial de levadura. (Fig. 7A) Modelo 
de hPD-1 complejado con hPD-L1 construido por alineación 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 40 
residuos de contacto PD-L1 y "esferas rojas" para los residuos centrales. (Fig. 7B) Superposiciones de histograma 
que evalúan la tinción de hPD-L1 con levadura en cada ronda de selección. Para las selecciones de primera 
generación (panel izquierdo), todas las rondas se tiñeron con hPD-L1 biotinilado 100 nM. Para las selecciones de 
segunda generación (panel derecho), la levadura se tiñó con hPD-L1 biotinilado 1 nM. (Fig. 7C) Resumen de 
secuencias y afinidades de hPD-L1 para variantes de PD-1 seleccionadas. La posición de cada posición mutada y 45 
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 50 
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 unión competitiva de hPD-1, HAC-V PD-1 
naturales o 'microcuerpo' HAC (HACmb) en células SK-MEL-28 humanas (izquierda), células B16-F10 de ratón, o 55 
levadura que muestra hPD-L2. 100 nM hPD-1/estreptavidina-AlexaFluor tetrámero 647 se usó como ligando sonda. 
Las barras de error representan el e.e.m. 
Fig. 9A-9D. HAC-PD-1 produce una penetración tumoral mejorada y no agota las células T periféricas. (Fig. 9A) 
Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de tumores CT26 seccionados deficientes en PD-L1 
(arriba) o transgénicos para hPD-L1 (abajo) cuatro horas después de la inyección intraperitoneal de anti-hPD-L1-60 
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AlexaFluor488 (verde cuando se presenta en color) y HAC-AlexaFluor 594 (rojo cuando se presenta en color). Los 
núcleos (azul cuando se presentan en color) se etiquetaron con DAPI. Las barras de escala representan 500 µm. 
(Fig. 9B) Citometría de flujo representativa de tumores disociados de la Fig. 9A que muestra la tinción relativa 
HAC-AlexaFluor 594 frente a la tinción anti-hPD-L1-AIexaFluor 488. Los porcentajes se dan en cada cuadrante 
positivo. (Fig. 9C) Resumen de estudios de citometría de flujo de 4 tumores deficientes en PD-L1 y 4 tumores 5 
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 más a la izquierda), células T CD4+ 
periféricas (segundo panel desde la izquierda), células T CD8+ de ganglios linfáticos (segundo panel desde la 
derecha) y Células T CD4+ de ganglios linfáticos (panel más a la derecha) después de 3 días de administración 
de vehículo (PBS), anti-mPD-L1 o HACmb a ratones injertados con tumores CT26. n.s., no significativo *, p < 0,05; 10 
***, p < 0,001, ANOVA unidireccional. 
Fig. 10A-10D. Eficacia antitumoral de los anticuerpos HACmb y anti-PD-L1 en modelos tumorales singénicos CT26 
pequeños y grandes. (Fig. 10A) Esquema que ilustra el diseño experimental del experimento de tumor pequeño. 
El tratamiento se inició para todas las cohortes 7 días después del injerto de tumores. Los ratones fueron inyectados 
con dosis diarias de vehículo (PBS), 250 µg de anti-PD-L1 (clon 10F.9G2) o 250 µg de HACmb durante 14 días. 15 
(Fig. 10B) Tasas de crecimiento relativo de los tumores injertados, calculados como tasa de cambio de lo mostrado 
para tumores individuales (tres paneles a la izquierda) o como datos de resumen (panel más a la derecha) durante 
el transcurso del período de tratamiento. Las barras de error representan e.e.m. n.s., no significativo. ***, p < 0,0001. 
(Fig. 10C) Esquema que ilustra el diseño experimental del experimento de tumores grandes. Los ratones fueron 
injertados con tumores CT26 y monitoreados diariamente. Cuando un tumor individual excedió los 150 mm3, el 20 
ratón fue aleatorizado a una cohorte de tratamiento. Los tumores se midieron diariamente y recibieron tratamiento 
diario con vehículo (PBS), 250 µg de anti-PD-L1 (clon 10F.9G2) o 250 µg de HACmb durante 14 días. Anti-CTLA4 
(clon 9D9) fue administrado como una dosis única de 250 µg. (Fig. 10D) Resumen de datos para el crecimiento 
tumoral promedio durante el período de tratamiento de 14 días. Las barras de error representan el e.e.m. El 
crecimiento tumoral tratado con PBS (negro) y el crecimiento tumoral tratado con anti-CTLA4 (púrpura) en los 25 
paneles izquierdo y derecho son idénticos; están representados dos veces para mayor claridad. n.s., no 
significativo. ***, p < 0,001, ANOVA bidireccional. El análisis estadístico completo en el día 14 después del 
tratamiento se muestra en la Tabla 4. 
Fig. 11A-11B. Imagen microTEP de hPD-L1 con 64Cu-DOTA-HAC. (Fig. 11A) Imágenes TEP-TC una hora después 
de la inyección de 64Cu-DOTA-HAC (230µCi/25µg/200µI) en ratones NSG con tumores subcutáneos hPD-L1 (+) o 30 
hPD-L1 (-) CT26. El bloqueo se realizó con 500µg/200µI de HAC-PD1 sin etiquetar, 2 horas antes del trazador TEP. 
T-tumor, L-hígado, K-riñones, B-vejiga, SG-glándulas salivales. (Fig. 11B) Cuantificación de la captación tumoral 
una hora después de la inyección por análisis de la región de interés (ROI), indicado como un porcentaje de la 
dosis inyectada por gramo de tejido (%ID/g). *, p < 0,05. 
Fig. 12A-12B. Diseño de la biblioteca de PD-1 de "Primera Generación". (Fig. 12A) La tabla de posiciones 35 
aleatorias de hPD-1 se proporciona en la tabla, con el correspondiente codón degenerado y los posibles 
aminoácidos potenciales en cada sitio. (Fig. 12B) Representación estructural de la biblioteca de "Primera 
generación"; hPD-1 está en verde (cuando se presenta en color) con cadenas laterales aleatorias indicadas como 
esferas que llenan espacios. 
Fig. 13A-13B. Diseño de la biblioteca de PD-1 de "Segunda Generación". (Fig. 13A) La tabla de posiciones 40 
aleatorias de hPD-1 se proporciona en la tabla, con el codón degenerado correspondiente y los posibles 
aminoácidos potenciales en cada sitio (Fig. 13B) Representación estructural de la biblioteca de "Segunda 
generación"; hPD-1 está en verde (cuando se presenta en color) con cadenas laterales aleatorias indicadas como 
esferas que llenan espacios. 
Fig. 14 Diagrama esquemático del diseño de "microcuerpo" de HAC (HACmb) en comparación con el monómero 45 
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.Tinción in vitro e in vivo de células que expresan hPD-L1. (Fig. 15A) Gráfico FACS de CT26-Tg 
(hPD-L1)-Δ(mPDL1) sin teñir, teñido con monómero HAC etiquetado con AlexaFluor594 o con anticuerpo anti-PD-
L1 etiquetado con AlexaFluor488 (clon 29E.2A3, Biolegend). (Fig. 15B) Sección histológica tomada del mismo 50 
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 inyección 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 núcleos (azul cuando 
se presentan en color) se etiquetaron con DAPI. Las barras de escala representan 500μm. 
Fig. 16 Expresión de PD-L1 en células T primarias de sangre periférica en ratones injertados con CT26. Gráfico 55 
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 días después del injerto con tumores CT26 subcutáneos. 
Fig. 17A-17B. Validación del trazador DOTA-HAC TEP. (Fig. 17A) Ensayos de unión competitiva de hPD-1, HAC-
V o DOTA-HAC naturales en células SK-MEL-28 humanas. Se usó 100 nM de tetrámero hPD-1/estreptavidina-
Alexa Fluor 647 como ligando sonda. Las barras de error representan el e.e.m. (Fig. 17B) Inmunoreactividad del 60 
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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 adición del trazador se analizaron para determinar la especificidad de unión. 5 nM 64Cu-DOTA-HAC 
fácilmente unido a células hPD-L1(+) (80,5 % ± 1,9 %), mientras que las células hPD-L1(-) de control solo 
exhibieron inmunorreactividad mínima (8,3 % ± 0,5 %). La unión fue bloqueada en células hPD-L1(+) mediante la 
adición de HAC-N91C a 1 µM (8,9 % ± 0,1 %). n.s., no significativo. ****, p < 0,0001, ANOVA bidireccional. 5 
Fig. 18A-18E. Dinámica de imágenes 64Cu-DOTA-HAC MicroTEP. (Fig. 18A) Captación de tumor calculada por 
análisis de región de interés (ROI) durante 24 horas. (Fig. 18B) Captación renal en ratones portadores de tumores 
hPD-L1 (+) y (-) evaluados por análisis de ROI. (Fig. 18C) Imagen TEP-TC 24 horas después de la inyección de 
64Cu-DOTA-HAC (230µCi/25µg/200µI) en ratones NSG con tumores CT26 dobles subcutáneos hPD-L1(+) 
(discontinuo) y hPD-L1 (-) (sólido). (Fig. 18D) Captación tumoral calculada por región de interés (ROI). (Fig. 18E) 10 
Remoción renal durante 24 h. Valores de captación dados como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de 
tejido (%ID/g). 
Figuras 19A-19B. Biodistribución de 24 horas de 64Cu-DOTA-HAC. (Fig. 19A) Después de completar imágenes 
micro-TEP/TC, los ratones fueron sacrificados y disecados para biodistribución. La captación en los órganos y 
tejidos indicados se dan como el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido. (%ID/g). (Fig. 19B) Cantidad 15 
relativa de captación de radiotrazadores tumorales hPD-L1(+) en comparación con la sangre y los músculos. 
Fig. 20A-20E. Representación esquemática de ejemplos de construcciones de vectores virales que codifican un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión, así como (i) un TCR heterólogo (que se une a un antígeno) 
(por ejemplo, codifica los polipéptidos TCR-alfa y TCR-beta) o (ii) un receptor de antígeno quimérico (CAR). La 
figura 20A proporciona una leyenda para las Figs. 20B-20E. 20 
Fig. 21A-21D. Representación esquemática de ácidos nucleicos de ejemplo (vectores de ADN) que codifican un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. 

 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 
 25 
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 proteína PD-1 natural (por ejemplo, la proteína PD-1 humana 
natural), y tienen utilidad para procedimientos in vivo e in vitro que bloquean la interacción entre una proteína 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 
aminoácidos en relación con una proteína PD-1 natural, tiene una afinidad aumentada por PD-L (PD-L1 y/o PD-L2) en 30 
relación con la proteína PD-1 natural, y carece de un dominio transmembrana de una proteína PD-1 natural. Los 
cambios de aminoácidos que proporcionan una mayor afinidad pueden localizarse en las posiciones de contacto de 
aminoácidos entre PD-1 y PD-L, y/o puede ubicarse en el dominio de inmunoglobulina de la proteína PD-1 de la que 
se deriva. 
 35 
Cuando se describe un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, en relación con la décima parte 
de la unidad del límite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre los límites superior e 
inferior de ese intervalo, también se describe específicamente. Cada intervalo más pequeño entre cualquier valor 
indicado o valor intermedio en un intervalo indicado y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese intervalo 
indicado está abarcado dentro de la invención. Los límites superior e inferior de estos intervalos más pequeños pueden 40 
incluirse o excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo donde cualquiera, ninguno o ambos límites 
están incluidos en los intervalos más pequeños también están abarcados dentro de la invención, sujetos a cualquier 
límite específicamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos límites, los 
intervalos que excluyen cualquiera o ambos de los límites incluidos también se incluyen en la invención. 
 45 
A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en esta invención tienen el 
mismo significado que comúnmente es entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente 
invención. Aunque cualesquiera procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en esta invención 
también se pueden usar en la práctica o pruebas de la presente invención, algunos procedimientos y materiales 
potenciales y preferidos se describen ahora. 50 
 
Tal como resultará evidente para un experto en la materia al leer esta descripción, cada una de las realizaciones 
individuales descritas e ilustradas en esta invención tienen componentes y características discretas que pueden 
separarse o combinarse fácilmente con las características 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 55 
que sea lógicamente posible. 
 
Cabe señalar que tal como se usa en esta invención 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. Así, por ejemplo, 
la referencia a "una célula" incluye una pluralidad de tales células y la referencia a "el péptido" incluye referencia a uno 60 
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o más péptidos y equivalentes de los mismos, por ejemplo, polipéptidos, conocidos por los expertos en la materia, y 
así sucesivamente. 
 
Definiciones 
 5 
En la descripción que sigue se utilizan varios términos utilizados convencionalmente en el campo. Con el fin de 
proporcionar una comprensión 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 interacción entre PD-1 y su 10 
ligando PD-L1 se refieren a moléculas que impiden la unión de PD-1 y PD-L1. Para fines de desarrollo, la unión se 
puede realizar en condiciones experimentales, por ejemplo, usando proteínas aisladas como compañeros de unión, 
usando porciones de proteínas como compañeros de unión, usando muestras de levadura de proteínas o porciones 
de proteínas como compañeros de unión, y similares. 
 15 
Para fines fisiológicamente relevantes, la unión de PD-1 y PD-L1 suele ser un evento entre dos células, donde cada 
célula expresa uno de los compañeros de unión. 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 podrían ser dianas para destrucción por el sistema 
inmune (p. ej., células tumorales, células que albergan una infección como una infección crónica y similares). Los 
inhibidores pueden identificarse usando ensayos in vitro e in vivo para la unión o señalización del receptor o ligando. 20 
 
Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan indistintamente en esta invención para referirse a un polímero 
de residuos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los cuales uno o más residuos 
de aminoácidos son un mimético químico artificial de un aminoácido de origen natural correspondiente, así como 
también a polímeros de aminoácidos de origen natural y polímeros de aminoácidos de origen no natural. 25 
 
El término "aminoácido" se refiere a aminoácidos de origen natural y no natural, así como a análogos de aminoácidos 
y miméticos de aminoácidos que funcionan de manera similar a los aminoácidos de origen natural. Los aminoácidos 
de origen natural son aquellos codificados según el código genético, así como también los aminoácidos que se 
modifican posteriormente, p. ej., hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Análogos de aminoácidos 30 
se refiere a compuestos que tienen la misma estructura química básica que un aminoácido de origen natural, es decir, 
un carbono que está unido a un hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina, 
norleucina, sulfóxido de metionina, sulfonio metílico de metionina. Dichos análogos tienen grupos R modificados (p. 
ej., norleucina) o cadenas principales de péptidos modificados, pero conservan la misma estructura química básica 
que un aminoácido natural. miméticos de aminoácidos se refieren a compuestos químicos que tienen una estructura 35 
que es diferente a la estructura química general de un aminoácido, pero que funcionan de una manera similar a un 
aminoácido de origen natural. 
 
Los términos "receptor", "individuo", "sujeto", "huésped" y "paciente", se usan indistintamente en esta invención y se 
refieren a cualquier sujeto mamífero para el que se desea un diagnóstico, tratamiento o terapia, particularmente 40 
humanos. "Mamífero" para fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como mamífero, incluidos 
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoológico, deportivos o mascotas, como perros, caballos, 
gatos, vacas, ovejas, cabras, cerdos, etc. En algunas realizaciones, el mamífero es humano. 
 
Los términos "cáncer", "neoplasia" y "tumor" se usan indistintamente en esta invención para referirse a células que 45 
exhiben un crecimiento autónomo y no regulado, de modo que exhiben un fenotipo de crecimiento aberrante 
caracterizado por una pérdida significativa de control sobre la proliferación celular. Las células de interés para 
detección, análisis o tratamiento en la presente solicitud incluyen células precancerosas (por ejemplo, benignas), 
malignas, premetastásicas, metastásicas y no metastásicas. Se conocen cánceres de prácticamente todos los tejidos. 
La frase "carga de cáncer" se refiere a la cantidad de células cancerosas o el volumen de cáncer en un sujeto. Por 50 
consiguiente, reducir la carga de cáncer se refiere a reducir el número de células cancerosas o el volumen de cáncer 
en un sujeto. El término "célula cancerosa", como se usa en esta invención, 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 cánceres, incluidos los tumores sólidos como carcinomas, sarcomas, 
glioblastomas, melanomas, linfomas, mielomas, etc., y cánceres circulantes como las leucemias. 55 
 
Como se usa en esta invención, "cáncer" incluye cualquier forma de cáncer, incluidos, entre otros, cánceres de tumor 
sólido (por ejemplo, pulmón, próstata, mama, vejiga, colon, ovario, páncreas, riñón, hígado, glioblastoma, 
meduloblastoma , leiomiosarcoma, carcinomas de células escamosas de la cabeza y del cuello, melanomas, 
neuroendocrinos; etc.) y cánceres líquidos (p. ej., cánceres hematológicos); carcinomas tumores de tejidos blandos; 60 
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sarcomas; teratomas; melanomas; leucemias; linfomas y cánceres cerebrales, que incluyen enfermedad residual 
mínima, y que incluyen tumores tanto primarios como metastásicos. Cualquier cáncer es un cáncer adecuado para 
ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestión. 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 está tratando expresan PD-L1). 5 
 
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 (cáncer que comienza en las células glandulares 
(secretoras)), por ejemplo, los cánceres de mama, páncreas, pulmón, próstata y colon pueden ser adenocarcinomas; 10 
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 transición; carcinoma de colon; carcinoma nasofaríngeo; carcinoma de células renales 
quístico multilocular; carcinoma de células de avena; carcinoma de pulmón de células grandes; carcinoma de pulmón 
de células pequeñas; carcinoma de pulmón de células no pequeñas; y similares. Los carcinomas se pueden encontrar 15 
en próstata, páncreas, colon, cerebro (generalmente como metástasis secundarias), pulmón, 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; 20 
sarcoma de células claras; tumor desmoplásico de células pequeñas y redondas; dermatofibrosarcoma protuberans; 
tumor del estroma endometrial; sarcoma de Ewing; fibromatosis (desmoide); fibrosarcoma infantil; tumor del estroma 
gastrointestinal; tumor óseo de células gigantes; tumor de células gigantes tenosinoviales; tumor miofibroblástico 
inflamatorio; leiomioma uterino; leiomiosarcoma; lipoblastoma; lipoma típico; lipoma de células fusiformes o pleomorfo; 
lipoma atípico; lipoma condroide; liposarcoma bien diferenciado; liposarcoma mixoide/de células redondas; 25 
liposarcoma pleomórfico; 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; 30 
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 pleomórfico de tejidos blandos; y neoplasias derivadas de fibroblastos, miofibroblastos, histiocitos, células 
vasculares/células endoteliales y células de la vaina nerviosa. 
 35 
Un sarcoma es un tipo raro de cáncer que surge en las células de origen mesenquimatoso, por ejemplo, en los huesos 
o en los tejidos blandos del cuerpo, incluidos los cartílagos, las grasas, los músculos, los vasos sanguíneos, los tejidos 
fibrosos u otros tejidos conectivos o de soporte. Los diferentes tipos de sarcoma se basan en el lugar donde se forma 
el cáncer. Por ejemplo, el osteosarcoma se forma en los huesos, el liposarcoma en las grasas y el rabdomiosarcoma 
en los músculos. Los ejemplos de sarcomas incluyen, entre otros: tumor de Askin; sarcoma botrioides; condrosarcoma; 40 
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 desmoplásico de células pequeñas y redondas; sarcoma epitelioide; 
condrosarcoma extraesquelético; osteosarcoma extraesquelético; fibrosarcoma; tumor estromal gastrointestinal 
(GIST); hemangiopericitoma; hemangiosarcoma (más comúnmente conocido como "angiosarcoma"); sarcoma de 45 
Kaposi; leiomiosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos (MPNST); 
neurofibrosarcoma; sarcoma sinovial; sarcoma pleomórfico 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 50 
ectodermo), que incluyen, por ejemplo, cabello, músculos y huesos. Los teratomas se producen con mayor frecuencia 
en los ovarios en las mujeres, los testículos en los hombres y el coxis en los niños. 
 
El melanoma es una forma de cáncer 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, 55 
como los ojos o los intestinos. 
 
Las leucemias son cánceres que comienzan en el tejido formador de sangre, como la médula ósea, y hacen que se 
produzca un gran número de células sanguíneas anormales que ingresan al torrente sanguíneo. Por ejemplo, las 
leucemias pueden originarse en células derivadas de la médula ósea que normalmente maduran en el torrente 60 
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sanguíneo. Las leucemias reciben su nombre por la rapidez con que se desarrolla y progresa la enfermedad (p. ej., 
aguda versus crónica) y por el tipo de glóbulos blancos afectados (p. ej., mieloides versus linfoides). Las leucemias 
mieloides también se denominan leucemias mielógenas o mieloblásticas. Las leucemias linfoides también se llaman 
leucemia linfoblástica o linfocítica. Las células de leucemia linfoide pueden acumularse en los ganglios linfáticos, que 
pueden inflamarse. Ejemplos de leucemias incluyen, sin limitación: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia 5 
linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide crónica (LMC) y leucemia linfocítica crónica (LLC). 
 
Los linfomas son cánceres que comienzan en las células del sistema inmune. Por ejemplo, los linfomas pueden 
originarse en células derivadas de la médula ósea que normalmente maduran en el sistema linfático. Hay dos 
categorías básicas de linfomas. Un tipo es el linfoma de Hodgkin (LH), que se caracteriza por la presencia de un tipo 10 
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 clásico (LHC), LHC de celularidad mixta, LHC de 
agotamiento de linfocitos, LHC rico en linfocitos y LH predominante de linfocitos nodulares. 
 
La otra categoría de linfoma es el linfoma no Hodgkin (LNH), que incluye un grupo grande y diverso de cánceres de 15 
células del sistema inmune. Los linfomas no Hodgkin se pueden dividir en cánceres que tienen un curso indolente 
(crecimiento lento) y aquellos que tienen un curso agresivo (crecimiento rápido). 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 anaplásico de células grandes, linfoma angioinmunoblástico, linfoma de células NK blásticas, linfoma de Burkitt, 
linfoma tipo Burkitt (linfoma de células pequeñas no escindidas), leucemia linfocítica crónica/linfoma linfocítico pequeño, 20 
linfoma de células T cutáneas, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de células T de tipo enteropatía, linfoma 
folicular, linfomas hepatoesplénicos de células T gamma-delta, leucemias de células T; linfoma linfoblástico; linfoma 
de células del manto; linfoma de zona marginal; linfoma de células T nasales; linfoma pediátrico; 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. 25 
 
Los cánceres cerebrales incluyen cualquier cáncer de los tejidos del cerebro. Los ejemplos de cánceres cerebrales 
incluyen, entre otros: gliomas (p. ej., glioblastomas, astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y similares), 
meningiomas, adenomas pituitarios, schwannomas vestibulares, tumores neuroectodérmicos primitivos 
(meduloblastomas), etc. 30 
 
La "patología" del cáncer incluye todos los fenómenos que comprometen el bienestar del paciente. Esto incluye, sin 
limitación, crecimiento celular anormal o incontrolable, metástasis, interferencia con el funcionamiento normal de las 
células vecinas, liberación de citocinas u otros productos secretores a niveles anormales, supresión o agravamiento 
de la respuesta inflamatoria o inmunológica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasión de tejidos u órganos 35 
circundantes o distantes, como los ganglios linfáticos, etc. 
 
Como se usa en esta invención, los términos "recurrencia del cáncer" y "recurrencia tumoral", y variantes gramaticales 
de los mismos, se refieren al crecimiento adicional de células neoplásicas o cancerosas después del diagnóstico de 
cáncer. Particularmente, puede producirse recurrencia cuando se produce un mayor crecimiento de células cancerosas 40 
en el tejido canceroso. La "diseminación tumoral", de manera similar, se produce cuando las células de un tumor se 
diseminan en tejidos y órganos locales o distantes; por lo tanto, la diseminación tumoral abarca la metástasis tumoral. 
La "invasión tumoral" se produce cuando el crecimiento tumoral se disemina localmente para comprometer la función 
de los tejidos involucrados al comprimir, destruir o impedir la función normal de los órganos. 
 45 
Como se usa en esta invención, el término "metástasis" se refiere al crecimiento de un tumor canceroso en un órgano 
o parte del cuerpo, que no está directamente conectado al órgano del tumor canceroso original. Se entenderá que 
metástasis incluye micrometástasis, que es la presencia de una cantidad indetectable de células cancerosas en un 
órgano o parte del cuerpo que no está directamente conectada al órgano del tumor canceroso original. La metástasis 
también se puede definir como varias etapas de un procedimiento, como la salida de las células cancerosas del sitio 50 
original del tumor y la migración. y/o invasión de células cancerosas a otras partes del cuerpo. 
 
El término "muestra" en relación con el paciente abarca muestras de sangre y otras muestras líquidas de origen 
biológico, muestras de tejido sólido tales como un espécimen de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas de 
los mismos y la progenie de las mismas. La definición también incluye muestras que han sido manipuladas de alguna 55 
manera después de su adquisición, como por ejemplo con tratamiento con reactivos; lavado; o enriquecimiento para 
ciertas poblaciones celulares, como las células cancerosas. La definición también incluye muestras que se han 
enriquecido para tipos particulares de moléculas, por ejemplo, ácidos nucleicos, polipéptidos, etc. El término "muestra 
biológica" abarca una muestra clínica, y también incluye tejido obtenido por resección quirúrgica, tejido obtenido por 
biopsia, células en cultivo, sobrenadantes celulares, lisados celulares, muestras de tejido, órganos, médula ósea, 60 
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sangre, plasma, suero y similares. Una "muestra biológica" incluye una muestra obtenida de la célula cancerosa de 
un paciente, por ejemplo, una muestra que comprende polinucleótidos y/o polipéptidos que se obtienen de la célula 
cancerosa de un paciente (por ejemplo, un lisado celular u otro extracto celular que comprende polinucleótidos y/o 
polipéptidos); y una muestra que comprende células cancerosas de un paciente. Una muestra biológica que 
comprende una célula cancerosa de un paciente también puede incluir células no cancerosas. 5 
 
El término "diagnóstico" se usa en esta invención para referirse a la identificación de un estado, enfermedad o afección 
molecular o patológica, tal como la identificación de un subtipo molecular de cáncer de mama, cáncer de próstata u 
otro tipo de cáncer. 
 10 
El término "pronóstico" se usa en esta invención para referirse a la predicción de la probabilidad de progresión de la 
enfermedad (por ejemplo, muerte o progresión atribuible al cáncer), incluida la recurrencia, la diseminación 
metastásica del cáncer y la resistencia a fármacos. El término "predicción" se usa en esta invención para referirse al 
acto de predecir o estimar, basado en la observación, la experiencia o el razonamiento científico. En un ejemplo, un 
médico puede predecir la probabilidad de que un paciente sobreviva, después de la extirpación quirúrgica de un tumor 15 
primario y/o quimioterapia por un cierto período de tiempo sin recurrencia del cáncer. 
 
Los términos "unión específica", "se une específicamente" y similares, se refieren a la unión preferencial no covalente 
o covalente a una molécula en relación con otras moléculas o fracciones en una solución o mezcla de reacción (por 
ejemplo, un anticuerpo se une específicamente a un polipéptido o epítopo particular en relación con otros polipéptidos 20 
disponibles). En algunas realizaciones, la afinidad de una molécula por otra molécula a la que se une específicamente 
se caracteriza por una Kd (constante de disociación) de 10-5 M o menos (por ejemplo, 10-6 M o menos, 10-7 M o menos, 
10-8 M o menos, 10-9 M o menos, 10-1° M o menos, 10-11 M o menos, 10-12 M o menos, 10-13 M o menos, 10-14 M o 
menos, 10-15 M o menos, o 10-16 M o menos). "Afinidad" se refiere a la fortaleza de unión: una afinidad de unión 
aumentada se correlaciona con una Kd menor. 25 
 
El término "miembro de unión específico" como se usa en esta invención se refiere a un miembro de un par de unión 
específico (es decir, dos moléculas, generalmente dos moléculas diferentes, donde una de las moléculas, por ejemplo, 
un primer miembro de unión específico, a través de medios no covalentes se une específicamente a la otra molécula, 
por ejemplo, un segundo miembro de unión específico). 30 
 
Los términos “co-administración”, “co-administrar” y “en combinación con” incluye la administración de dos o más 
agentes terapéuticos ya sea simultáneamente, al mismo tiempo o de manera secuencial dentro de límites de tiempo 
no específicos. En una realización, los agentes están presentes en la célula o en el cuerpo del sujeto al mismo tiempo 
o ejercen su efecto biológico o terapéutico al mismo tiempo. En una realización, los agentes terapéuticos están en la 35 
misma composición o forma de dosificación unitaria. En otra realización, los agentes terapéuticos están en 
composiciones separadas o formas de dosificación 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), simultáneamente a, o después de (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 40 
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 administración de un agente 
terapéutico adicional a un sujeto con necesidad del mismo. 
 
Por ejemplo, la "administración concomitante" de un fármaco terapéutico contra el cáncer, un fármaco terapéutico para 45 
tratar una infección o un anticuerpo dirigido contra un tumor, con una composición farmacéutica de la presente 
descripción significa la administración con el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en tal momento que ambos el 
fármaco/anticuerpo y la composición de la presente descripción tendrán un efecto terapéutico. Dicha administración 
concomitante puede implicar la administración concurrente (es decir, al mismo tiempo), previa o posterior 
administración del fármaco/anticuerpo en relación con la administración de un compuesto de la descripción. Una 50 
persona de habilidad ordinaria en la materia no tendría dificultades para determinar el momento apropiado, la 
secuencia y las dosis de administración para fármacos y composiciones particulares de la presente descripción. 
 
En algunas realizaciones, el tratamiento se logra mediante la administración de una combinación de un polipéptido 
mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción con otro agente (por ejemplo, un estimulante inmune, un agente para 55 
tratar infecciones crónicas, un agente citotóxico, etc.) Una clase ejemplar de agentes citotóxicos 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, granisetrón, hidroxiurea, idarubicina, 60 
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ifosfamida, interferón alfa, irinotecan, lansoprazol, levamisol, leucovorin, megestrol, mesna, metotrexato, 
metoclopramina, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, omeprazol, ondansetron, paclitaxel (Taxol™), pilocarpina, 
procloroperazina, rituximab, saproina, tamoxifen, taxol, clorhidrato de topotecán, trastuzumab, vinblastina, vincristina 
y tartrato de vinorelbina. 
 5 
Otras terapias combinadas incluyen la administración con anticuerpos específicos de células, por ejemplo, anticuerpos 
selectivos para marcadores de células tumorales, radiación, cirugía, y/o privación 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 descripción. Varios anticuerpos están actualmente en uso clínico para el tratamiento del cáncer, 
y otros se encuentran en diferentes etapas de desarrollo clínico. Por ejemplo, hay varios antígenos y anticuerpos 10 
monoclonales correspondientes para el tratamiento de tumores malignos de células B. Un antígeno diana es CD20. 
Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico no conjugado dirigido al antígeno CD20. CD20 tiene un papel 
funcional importante en la activación, proliferación y diferenciación de células B. El antígeno CD52 es una diana para 
el anticuerpo monoclonal alemtuzumab, que es indicado para el tratamiento de la leucemia linfocítica crónica. CD22 
es una diana para varios anticuerpos, y recientemente ha demostrado eficacia combinada con toxina en la leucemia 15 
de células pilosas resistente a la quimioterapia. Dos nuevos anticuerpos monoclonales dirigidos a CD20, tositumomab 
e ibritumomab, se han presentado a la Administración de Alimentos y Fármacos (FDA). Estos anticuerpos están 
conjugados con radioisótopos. Alemtuzumab (Campath) se usa en el tratamiento de la leucemia linfocítica crónica; 
Gemtuzumab (Mylotarg) encuentra uso en el tratamiento de la leucemia mielógena aguda; Ibritumomab (Zevalin) 
encuentra uso en el tratamiento del linfoma no Hodgkin; Panitumumab (Vectibix) encuentra uso en el tratamiento del 20 
cáncer de colon. 
 
Los anticuerpos monoclonales, incluidas las variantes humanizadas y quiméricas, útiles en los procedimientos de 
descripción que se han usado en tumores sólidos incluyen, sin limitación, edrecolomab y trastuzumab (herceptin). 
Edrecolomab se dirige al antígeno 17-1A que se ve en el cáncer de colon y recto, y ha sido aprobado para su uso en 25 
Europa para estas indicaciones. Trastuzumab se dirige al antígeno HER-2/neu. Este antígeno se observa en del 25 % 
al 35 % de los cánceres de mama. Cetuximab (Erbitux) también es de interés para su uso en los procedimientos de la 
descripción. El anticuerpo se une al receptor de EGF (EGFR) y se ha utilizado en el tratamiento de tumores sólidos 
que incluyen cáncer de colon y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (SCCHN). 
 30 
Como tal, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión se co-administra con un agente 
(por ejemplo, un anticuerpo) que se une específicamente a un antígeno 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 
unión específica a un marcador de células cancerosas (y, por lo tanto, se pueden usar en una terapia de combinación 35 
(co-administrada con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión) 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). 
 40 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión se co-administra con una célula T con un 
receptor de células T diseñado (TCR) (dicha célula también se denomina en esta invención "célula T diseñada por 
TCR"). Ejemplos adecuados no limitantes de una célula T diseñada por TCR son: (i) una célula T que incluye un 
receptor de antígeno quimérico (CAR); y (ii) una célula T que incluye un TCR heterólogo que se une a un antígeno tal 
como un antígeno de cáncer. (Células T diseñadas por TCR se describen con más detalle a continuación en la sección 45 
sobre la introducción de ácidos nucleicos). 
 
Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 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 50 
PD-1 de alta afinidad en cuestión se co-administra con un inhibidor de BTLA y/o CD160. En algunos casos, un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión se co-administra con un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1. 
 
Como se usa en esta invención, la frase "supervivencia libre de enfermedad" se refiere a la falta de recurrencia tumoral 
y/o propagación y el destino de un paciente después del diagnóstico, en relación con los efectos del cáncer en la vida 55 
del paciente. La frase "supervivencia general" se refiere al destino del paciente después del diagnóstico, a pesar de la 
posibilidad de que la causa de la muerte en un paciente no se deba directamente a los efectos del cáncer. Las frases, 
"probabilidad de supervivencia libre de enfermedad", "riesgo de recurrencia" y variantes de las mismas, se refieren a 
la probabilidad de recurrencia o diseminación tumoral en un paciente posterior al diagnóstico de cáncer, donde la 
probabilidad se determina según el procedimiento de la descripción. 60 
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Como se usa en esta invención, el término "se correlaciona" o "se correlaciona con" y términos similares, se refiere a 
una asociación estadística entre instancias de dos eventos, donde los eventos incluyen números, conjuntos de datos 
y similares. Por ejemplo, cuando los eventos involucran números, una correlación positiva (también denominada en 
esta invención como "correlación directa") significa que a medida que uno aumenta, el otro también aumenta. Una 5 
correlación negativa (también denominada en esta invención como "correlación inversa") significa que a medida que 
uno aumenta, el otro disminuye. 
 
"Unidad de dosificación" se refiere a unidades físicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el 
individuo particular a tratar. Cada unidad puede contener una cantidad predeterminada de compuesto(s) activo(s) 10 
calculada para producir el(los) efecto(s) terapéutico(s) deseado(s) en asociación con el vehículo farmacéutico 
requerido. La especificación para las formas unitarias de dosificación puede estar dictada por (a) las características 
únicas 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). 
 15 
"Excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un excipiente que es útil en la preparación de una composición 
farmacéutica que generalmente es segura, no tóxica y deseable, e incluye excipientes que son aceptables para uso 
veterinario, así como para uso farmacéutico humano. Dichos excipientes pueden ser sólidos, líquidos, semisólidos o, 
en el caso de una composición en aerosol, gaseosos. 
 20 
Los términos "farmacéuticamente aceptable", "fisiológicamente tolerable" y las variaciones gramaticales de los mismos, 
ya que se refieren a composiciones, vehículos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y representan que los 
materiales son capaces de administrarse a un ser humano sin producir efectos fisiológicos indeseables en un grado 
que prohibiría la administración de la composición. 
 25 
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 invención, se refiere a una célula que es una diana para destrucción 
por el sistema inmune después de la administración de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. En 30 
algunos casos, la célula diana expresa una proteína PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2). Un polipéptido mimético 
PD-1 de alta afinidad en cuestión puede unirse a una célula diana en virtud de la unión a la proteína 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 cuestión, al inhibir la interacción entre la célula que expresa 
PD-L1 y la célula que expresa PD-1, facilita la señalización de PD-1 disminuida en la célula que expresa PD-1. 35 
 
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 administración de un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión conduce a la estimulación del sistema inmune, lo que conduce 
a la destrucción de la célula diana. 40 
 
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 invención para referirse a un sujeto con síntomas, una enfermedad, o una 
enfermedad que puede tratarse con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Un individuo "infligido" puede tener 
cáncer, puede albergar una infección (por ejemplo, una infección crónica), puede tener un trastorno inmunológico (por 45 
ejemplo, un trastorno asociado con la inmunosupresión), 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 síntomas, 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 indicación de que una enfermedad o dolencia se puede tratar con un 50 
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. ej., células cancerosas) no expresa PD-L1, pero la enfermedad (p. ej., cáncer) aún 
puede tratarse utilizando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. 
 55 
Los términos "tratamiento", "tratar", “tratando” y similares son usados en esta invención para referirse generalmente a 
obtener un efecto farmacológico y/o fisiológico deseado. El efecto puede ser profiláctico en términos de impedir total 
o parcialmente una enfermedad o síntoma(s) de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una estabilización 
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 mamífero, particularmente un ser humano, e 60 
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incluye: (a) impedir la enfermedad y/o síntoma(s) de ocurrir en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad 
o síntoma pero que aún no ha sido diagnosticado como que lo tiene (b) inhibir la enfermedad y/o síntoma(s), es decir, 
detener su desarrollo; o (c) aliviar el(los) síntoma(s) de la enfermedad, es decir, causar la regresión de la enfermedad. 
y/o síntoma(s) Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya están infligidos (por ejemplo, aquellos con 
cáncer, aquellos con una infección, aquellos con un trastorno inmune, etc.), así como aquellos en los que se desea 5 
prevención (por ejemplo, aquellos con mayor susceptibilidad al cáncer, aquellos con una mayor probabilidad de 
infección, aquellos sospechosos de tener cáncer, aquellos sospechosos de albergar una infección, etc.). 
 
Un tratamiento terapéutico es aquel en el que el sujeto está infligido antes de la administración y un tratamiento 
profiláctico es uno en el que el sujeto no está infligido antes de la administración. En algunas realizaciones, el sujeto 10 
tiene una mayor probabilidad de estar infligido o se sospecha que está infligido antes del tratamiento. En algunas 
realizaciones, el sujeto tiene una mayor probabilidad de estar infligido o se sospecha que está infligido antes del 
tratamiento. 
 
La palabra “etiqueta”, cuando se utiliza en esta invención, hace referencias a una composición o compuesto detectable 15 
que está conjugado en forma directa o indirecta a un polipéptido mimético PD-1 en cuestión. La etiqueta se puede 
detectar por sí misma (por ejemplo, etiquetas de radioisótopo o etiquetas fluorescentes) o en el caso de una etiqueta 
enzimática, puede catalizar la alteración química de un compuesto o composición de sustrato que se puede detectar. 
 
Por "fase sólida" se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir un polipéptido mimético PD-1 de alta 20 
afinidad de la presente descripción. Ejemplos de fases sólidas incluidas en esta invención incluyen las formadas parcial 
o totalmente de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacáridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, 
poliestireno, alcohol polivinílico y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sólida puede 
comprender el pocillo de una placa de ensayo; en otras es una columna de purificación (por ejemplo, una columna de 
cromatografía de afinidad). Este término también incluye una fase sólida discontinua de partículas discretas. 25 
 
El término "anticuerpo" se usa en el sentido más amplio y cubre específicamente anticuerpos monoclonales (incluidos 
anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecíficos (por ejemplo, 
anticuerpos biespecíficos) y fragmentos de anticuerpos siempre que exhiban la actividad biológica deseada. 
“Anticuerpos” (Abs) e “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteínas que tienen las mismas características estructurales. 30 
Mientras que los anticuerpos exhiben especificidad de unión a un antígeno específico, las inmunoglobulinas incluyen 
ambos anticuerpos y otras moléculas similares a anticuerpos que carecen de especificidad de antígeno. Los 
polipéptidos del último tipo pueden, por ejemplo, producirse a bajos niveles por el sistema linfático y a mayores niveles 
por los mielomas. 
 35 
"Fragmento de anticuerpo" y todas las variantes gramaticales del mismo, como se usa en esta invención, se definen 
como una porción de un anticuerpo intacto que comprende el sitio de unión al antígeno o la región variable del 
anticuerpo intacto, donde la porción está libre de los dominios constantes de la cadena pesada (es decir, CH2 , CH3 
y CH4, dependiendo del isotipo del anticuerpo) de la región Fc del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de 
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2 y Fv; diacuerpos; cualquier fragmento de anticuerpo que 40 
sea un polipéptido que tenga una estructura primaria que consista en una secuencia ininterrumpida de residuos de 
aminoácidos contiguos (denominado en esta invención "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 fracción de cadena pesada asociada; (3) polipéptidos de cadena sencilla 45 
que contienen solo una región variable de cadena pesada, o un fragmento de la misma que contiene las tres CDR de 
la región variable de la cadena pesada, sin una fracción de cadena ligera asociada y (4) nanocuerpos que comprenden 
dominios de Ig sencillos de especies no humanas u otros módulos de unión a dominio sencillo específico; y estructuras 
multiespecíficas o multivalentes formadas a partir de fragmentos de anticuerpos. En un fragmento de anticuerpo que 
comprende una o más cadenas pesadas, la(s) cadena(s) pesada(s) puede(n) contener cualquier secuencia de dominio 50 
constante (por ejemplo, CH1 en el isotipo IgG) encontrada en una región no Fc de un anticuerpo intacto, y/o puede 
contener cualquier secuencia de región bisagra encontrada en un anticuerpo intacto, y/o puede contener una 
secuencia de cremallera de leucina fusionada o situada en la secuencia de la región bisagra o la secuencia de dominio 
constante de la(s) cadena(s) pesada(s). 
 55 
"Anticuerpos e inmunoglobulinas nativas" son generalmente glucoproteínas heterotetraméricas de aproximadamente 
150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena 
ligera está enlazada a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, mientras que la cantidad de enlaces 
disulfuro varía 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 60 
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extremo un dominio variable (VH) 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 está alineado 
con el primer dominio constante de la cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera está alineado con el 
dominio variable de la cadena pesada. Se cree que los residuos de aminoácidos 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. 5 
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 unión y especificidad de cada anticuerpo particular 
para su antígeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye de manera uniforme en los dominios variables 10 
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 configuración de 
lámina beta, conectada por tres CDR, que forman lazos que conectan y, en algunos casos, forman parte de la 15 
estructura de lámina beta. Las CDR en cada cadena se mantienen juntas y próximas mediante las regiones FR y, con 
las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formación del sitio de unión al antígeno de anticuerpos (ver Kabat y col., 
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edición, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991)). 
Los dominios constantes no están implicados directamente en la unión de un anticuerpo a un antígeno, pero exhiben 
varias funciones efectoras, tal como la participación del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo. 20 
 
La digestión de anticuerpos con papaína produce dos fragmentos de unión a antígeno idénticos, llamados fragmentos 
"Fab", cada uno con un único sitio de unión a antígeno, y un fragmento "Fc" residual, cuyo nombre refleja su capacidad 
de cristalizar fácilmente. El tratamiento con pepsina proporciona un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de 
combinación a antígenos y aun así es capaz de reticular el antígeno. 25 
 
"Fv" es el fragmento de anticuerpo mínimo que contiene un sitio de unión y reconocimiento del antígeno completo. En 
una especie Fv de cadena doble, esta región consiste en un dímero de un dominio variable de cadena pesada y uno 
de cadena ligera en una asociación 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 peptídico flexible de modo 30 
que las cadenas ligera y pesada puedan asociarse en una estructura "dimérica" análoga a aquella en una especie Fv 
de cadena doble. En esta configuración, las tres CDR de cada dominio variable interactúan para definir un sitio de 
unión a antígeno en la superficie del dímero VH-VL. En conjunto, las seis CDR confieren al anticuerpo especificidad 
de unión al antígeno. Sin embargo, incluso un dominio variable simple (o la mitad de un Fv que comprende solo tres 
CDR específicas para un antígeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a un antígeno, aunque con una afinidad 35 
menor que todo el sitio de unión. Para acceder a una revisión de scFv, ver Pluckthun in The Pharmacology of 
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, págs. 269-315 (1994). 
 
El fragmento Fab contiene además 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 adición de unos pocos residuos 40 
en el extremo carboxilo del dominio CH1 de la cadena pesada que incluyen una o más cisteínas de la región bisagra 
del anticuerpo. Fab’-SH es la designación que se utiliza en la presente para el Fab’ en que el o los residuos de cisteína 
de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')2 se produjeron originalmente 
como pares de fragmentos Fab' que tenían cisteínas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos 
químicos de fragmentos de anticuerpos. 45 
 
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, IgG2, IgG3, IgG4, 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 50 
muy conocidas. Las variantes diseñadas 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 
terminología. 
 
A menos que se indique específicamente lo contrario, el término "conjugado" como se describe y reivindica en esta 55 
invención se define como una molécula heterogénea formada por la unión covalente de uno o más fragmentos de 
anticuerpos a una o más moléculas de polímeros, donde la molécula heterogénea es soluble en agua, es decir, soluble 
en fluidos fisiológicos como sangre, y donde la molécula heterogénea está libre de cualquier agregado estructurado. 
Un conjugado de interés es PEG. En el contexto de la definición anterior, el término "agregado estructurado" se refiere 
a (1) cualquier agregado de moléculas en solución acuosa que tenga una estructura esferoide o de concha esferoide, 60 
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de modo que la molécula heterogénea no esté en una micela u otra estructura de emulsión, y no esté anclada a una 
bicapa lipídica, vesícula o liposoma; y (2) cualquier agregado de moléculas en forma sólida o insolubilizada, como una 
matriz de perlas para cromatografía, que no libera la molécula heterogénea en solución al entrar en contacto con una 
fase acuosa. Por consiguiente, el término "conjugado" como se define en esta invención abarca la molécula 
heterogénea mencionada anteriormente en un precipitado, sedimento, matriz bioerosionable u otro sólido capaz de 5 
liberar la molécula heterogénea en solución acuosa tras la hidratación del sólido. 
 
Como se usa en esta descripción, el término "epítopo" significa cualquier determinante antigénico en un antígeno al 
que se une el paratopo de un anticuerpo. Los determinantes epitópicos generalmente consisten en agrupaciones 
superficiales químicamente activas de moléculas, tales como aminoácidos o cadenas laterales de azúcar, y 10 
generalmente tienen características estructurales tridimensionales específicas, así como características de carga 
específicas. 
 
Composiciones 
 15 
Se proporcionan polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y análogos 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 
proteína PD-1 humana natural. En algunas realizaciones, la presente descripción 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 aminoácido relativo a la secuencia de PD-1 20 
natural, y donde el cambio de aminoácido aumenta la afinidad del polipéptido mimético PD-1 para unirse a PD-L1 (p. 
ej., disminuyendo la tasa de desactivación en al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 50 veces, al menos 
100 veces, al menos 500 veces o más). 
 
Debe entenderse que cuando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión carece de un dominio 25 
transmembrana PD-1, algunos aminoácidos de un dominio transmembrana (p. ej., un dominio transmembrana PD-1) 
aún pueden estar presentes (p. ej., algunos aminoácidos de la transmembrana pueden retenerse, siempre que la 
proteína conserve la función deseada). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 
es soluble. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión carece de un dominio 
transmembrana PD-1, pero incluye un dominio transmembrana heterólogo (es decir, un dominio transmembrana forma 30 
una proteína distinta de PD-1). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye 
un dominio transmembrana (por ejemplo, un dominio transmembrana heterólogo, un dominio transmembrana PD-1, 
etc.) e incluye un enlazador escindible entre la porción de ectodominio y el dominio transmembrana. 
 
Polipéptidos 35 
 
Un "polipéptido mimético PD-1" como se usa en esta invención se refiere a un polipéptido que tiene la porción de una 
proteína 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 proteína PD-1 natural). Por lo tanto, a diferencia de un polipéptido PD-1 existente de forma natural, un 40 
polipéptido mimético PD-1 en cuestión no está permanentemente atado a una membrana celular por medio de un 
dominio transmembrana. En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 en cuestión es soluble. Un dominio 
extracelular de proteína que normalmente está atado a la membrana plasmática 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 porción (o una porción derivada) del ectodominio 45 
de un polipéptido PD-1. 
 
Una proteína PD-1 natural tiene un dominio transmembrana, se expresa en la superficie celular y se une 
específicamente 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 específicamente a PD-L1 y/o PD-L2, 50 
expresada en la superficie de una segunda célula. Una proteína 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 proteína PD-1 (por ejemplo, 
una proteína PD-1 natural). Las proteínas PD-1 de ejemplo incluyen aquellas de cualquier especie, por ejemplo, una 
proteína PD-1 de mamífero, una proteína PD-1 de roedor, una proteína PD-1 de primate, una proteína PD-1 de rata, 
una proteína PD-1 de ratón, una proteína PD-1 de cerdo, una proteína PD-1 de vaca, una proteína PD-1 de oveja, una 55 
proteína PD-1 de conejo, una proteína PD-1 de perro, una proteína PD-1 humana, etc. Diversas secuencias de 
polipéptidos PD-1 naturales (p. ej., caninos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos, de roedores, de ratón, de rata, felinos, 
de primates, monos, simios, chimpancés y similares) se pueden encontrar fácilmente y están fácilmente disponibles 
para un experto en la materia. Por ejemplo, la proteína PD-1 humana (expuesta como SEQ ID NO: 1) es: 
 60 
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PD-1 humana natural 
 
(también conocido como "muerte celular programada 1", PDCD1, CD279, PD1, SLEB2, hPD-1, hPD-I y hSLE1) 
 

 5 
 

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

 
Una proteína PD-L es un ligando unido a membrana a PD-1. Hay dos proteínas PD-L humanas a las que se hace 10 
referencia en la materia como PD-L1 y PD-L2. Las proteínas PD-L de ejemplo incluyen aquellas de cualquier especie, 
por ejemplo, una proteína PD-L de mamífero, una proteína PD-L de roedor, una proteína PD-L de primate, una proteína 
PD-L de rata, una proteína PD-L de ratón, una proteína PD-L de cerdo, una proteína PD-L de vaca, una proteína PD-
L de oveja, una proteína PD-L de conejo, una proteína PD-L de perro, una proteína PD-L humana, etc. Diversas 
secuencias de polipéptidos PD-L naturales (p. ej., caninos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos, de roedores, de ratón, 15 
de rata, felinos, de primates, monos, simios, chimpancés y similares) se pueden encontrar fácilmente y están 
fácilmente disponibles para un experto en la materia. Por ejemplo, las proteínas PD-L1 PD-L2 humanas (expuestas 
como SEQ ID NO: 36-38, respectivamente) son: 
 
PD-L1 humana natural 20 
 
(también conocida como "muerte celular programada 1 ligando 1", PDCD1LG1, CD274, B7-H, B7H1, PDL1, PD-L1, 
PDCD1L1) 
 

(Isoforma a) 25 
 

 
 

(Isoforma b) 
 30 

 
 
PD-L2 humana natural 
 
(también conocida como "muerte celular programada 1 ligando 2", PDCD1 LG2, CD273, B7DC, Btdc, PDL2, PDCD1 35 
L2, bA574F11.2) 
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El dominio transmembrana de una PD-1 natural es fácilmente identificable. Como ejemplo ilustrativo, se ejecutaron 
tres programas de predicción de dominio diferentes en la proteína PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1, 
y se determinaron las siguientes regiones de aminoácidos superpuestas para definir un dominio transmembrana: 168-5 
191, 167 -189 y 169-191. Por lo tanto, un dominio transmembrana está presente en los aminoácidos 167-191 (por 
ejemplo, 168-191, 167-189, y/o 169-191) de la proteína PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, 
en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 carece de los aminoácidos 167-191, 168-191, 167-189, y/o 169-191 
de la proteína PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1, o la región correspondiente de otra proteína PD-1 
natural. Las secuencias de varios polipéptidos PD-1 natural adicionales (p. ej., caninos, bovinos, ovinos, equinos, 10 
porcinos, de roedores, de ratones, de ratas, felinos, de primates, de monos, de simios, de chimpancés y similares) se 
pueden encontrar fácilmente y están fácilmente disponibles para un experto en la materia. 
 
Un polipéptido mimético PD-1 adecuado se une específicamente 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 interacción 15 
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 cuestión puede considerarse un receptor señuelo diseñado para PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-
L2). Al reducir la interacción entre PD-L y PD-1, un polipéptido mimético PD-1 en cuestión puede disminuir las señales 
inhibidoras inmunes producidas por la interacción PD-L/PD-1 y, por lo tanto, puede aumentar la respuesta inmune (por 
ejemplo, al aumentar la activación de las células T). 20 
 
Un polipéptido mimético PD-1 adecuado comprende la porción 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 señal y el dominio 
transmembrana, o un fragmento del mismo que retiene la actividad de unión. Por lo tanto, un polipéptido mimético PD-
1 en cuestión puede comprender un dominio de inmunoglobulina, o una porción del mismo (como se describe a 25 
continuación) que es suficiente para unir PD-L1 con una afinidad reconocible. Un polipéptido mimético PD-1 en 
cuestión (p. ej., un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) puede comprender porciones de una proteína PD-1 
natural que no sea el dominio de inmunoglobulina, incluidos, por ejemplo, aminoácidos contiguos de cualquiera de las 
secuencias expuestas en SEQ ID NO: 2 y 27-34 (o las secuencias correspondientes de cualquier otra proteína PD-1, 
por ejemplo, cualquier otra proteína PD-1 de mamífero). 30 
 
En algunos casos, la porción 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 fácilmente identificado por un experto en la materia. 
Por ejemplo, una exploración de la secuencia PD-1 humana natural expuesta en SEQ ID NO: 1 revela que la región 
de los aminoácidos 35-146 contiene un dominio de inmunoglobulina (Tabla 1). Un polipéptido mimético PD-1 (por 35 
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 además uno o más aminoácidos de PD-1 fuera del dominio de inmunoglobulina; y 
puede comprender secuencias de aminoácidos distintas de PD-1, que incluyen, sin limitación, secuencias de la región 
Fc de inmunoglobulina. 
 40 
Tabla 1 Dominios de inmunoglobulina de PD-1 humana natural identificados por diversos softwares de análisis de 
secuencia.  

Aminoácidos 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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Aminoácidos 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 aminoácidos que tiene una identidad de 
secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o 
más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, a 
la región correspondiente de un polipéptido PD-1 natural) (por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamífero; la 5 
proteína PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1, y similares). 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de 
secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más , 99,2 % o más, 99,5 % 
o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a un dominio de inmunoglobulina de un 10 
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. ej., 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 fácilmente y están fácilmente disponibles para un experto en la materia. 15 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de 
secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o 
más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a una región que contiene un dominio de 
inmunoglobulina de la secuencia de aminoácidos PD-1 humanos expuesta en SEQ ID NO: 1; o la región 20 
correspondiente a otra proteína PD-1 natural (p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero). En algunos casos, un 
polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o 
más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más, 
99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a aminoácidos 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 25 
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 
aminoácidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la región correspondiente a otra 
proteína PD-1 natural (p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-
1 incluye los aminoácidos 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 proteína PD-1 humana natural (secuencia de aminoácidos) expuesta en SEQ ID NO: 30 
1; o la región correspondiente de otra proteína PD-1 natural (por ejemplo, otra proteína PD-1 natural de mamífero). 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de 
secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o 
más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoácidos del polipéptido 35 
mimético PD-1 natural expuesta en SEQ ID NO: 2 (es decir, el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 
2); o la región correspondiente a otra proteína PD-1 natural (p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero). El 
polipéptido expuesto en SEQ ID NO: 2 es un fragmento de proteína (aminoácidos 26-147) de la proteína PD-1 humana 
natural (SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoácidos 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 40 
secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 2 (es decir, los aminoácidos 26-147 de la secuencia de la proteína 
PD-1 humana expuesta en SEQ ID NO: 1) (es decir, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye el 
fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2); o la región correspondiente de otra proteína PD-1 natural, 
por ejemplo, otra proteína PD-1 natural de mamífero. 
 45 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de 
secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más , 99,2 % o más, 99,5 % 
o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoácidos expuesta en 
cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, 85 % o más, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % 
o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia para cualquiera de SEQ ID 50 
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 aminoácidos 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 invención se hace referencia a un polipéptido mimético PD-1 que no tiene mutaciones en relación con la región 55 
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correspondiente de una proteína PD-1 natural (es decir, donde el polipéptido mimético PD-1 es un fragmento de una 
proteína 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". 
 5 
Polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Un "polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad" es un polipéptido mimético 
PD-1 (como se definió anteriormente, y por lo tanto carece de un dominio transmembrana de una proteína PD-1 natural) 
que tiene una mutación de aminoácidos (es decir, un cambio de aminoácido) en relación con una proteína PD-1 natural, 
(por ejemplo, en relación con la región correspondiente de una proteína PD-1 natural, en relación con el ectodominio 
de una proteína PD-1 natural, en relación con el dominio de inmunoglobulina de una proteína PD-1 natural, en relación 10 
con un polipéptido mimético PD-1 nativo, etc.), donde la mutación de aminoácidos 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 proteína PD-1 natural (y/o el polipéptido mimético PD-1 nativo correspondiente) para PD-L1. Por 
ejemplo, la mutación de aminoácidos puede aumentar la afinidad al disminuir la tasa de desactivación en al menos 10 
veces, al menos 20 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces o más. 15 
 
Según la presente descripción, las mutaciones (es decir, cambios) de aminoácidos incluyen cualquier modificación de 
aminoácidos producida de forma natural o artificial conocida o descubierta posteriormente en el campo. En algunas 
realizaciones, los cambios de aminoácidos incluyen, por ejemplo, sustitución, deleción, adición, inserción, etc. de uno 
o más aminoácidos. En algunas realizaciones, los cambios de aminoácidos incluyen reemplazar un aminoácido 20 
existente con otro aminoácido. En realizaciones relacionadas, los cambios de aminoácidos incluyen reemplazar uno o 
más aminoácidos existentes con aminoácidos no naturales, o insertar uno o más aminoácidos no naturales. Los 
cambios de aminoácidos pueden realizarse en 1 o más (por ejemplo, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 
o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o 
más, 19 o más, 20 o más, etc.) residuos de aminoácidos en relación con una secuencia natural. El uno o más cambios 25 
de aminoácidos pueden conferir varias propiedades al polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, por ejemplo, 
afectando la estabilidad, la actividad de unión y/o especificidad, etc. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 30 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con 
un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, en relación con la región correspondiente de un polipéptido PD-1 natural) 
(por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamífero; la proteína PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1, 
y similares). 
 35 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con el 
dominio de inmunoglobulina de un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, aminoácidos 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 aminoácidos del polipéptido 40 
PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la región correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., otra 
proteína PD-1 natural de mamífero). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un 
cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o 
más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 
cambios de aminoácidos) en relación con el ectodominio de un polipéptido PD-1 natural. 45 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con la 
secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un "polipéptido mimético PD-1 nativo", como se definió 50 
anteriormente); o la región correspondiente de otra proteína PD-1 natural, por ejemplo, otra proteína PD-1 natural de 
mamífero. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por 
ejemplo, 1 o más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 
o más, 13 o más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en 
relación con la secuencia de aminoácidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (p.ej., en relación con 55 
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 aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con 60 
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un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, en relación con la región correspondiente de un polipéptido PD-1 natural) 
(por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamífero; la proteína PD-1 natural humana expuesta en SEQ ID NO: 1, 
y semejantes, e incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o más (por 
ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más, 99,9 % o 
más, o 100 % de identidad de secuencia) a un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, a la región correspondiente de 5 
un polipéptido PD-1 natural) (por ejemplo, un polipéptido PD-1 natural de mamífero; la proteína 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 aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 10 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con el 
dominio de inmunoglobulina de un polipéptido PD-1 natural; o la región correspondiente de otra proteína PD-1 natural, 
por ejemplo, otra proteína PD-1 natural de mamífero, e incluye una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad 
de secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % 
o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) al dominio de inmunoglobulina de un 15 
polipéptido PD-1 natural (p. ej. , aminoácidos 35-145, 38-128, 39-145, 39-146, 49-125, 42-136, 39-125, o 35-146 de la 
secuencia de aminoácidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1); o la región 
correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 20 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con 
los aminoácidos 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 aminoácidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1); o la región 
correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero; e incluye una secuencia 25 
de aminoácidos que tiene identidad de secuencia de 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 
99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a los 
aminoácidos 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 aminoácidos del polipéptido PD-1 humano natural expuesta en SEQ ID NO: 1; o la región 
correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero. 30 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con la 
secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO: 2); o la región correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., 35 
otra proteína PD-1 natural de mamífero; e incluye una secuencia de aminoácidos que tiene identidad de secuencia de 
85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % 
o más, 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:2; 
o la región correspondiente a otra proteína PD-1 natural, p.ej., otra proteína PD-1 natural de mamífero. 
 40 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 1 o 
más, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o 
más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 19 o más, o 20 cambios de aminoácidos) en relación con la 
secuencia de aminoácidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, en relación 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 45 
aminoácidos que tiene una identidad de secuencia del 85 % o más (por ejemplo, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o 
más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más , 99,9 % o más, o 100 % de identidad de secuencia) a 
la secuencia de aminoácidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 2-25 (por ejemplo, 85 % o más, 90 % o más, 
95 % o más, 98 % o más, 99 % o más, 99,2 % o más, 99,5 % o más, 99,8 % o más, 99,9 % o más, 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, 50 
etc.). 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad incluye un cambio de aminoácidos (por ejemplo, 2 o 
más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o más, 14 o 
más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 14 o más o 15 cambios de aminoácidos) ubicados en las posiciones 55 
de aminoácidos de PD-1 que hace contacto con PD-L1. Por ejemplo, en algunos casos, el uno o más (por ejemplo, 2 
o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 13 o más, 14 
o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 14 o más, 15 o más) cambios de aminoácidos se encuentran en una 
posición de aminoácidos, en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humano) expuesto en SEQ ID NO: 
2 (que es un fragmento de proteína de la proteína PD-1 natural humana), seleccionada de entre: V39, N41, Y43, M45 , 60 
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S48, N49, Q50, T51, D52, K53, A56, Q63, G65, Q66, L97, S102, L103, A104, P105, K106 y A107; o la posición de 
aminoácidos correspondiente en relación con otra proteína PD-1 natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción incluye un cambio de aminoácidos 
(por ejemplo, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o más, 12 o más, 5 
13 o más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 14 o más o 15 cambios de aminoácidos) ubicados en 
una posición de aminoácido en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID 
NO: 2 (que es un fragmento de proteína de la proteína 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 posición de aminoácidos correspondiente en relación con otra proteína PD-1 10 
natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción incluye cambios de aminoácidos 
ubicados en las posiciones de aminoácidos, en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humana) 
expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento de proteína de la proteína PD-1 natural humana), seleccionada de 15 
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 aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína 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 aminoácidos 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97, 
A100, y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (d) V39, 20 
L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, M83, L97, y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación 
con otra proteína PD-1 natural; (e) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, Q66P, H82, M83, L97, A100, y A107, o las 
posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; (f) V39, L40, N41, Y43, M45, 
N49, K53, M83, L97, A100, y A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína 
PD-1 natural; (g) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100, y A107, o las posiciones de aminoácidos 25 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; y (h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100, y 
A107, o las posiciones de aminoácidos correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural. Por ejemplo, 
consultar Fig. 3. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción incluye uno o más cambios de 30 
aminoácidos (por ejemplo, 2 o más, 3 o más, 4 o más, 5 o más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más, 11 o 
más, 12 o más, 13 o más, 14 o más, 15 o más, 16 o más, 17 o más, 18 o más, 14 o más o 15 cambios de aminoácidos) 
en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento 
de proteína de la proteína PD-1 natural humana), seleccionada de entre: (1) V39H o V39R; (2) L40V o L40I; (3) N41I 
o N41V; (4) Y43F o Y43H; (5) R44Y o R44L; (6) M45Q, M45E, M45L, o M45D; (7) S48D, S48L, S48N, S48G, o S48V; 35 
(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, G65F, o 
G65V; (16) Q66P; (17) V72I; (18) H82Q; (19) M83L o M83F; (20) R90K; (21) Y96F; (22) L97Y, L97V, o L97I; (23) A100I 
o A100V; (24) S102T o S102A; (25) L103I, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D; (27) P105A; (28) K106G, 
K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A107I, o A107V; o un cambio que da como resultado el mismo 40 
aminoácido en la posición correspondiente en relación con otra proteína PD-1 natural. Por ejemplo, consultar Fig. 3. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción incluye cambios de aminoácidos, 
en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humana) expuesto en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento 
de proteína de la proteína PD-1 natural humana), seleccionada de entre: 45 
 

(a) {V39H o V39R}, {N41I 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, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o L97I}, {S102T o S102A}, {L103I, 
L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106I, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A107I, 50 
o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en 
relación con otra proteína PD-1 natural; 
(b) {V39H o V39R}, {N41I 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, G65I, G65L, G65F, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o 55 
L97I}, {S102T o S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106I, K106V, 
K106R, o K106T}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las 
posiciones correspondientes con respecto a otra proteína PD-1 natural; 
(c) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, 60 
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A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes 
en relación con otra proteína PD-1 natural; 
(d) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, y {A107P, A107I, o A107V}; o 
cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra 5 
proteína PD-1 natural; 
(e) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, 
A107I, o A107V}; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes 
en relación con otra proteína PD-1 natural; 10 
(f) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con 
otra proteína PD-1 natural; 
(g) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, 15 
{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con 
otra proteína PD-1 natural; 
(h) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, 
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; o cambios que 20 
dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-
1 natural; Por ejemplo, consultar Fig. 3. 

 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la descripción incluye cambios de aminoácidos, 
en relación con el fragmento de proteína (de PD-1 natural humana) expuesta en SEQ ID NO: 2 (que es un fragmento 25 
de proteína de la proteína 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 A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes 
en relación con otra proteína PD-1 natural; 30 
(b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L97I, S102T, L103F, 
A104D, K106R, y A107I; o cambios que dan como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones 
correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 
(c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100I, y A107I; o cambios que dan como 
resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 35 
(d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P, M83L, L97V, y A107I; o cambios que dan como resultado 
los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 
(e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan 
como resultado los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 
natural; 40 
(f) V39H, L40I, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan como resultado 
los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 
(g) V39H, L40V, N41I, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan como resultado 
los mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; 
(h) V39H, L40V, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; o cambios que dan como resultado los 45 
mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural; e 
(i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I o cambios que dan como resultado los 
mismos aminoácidos en las posiciones correspondientes en relación con otra proteína PD-1 natural. Por ejemplo, 
consultar Fig. 3. 

 50 
Afinidad 
 
Como el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión tiene una mayor afinidad por PD-L1 en comparación 
con la afinidad por PD-L1 de una proteína PD-1 natural, y/o en comparación con la afinidad por PD-L1 de un polipéptido 
mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoácidos en relación con una secuencia correspondiente de un 55 
polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo, como se definió anteriormente). 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad tiene una Kd de 1 x 10-7 M o menos (e.g., 10-8 
M o menos, 10-9 M o menos, 10-10 M o menos, 10-11 M o menos, 10-12 M o menos, 10-13 M o menos, 10-14 M o menos, 
10-15 M o menos, o 10-16 M o menos) para PD-L1. En algunos casos, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad 60 
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tiene una afinidad por PD-L1 en un intervalo de 1 fM a 1 µM (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 µM o mayor (por ejemplo, 800 nM o mayor, 500 nM o mayor, 200 nM o mayor, 100 nM o mayor, 50 nM o 5 
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 más (por ejemplo, 5 veces o más, 10 veces o más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 veces o más, 5000 10 
veces o más, 104 veces o más, 105 veces o más, 106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o más, etc.) mayor 
que la afinidad por PD-L1 de una proteína PD-1 natural; y/o 2 veces o más (por ejemplo, 5 veces o más, 10 veces o 
más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 veces o más, 5000 veces o más, 104 veces o más, 105 veces o más, 
106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o más, etc.) mayor que la afinidad por PD-L1 de un polipéptido mimético 
PD-1 que no tiene un cambio de aminoácidos en relación con una secuencia correspondiente de un polipéptido PD-1 15 
natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo, como se definió anteriormente). 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad tiene una vida media de disociación por PD-
L1 que es 2 veces o más (por ejemplo, 5 veces o más, 10 veces o más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 
veces o más, 5000 veces o más, 104 veces o más, 105 veces o más, 106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o 20 
más, etc.) mayor que la vida media de disociación por PD-L1 de una proteína PD-1 natural; y/o 2 veces o más (por 
ejemplo, 5 veces o más, 10 veces o más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 veces o más, 5000 veces o más, 
104 veces o más, 105 veces o más, 106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o más, etc.) mayor que la vida media 
de disociación por PD-L1 de un polipéptido mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoácidos en relación con 
una secuencia correspondiente de un polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 nativo, 25 
como se definió anteriormente). Por ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 nativo (como se definió 
anteriormente) tiene una vida media de disociación para PD-L1 de menos de 1 segundo, mientras que un polipéptido 
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede tener una vida media de disociación de 5 segundos o más (por 
ejemplo, 30 segundos o más, 1 minuto o más, 5 minutos o más, 10 minutos o más, 20 minutos o más, 30 minutos o 
más, 40 minutos o más, etc.). Por ejemplo, la mutación de aminoácidos de un polipéptido mimético PD-1 de alta 30 
afinidad en cuestión puede aumentar la afinidad al disminuir la tasa de desactivación en al menos 10 veces, al menos 
20 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces, al menos 500 veces o más. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión tiene una afinidad disminuida por PD-L2 
en comparación con la afinidad por PD-L2 de un polipéptido mimético PD-1 correspondiente que no tiene un cambio 35 
de aminoácido relativo al polipéptido PD-1 natural (por ejemplo, una afinidad disminuida por PD-L2 en comparación 
con la afinidad por PD-L2 de un polipéptido mimético PD-1 nativo correspondiente, como se definió anteriormente). 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 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 cuestión se une 40 
específicamente a PD-L1, pero no a PD-L2. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en 
cuestión tiene una afinidad por PD-L2 que se caracteriza por una Kd (constante de disociación) que es 2 veces o más 
(por ejemplo, 5 veces o más, 10 veces o más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 veces o más, 5000 veces o 
más, 104 veces o más, 105 veces o más, 106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o más, etc.) mayor que la Kd 
que caracteriza la afinidad del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad por PD-L1. En otras palabras, en algunos 45 
casos, la afinidad de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad por PD-L1 puede ser 2 veces o más (por ejemplo, 
5 veces o más, 10 veces o más, 100 veces o más, 500 veces o más, 1000 veces o más, 5000 veces o más, 104 veces 
o más, 105 veces o más, 106 veces o más, 107 veces o más, 108 veces o más, etc.) mayor que la afinidad del polipéptido 
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión por PD-L2. 
 50 
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 solución; etc. La actividad de unión de de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad 
de la presente descripción a PD-L1 y/o PD-L2 se puede analizar inmovilizando el ligando (p. ej., 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 55 
tampón apropiado y los compañeros de unión se incuban durante un período de tiempo a una temperatura dada. 
Después de los lavados para eliminar el material no unido, la proteína unida puede liberarse con, por ejemplo, SDS, 
tampones con un pH alto y similares y analizarse. Por ejemplo, ver la Fig. 4, que representa gráficas 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). 60 
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La unión 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 definió anteriormente) para la unión a PD-L1 (para ejemplos, ver Fig. 5A-5C y Fig. 6A-6B). 
Por consiguiente, la unión relativa se puede evaluar comparando los resultados usando un polipéptido mimético PD-1 5 
de alta afinidad candidato sin etiquetar con los resultados usando un polipéptido mimético PD-1 nativo sin etiquetar 
(como se definió anteriormente, un polipéptido mimético PD-1 que no tiene un cambio de aminoácidos en relación 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 10 
cuestión. 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 aún mayor) para generar colecciones de polipéptidos miméticos PD-1 mutados. La mutagénesis puede 
ser una diana para producir cambios en aminoácidos particulares, o la mutagénesis puede ser aleatoria. Los 
polipéptidos miméticos PD-1 mutados pueden ser detectados a continuación por su capacidad para unirse a una 15 
proteína PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2). Por ejemplo, una proteína PD-L (o una variante de una proteína PD-L, 
por ejemplo, una versión que carece de un dominio transmembrana) se puede etiquetar (por ejemplo, con una etiqueta 
directa como un radioisótopo, una fracción fluorescente, etc.; o con una etiqueta indirecta como un antígeno, una 
etiqueta de afinidad, biotina, etc.) y a continuación se puede usar para contactar los polipéptidos miméticos PD-1 de 
alta afinidad candidatos (p. ej., donde los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad candidatos puede unirse a una 20 
superficie sólida o mostrarse en la membrana de una célula, por ejemplo, una célula de levadura). Al variar la 
concentración de PD-L utilizada, se pueden identificar polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad entre los 
candidatos (es decir, entre la colección de polipéptidos miméticos PD-1 mutados). Ver Fig. 2A-2B para un ejemplo no 
limitante de cómo se puede identificar un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. 
 25 
En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad de la presente descripción es una proteína de 
fusión, por ejemplo, fusionada en marco con un segundo polipéptido (un compañero de fusión). En algunas 
realizaciones, el segundo polipéptido es capaz de aumentar el tamaño de la proteína de fusión, por ejemplo, para que 
la proteína de fusión no se elimine de la circulación rápidamente. Como la penetración 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 30 
en cuestión debido a su tamaño relativamente pequeño (por ejemplo, en comparación con una proteína mucho más 
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 pequeño como para no limitar la penetración tisular del polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad a un nivel inaceptable (que dependería del contexto del procedimiento particular y/o resultado deseado). Por 35 
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 cuestión) es de 200 aminoácidos o menos (por ejemplo, 190 aminoácidos o menos, 180 
aminoácidos o menos, 170 aminoácidos o menos, 160 aminoácidos o menos, 150 aminoácidos o menos, 140 
aminoácidos o menos, 130 aminoácidos o menos, 120 aminoácidos o menos, 110 aminoácidos o menos, 100 
aminoácidos o menos, 90 aminoácidos ácidos o menos, 80 aminoácidos o menos, 70 aminoácidos o menos, 60 40 
aminoácidos o menos, 50 aminoácidos o menos, 40 aminoácidos o menos, o 30 aminoácidos o menos). En algunos 
casos, la proteína de fusión 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 región Fc de inmunoglobulina (por 45 
ejemplo, una región 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 multimerización de mayor tamaño, y/o unión adicional o 
interacción con moléculas de Ig. Estas proteínas de fusión pueden facilitar la purificación, la multimerización y mostrar 
una vida media aumentada in vivo. Las proteínas de fusión que tienen estructuras multiméricas unidas por disulfuro 50 
también pueden ser más eficientes en la unión y neutralización de otras moléculas que un polipéptido mimético PD-1 
monomérico de alta afinidad. 
 
Cuando se fusiona con un polipéptido heterólogo, la porción correspondiente al polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad puede denominarse como la "porción de polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad". Los polipéptidos 55 
miméticos PD-1 de alta afinidad (por ejemplo, la porción de polipéptido miméticos PD-1 de alta afinidad) pueden tener 
70 aminoácidos o más de longitud (por ejemplo, 75 aminoácidos o más, 80 aminoácidos o más, 85 aminoácidos o 
más, 90 aminoácidos o más, 95 aminoácidos o más, 100 aminoácidos o más, 105 aminoácidos o más, 110 
aminoácidos o más, 115 aminoácidos o más, 120 aminoácidos o más, 125 aminoácidos o más, o 130 aminoácidos o 
más), hasta la longitud total de la porción de la proteína natural que es N-terminal al dominio transmembrana (p. ej., 60 
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165-170 aminoácidos para la proteína PD-1 humana), y puede además fusionarse con un polipéptido heterólogo, por 
ejemplo, una inmunoglobulina Fc. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad (por ejemplo, la 
porción de polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) tiene una longitud en un intervalo de 70 aminoácidos a 170 
aminoácidos (por ejemplo, de 70 aminoácidos a 166 aminoácidos), de 75 aminoácidos a 170 aminoácidos, de 80 
aminoácidos a 170 aminoácidos, etc.). 5 
 
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 proteína quimérica. La secuencia de inmunoglobulina puede ser un 
dominio o dominios constantes de inmunoglobulina. La fracción de inmunoglobulina en tales quimeras puede 
obtenerse de cualquier especie, generalmente humana, e incluye los subtipos IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, IgA, IgE, IgD 10 
o IgM. La fracción de inmunoglobulina puede comprender uno o más dominios, por ejemplo, CH1, CH2, CH3, etc. 
 
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 región constante de una cadena pesada de 15 
inmunoglobulina. Las fusiones también se hacen al extremo C de la porción Fc de un dominio constante, o 
inmediatamente N-terminal al CH1 de la cadena pesada o la región correspondiente de la cadena ligera. El sitio preciso 
en el que se realiza la fusión no es crítico; los sitios particulares son bien conocidos y pueden seleccionarse para 
optimizar la actividad biológica, la secreción o las características de unión del polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad:quimeras de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, el polipéptido mimético PD-1 de alta 20 
afinidad:quimeras de inmunoglobulina se ensamblan como monómeros, o hetero u homo multímeros, y en algunos 
casos como dímeros o tetrámeros. 
 
Aunque 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 fusión de 25 
cadena pesada de inmunoglobulina, o directamente fusionado al polipéptido. Se puede usar una construcción de 
cadena simple para proporcionar regiones constantes de cadena pesada y ligera. 
 
En otras construcciones de proteínas de fusión, el segundo polipéptido es una secuencia marcadora, como un péptido 
que facilita la purificación del polipéptido fusionado. Por ejemplo, la secuencia de aminoácidos marcadora puede ser 30 
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 están 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 
purificación conveniente de la proteína de fusión. Otra etiqueta peptídica útil para la purificación, la etiqueta "HA", 
corresponde a un epítopo derivado de la proteína hemaglutinina de la gripe. Wilson y col., Cell 37: 767, 1984. La 35 
adición 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 cuestión es multivalente (por ejemplo, tetravalente). 
 40 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden ser monoméricos o multiméricos, es decir, dímero, trímero, 
tetrámero, etc. Por ejemplo, uno o más dominios de unión a PD-L1 (y/o PD-L2) pueden estar unidos covalentemente 
o no covalentemente, por ejemplo, como una proteína de fusión; disulfuro unido; a través de la unión de biotina a 
avidina, estreptavidina, etc. Dichos polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad monoméricos o multiméricos son 
útiles como agentes simples para estimular una respuesta inmune (por ejemplo, para estimular una respuesta inmune 45 
general y/o para estimular una respuesta dirigida a una célula que expresa PD-L1, por ejemplo, una célula cancerosa); 
o en combinación con otros agentes de unión, por ejemplo, anticuerpos monoclonales. 
 
Por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede tener un compañero de fusión donde el 
compañero de fusión proporciona un dominio de multimerización (es decir, un dominio que facilita la multimerización, 50 
por ejemplo, un dominio que facilita la dimerización). Por ejemplo, un compañero de fusión puede ser cualquier dominio 
de interacción proteína-proteína 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 descripción pueden modificarse, por ejemplo, unirse 55 
a una amplia variedad de otros oligopéptidos o proteínas para una variedad de propósitos. Por ejemplo, modificado 
postraduccionalmente, por ejemplo por prenilación, acetilación, amidación, carboxilación, glicosilación, PEGilación 
(unión covalente de cadenas de polímeros de polietilenglicol (PEG)), etc. Dichas modificaciones también pueden incluir 
modificaciones de la glucosilación, por ejemplo, las realizadas modificando los patrones de glucosilación de un 
polipéptido durante su síntesis y procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, exponiendo 60 
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el polipéptido a enzimas que afectan la glucosilación, tales como las enzimas de glucosilación o desglucosilación de 
mamíferos. En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión tiene uno o más 
residuos de aminoácidos fosforilados, por ejemplo, fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina. 
 
En algunas otras realizaciones, los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad de la descripción incluyen reactivos 5 
modificados adicionalmente para mejorar su resistencia a la degradación proteolítica o para optimizar las propiedades 
de solubilidad o para hacerlos más adecuados como agente terapéutico. Por ejemplo, variantes de la presente 
descripción incluyen además análogos que contienen residuos distintos de L-aminoácidos que se producen 
naturalmente, por ejemplo, D-aminoácidos o aminoácidos sintéticos que no se producen naturalmente. Los D-
aminoácidos pueden ser sustituidos por algunos o todos los residuos de aminoácidos. 10 
 
Además de su uso como tratamiento para diversos trastornos y enfermedades, los polipéptidos miméticos PD-1 de 
alta afinidad son útiles, por ejemplo, como adyuvante para aumentar la función inmune (por ejemplo, cuando se 
combina con un agente de unión específico, por ejemplo, un anticuerpo, en algunos casos a un anticuerpo específico 
de células tumorales como se define en esta invención) (por ejemplo, estimulando o reduciendo la inhibición de varias 15 
células inmunes, tales como macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, granulocitos, células presentadoras de 
antígeno, células T y similares). 
 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad también son útiles como agentes de formación de imágenes, por 
ejemplo, cuando se conjugan con una etiqueta detectable, que puede usarse para diversos fines, por ejemplo, como 20 
reactivos de diagnóstico. Por ejemplo, en algunos casos, un procedimiento en cuestión es un procedimiento de 
diagnóstico o pronóstico de cáncer en un individuo (por ejemplo, un cáncer en el que la presencia, nivel, y/o ubicación 
de PD-L1 detectable puede ser diagnóstico y/o pronóstico). 
 
En algunas realizaciones de la descripción, el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad está acoplado o conjugado 25 
a una o más fracciones para imágenes, es decir, una etiqueta detectable. Como se usa en esta invención, "fracción 
citotóxica" se refiere a una fracción que inhibe el crecimiento celular o promueve la muerte celular cuando se aproxima 
a o es absorbida por la célula. Fracciones citotóxicas adecuadas a este respecto incluyen isótopos radiactivos 
(radionúclidos), agentes quimiotóxicos tales como inductores de diferenciación y fármacos quimiotóxicos pequeños, 
proteínas de toxina y derivados de los mismos. 30 
 
Tal como se utiliza en esta invención, "fracción para imágenes", o etiqueta detectable, se refiere a una fracción que 
puede utilizarse para aumentar el contraste entre un tumor y el tejido sano circundante en una técnica de visualización, 
por ejemplo, radiografía, tomografía por emisión de positrones (TEP), imágenes por resonancia magnética (IRM), 
inspección visual directa o indirecta. Por lo tanto, las fracciones para imágenes adecuadas incluyen fracciones para 35 
radiografías, por ejemplo, metales pesados y fracciones emisoras de radiación, fracciones emisoras de positrones, 
fracciones de contraste de resonancia magnética y fracciones ópticamente visibles (por ejemplo, colorantes 
fluorescentes o de espectro visible, partículas visibles, etc. Un experto en la materia apreciará que existe cierta 
superposición entre lo que es una fracción terapéutica y lo que es una fracción para imágenes. 
 40 
En general, los agentes terapéuticos o de imagen pueden conjugarse con una fracción de polipéptido mimético PD-1 
de alta afinidad mediante cualquier técnica adecuada, con la consideración apropiada de la necesidad de estabilidad 
farmacocinética y una toxicidad global reducida para el paciente. Una reacción 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 nucleofílico, 
como un grupo amino o sulfhidrilo, puede ser capaz de reaccionar con un grupo que contiene carbonilo, como un 45 
anhídrido o un haluro de ácido, o con un grupo alquilo que contiene un buen grupo saliente (p. ej., un haluro) 
Alternativamente, se puede usar un grupo enlazador químico adecuado. Un grupo enlazador puede funcionar como 
un espaciador para evitar interferencias con las capacidades de unión. 
 
Será evidente para los expertos en la materia que una variedad de reactivos bifuncionales o polifuncionales, tanto 50 
homo como heterofuncionales (como los descritos en el catálogo de Pierce Chemical Co., Rockford, III.), 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 metodología. Alternativamente, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se une a la fracción 
citotóxica o para imágenes mediante el uso de un par de unión no covalente, tal como estreptavidina/biotina, o 55 
avidina/biotina. En estas realizaciones, un miembro del par está acoplado covalentemente a un polipéptido mimético 
PD-1 de alta afinidad y el otro miembro del par de unión está acoplado covalentemente a la fracción citotóxica o para 
imágenes. Puede ser conveniente acoplar más de una fracción citotóxica y/o para imágenes. Al realizar una derivación 
múltiple del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, se pueden implementar simultáneamente varias estrategias, 
se puede hacer que un anticuerpo sea útil como agente de contraste para varias técnicas de visualización, o se puede 60 
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etiquetar un anticuerpo terapéutico para seguimiento mediante una técnica de visualización. 
 
Un vehículo puede llevar los agentes en una variedad de vías, incluyendo la unión covalente, tanto directamente o a 
través de un grupo enlazador, y asociaciones no covalentes. Vehículos de enlace covalente adecuados incluyen 
proteínas tales como albúminas, péptidos y polisacáridos tales como aminodextrano, cada uno de los cuales tiene 5 
múltiples sitios para la unión de fracciones. Un vehículo también puede llevar un agente por asociaciones no covalentes, 
tales como enlaces no covalentes o por encapsulación 
 
Vehículos y enlazadores específicos para agentes radionúclidos incluyen moléculas pequeñas radiohalogenadas y 
compuestos quelantes. Un quelato de radionúclido puede formarse a partir de compuestos quelantes que incluyen 10 
aquellos que contienen átomos de nitrógeno y azufre como átomos donadores para unir el radionúclido metálico u 
óxido de metal. 
 
Fracciones radiográficas para usar como fracciones para imágenes en la presente descripción incluyen compuestos y 
quelatos con átomos relativamente grandes, tales como oro, iridio, tecnecio, bario, talio, yodo y sus isótopos. En 15 
algunos casos, se pueden utilizar fracciones para imágenes radiográficas menos tóxicas, tales como yodo o isótopos 
de yodo, en las composiciones y procedimientos de la descripción. Dichas fracciones pueden conjugarse con el 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad a través de un enlazador químico o vehículo de quelación aceptable. Las 
fracciones emisoras de positrones para uso en la presente descripción incluyen 18F, que puede conjugarse fácilmente 
mediante una reacción de fluoración con el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Ejemplos de emisores de TEP 20 
incluyen 64Cu, 68Ga, 89Zr y 18F. 
 
Imágenes de TEP puede incluir el acoplamiento de un emisor de positrones a la proteína. Ejemplos de emisores de 
TEP incluyen 64Cu, 68Ga, 89Zr y 18F. Estos agentes se pueden acoplar a la proteína usando cualquier procedimiento 
conveniente, por ejemplo, a través de grupos quelantes, por ejemplo, 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-25 
tetraacético ácido (DOTA), 1,4,7-Triazaciclononano-1,4,7-triacético ácido (NOTA) y Desferoxamina (DFO). Dichos 
quelantes se pueden unir covalentemente y de manera específica al sitio a la proteína usando cualquier procedimiento 
conveniente, por ejemplo, mediante química de maleimida en residuos de cisteína libres, por ejemplo, residuos de 
cisteína libres diseñados como en cisteínas R87C, N91C, y/o R122C (mutaciones correspondientes a R87C, N91C, 
y/o R122C en relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 2). 30 
 
Fracciones para tomografía computarizada por emisión de fotón único (SPECT) para uso como fracciones para 
imágenes en la presente descripción. SPECT es similar a la tomografía por emisión de positrones (TEP) en su uso de 
material trazador radiactivo y detección de rayos gamma. Sin embargo, a diferencia de la TEP, los trazadores utilizados 
en SPECT emiten radiación gamma que se mide directamente, mientras que los trazadores TEP emiten positrones 35 
que se aniquilan con electrones a unos pocos milímetros 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 (III), manganeso (II), hierro (II), 
níquel (II), cobre (II), praseodimio (III), neodimio (III), samario (III) e ion iterbio (III). Debido a su momento magnético 40 
muy fuerte, los iones gadolinio (III), terbio (III), disprosio (III), holmio (III), erbio (III) y hierro (III) también se consideran 
fracciones de contraste. 
 
Fracciones ópticamente visibles para uso como fracciones para imágenes incluyen colorantes fluorescentes, o 
colorantes de espectro visible, partículas visibles y otras fracciones de etiquetado visibles. Los colorantes fluorescentes 45 
como la fluoresceína, la cumarina, la rodamina, el colorante rojo de Texas bodipy y los colorantes de cianina son útiles 
cuando se puede proporcionar suficiente energía de excitación al sitio para que se inspeccione visualmente. Los 
procedimientos de visualización endoscópica pueden ser más compatibles con el uso de tales etiquetas. Colorantes 
aceptables incluyen colores y colorantes alimentarios aprobados por la FDA, que no son tóxicos, aunque se prefieren 
los colorantes farmacéuticamente aceptables que han sido aprobados para administración interna. 50 
 
La cantidad efectiva de una composición conjugada para imagen que se administra a un paciente en particular puede 
depender de una variedad de factores, varios de los cuales serán diferentes de un paciente a otro. Un clínico 
competente podrá determinar una cantidad efectiva para facilitar la visualización de, por ejemplo, un tumor. La 
dosificación dependerá del tratamiento del tumor, la vía de administración, la naturaleza de la terapia, la sensibilidad 55 
del tumor a la terapia, etc. Utilizando habilidades ordinarias, el clínico competente podrá optimizar la dosificación de 
una terapia o composición para imágenes particular en el curso de ensayos clínicos de rutina. 
 
Una dosis típica 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 60 
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para imágenes conjugadas con una fracción para imágenes relativamente no tóxica. La cantidad utilizada dependerá 
de la sensibilidad del procedimiento de imagen y de la toxicidad relativa de la fracción para imágenes. 
 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad de la presente descripción se pueden producir por cualquier medio 
adecuado conocido o descubierto posteriormente en el campo, por ejemplo, producido a partir de células eucariotas o 5 
procariotas, sintetizado in vitro, etc. Cuando la proteína es producida por células procariotas, puede procesarse 
adicionalmente mediante despliegue, por ejemplo, desnaturalización por calor, reducción de DTT, etc. y puede 
plegarse nuevamente, usando procedimientos conocidos en la materia. 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye una o más mutaciones 10 
correspondientes a R87C, N91C y/o R122C en relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 
2. En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye la secuencia de aminoácidos 
expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 3-25 y 39-46. Como se señaló anteriormente, en algunos casos, el polipéptido 
mimético PD-1 de alta afinidad incluye una etiqueta detectable (por ejemplo, una etiqueta de imagen de tomografía 
por emisión de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión incluye 15 
una o más mutaciones correspondientes a R87C, N91C y/o R122C en relación con el fragmento de proteína PD-1 
expuesto en SEQ ID NO: 2, y también incluye una etiqueta detectable (por ejemplo, una etiqueta de imagen de 
tomografía por emisión de positrones (TEP)). En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en 
cuestión (por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión que incluye una o más mutaciones 
correspondientes a R87C, N91C, y/o R122C en relación con el fragmento de proteína PD-1 expuesto en SEQ ID NO: 20 
2) incluye una fracción para imágenes de tomografía por emisión de positrones (TEP) (por ejemplo, emisores TEP 
como 64Cu, 68Ga, 89Zr y 18F), SPECT (p. ej., un emisor de rayos gamma), y/o imágenes de fluorescencia (p. ej., un 
colorante fluorescente como fluoresceína, cumarina, rodamina, colorante rojo de Texas bodipy, colorantes de cianina 
y similares). 
 25 
Los polipéptidos pueden prepararse mediante sistemas de traducción sin células, o síntesis sintética in vitro, usando 
procedimientos convencionales como se conoce en la materia. Varios aparatos sintéticos comerciales están 
disponibles, por ejemplo, sintetizadores automáticos de Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, Beckman, etc. 
Mediante el uso de sintetizadores, los aminoácidos naturales pueden sustituirse con aminoácidos no naturales. La 
secuencia particular y la forma de preparación se determinarán por conveniencia, economía, pureza requerida y 30 
similares. 
 
Los polipéptidos también pueden aislarse y purificarse según procedimientos convencionales de síntesis recombinante. 
Se puede preparar un lisado del huésped de expresión y el lisado se puede purificar usando HPLC, cromatografía de 
exclusión, electroforesis en gel, cromatografía de afinidad u otra técnica de purificación. En la mayor parte, las 35 
composiciones que se usan comprenderán 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 relación con los contaminantes relacionados con el procedimiento de 
preparación del producto y su purificación. Usualmente, los porcentajes se basarán en la proteína total. 
 40 
Procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia pueden usarse para construir vectores de expresión que 
contengan secuencias codificantes y señales de control transcripcionales y traduccionales apropiadas. Estos 
procedimientos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinación in 
vivo/recombinación genética. Alternativamente, el ARN capaz de codificar los polipéptidos de interés puede 
sintetizarse químicamente. Un experto en la materia puede utilizar fácilmente tablas de uso de codones y 45 
procedimientos sintéticos bien conocidos para proporcionar una secuencia de codificación adecuada para cualquiera 
de los polipéptidos de la descripción. Los ácidos nucleicos pueden aislarse y obtenerse con una pureza sustancial. 
Por lo general, los ácidos nucleicos, ya sea como ADN o ARN, se obtendrán sustancialmente libres de otras secuencias 
de ácido nucleico de origen natural, siendo generalmente al menos aproximadamente 50 %, generalmente al menos 
aproximadamente 90 % de pureza y son típicamente "recombinantes", por ejemplo, flanqueados por uno o más 50 
nucleótidos con los que normalmente no está asociado en un cromosoma natural. Los ácidos nucleicos de la 
descripción pueden proporcionarse como una molécula lineal o dentro de una molécula circular, y pueden 
proporcionarse dentro de moléculas (vectores) que se replican de forma autónoma o dentro de moléculas sin 
secuencias de replicación. La expresión de los ácidos nucleicos puede regularse por sí misma o por otras secuencias 
reguladoras conocidas en la materia. Los ácidos nucleicos de la descripción pueden introducirse en células huésped 55 
adecuadas usando una variedad de técnicas disponibles en la materia. 
 
Según la presente descripción, 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 descripción incluyen 60 
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una o más entidades terapéuticas de la presente descripción o sales, ésteres o solvatos farmacéuticamente aceptables 
de los mismos. En algunas otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente descripción incluyen 
una o más entidades terapéuticas de la presente descripción en combinación con otro agente terapéutico, por ejemplo, 
otro agente antitumoral. 
 5 
Las entidades terapéuticas de la presente descripción 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 administración previsto y la aplicación terapéutica. Las 
composiciones farmacéuticas pueden incluir, dependiendo de la formulación deseada, vehículos o diluyentes 
farmacéuticamente aceptables y no tóxicos, que se definen como vehículos que se utilizan comúnmente para formular 10 
composiciones farmacéuticas para administración a animales o seres humanos. El diluyente se selecciona de manera 
de no afectar la actividad biológica de la combinación. Ejemplos de tales diluyentes son agua destilada, solución salina 
fisiológica tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solución de dextrosa y solución de Hank. Además, la 
composición o formulación farmacéutica puede incluir otros vehículos o estabilizadores no tóxicos, no terapéuticos, no 
inmunogénicos, excipientes y similares. 15 
 
En algunas otras realizaciones más, las composiciones farmacéuticas de la presente descripción también pueden 
incluir macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteínas, polisacáridos tales como quitosano, 
ácidos polilácticos, ácidos poliglicólicos y copolímeros (tales como Sepharose™ funcionalizado con látex, agarosa, 
celulosa y similares), aminoácidos poliméricos, copolímeros de aminoácidos y agregados lipídicos (como gotas de 20 
aceite o liposomas). 
 
En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión es multiespecífico (por ejemplo, 
biespecífico). Los términos "multiespecífico" o "biespecífico" se usan comúnmente en la materia para referirse a 
anticuerpos que reconocen dos o más antígenos diferentes en virtud de poseer al menos una región (por ejemplo, 25 
derivada de una región variable de un primer anticuerpo) que es específica para un primer antígeno, y al menos una 
segunda región (por ejemplo, derivada de una región variable de un segundo anticuerpo) que es específica para un 
segundo antígeno (estos anticuerpos también se conocen como anticuerpos bifuncionales o anticuerpos 
multifuncionales). Un anticuerpo biespecífico se une específicamente a dos antígenos diana y, por lo tanto, es un tipo 
de anticuerpo multiespecífico. Los anticuerpos multiespecíficos pueden ser producidos por procedimientos de ADN 30 
recombinante o incluyen, pero no están limitados a, anticuerpos producidos químicamente por cualquier procedimiento 
conveniente. Los anticuerpos biespecíficos incluyen todos los anticuerpos o conjugados de anticuerpos, o formas 
poliméricas de anticuerpos que son capaces de reconocer dos antígenos diferentes. Los anticuerpos biespecíficos 
incluyen anticuerpos que se han reducido y reformado para retener sus características bivalentes y anticuerpos que 
se han acoplado químicamente para que puedan tener varios sitios de reconocimiento de antígeno para cada antígeno. 35 
 
En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión es multiespecífico (por ejemplo, 
biespecífico). Por ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede ser multiespecífico (p. ej., 
biespecífico) de modo que una primera región del polipéptido corresponda a una secuencia de polipéptidos miméticos 
PD-1 de alta afinidad en cuestión (que se une específicamente a PD-L1), y una segunda región (el compañero de 40 
fusión) (por ejemplo, una secuencia derivada de anticuerpo, por ejemplo, una región de unión de un anticuerpo que 
comprende esas CDR del anticuerpo; un polipéptido de unión específico; una porción de unión de un ligando; una 
porción de unión de un receptor, etc.) que se une específicamente a otra diana (p. ej., antígeno, 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 compañero de fusión) que se une específicamente a una secuencia diana distinta de PD-L1. En algunos 45 
casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se fusiona con un segundo polipéptido (un compañero de fusión) 
que se une específicamente a una diana distinta de PD-L1 (por lo tanto, dicho polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad multimérico puede ser biespecífico y, por lo tanto, uniría 2 dianas/fracciones diferentes). 
 
En algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico altera la señalización como resultado de 50 
la unión del compañero de fusión a su diana. Por ejemplo, en algunos casos, el compañero de fusión incluye, como 
compañero de fusión, un ligando o una región de unión de un ligando (por ejemplo, una citocina, una citocina atenuada, 
etc.) y el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico altera la señalización cuando el ligando se une a su 
diana (p. ej., un receptor). Del mismo modo, en algunos casos, el compañero de fusión incluye, como compañero de 
fusión, un receptor o una región de unión de un receptor, y el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multimérico 55 
altera la señalización cuando el receptor se une a su diana (por ejemplo, un ligando). 
 
Los ejemplos de compañeros de fusión adecuados incluyen, pero no se limitan a, las secuencias de unión de 
anticuerpos contra marcadores de células cancerosas tales como 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, 60 
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HAVCR2 (TIM3), etc. Ejemplos de anticuerpos con CDR que proporcionan una unión específica 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. 
 5 
Ejemplos de compañeros de fusión 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 multiespecífico, 
y se fusiona a uno o más compañeros de fusión 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 10 
ejemplo, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad multiespecífico puede fusionarse con un compañero de fusión 
que es una citocina modificada que tiene una afinidad disminuida (reducida en relación con una citocina natural 
correspondiente) por su ligando/receptor. Dicha citocina modificada se denomina en esta invención ‘citocina atenuada’. 
Un ejemplo de una citocina atenuada (un ejemplo de un posible compañero de fusión) es una proteína IL-2 que tiene 
mutaciones que disminuyen la afinidad por dos de las subunidades del receptor de IL-2 (por ejemplo, F42A para 15 
disminuir la unión a CD25 y D20T para disminuir la unión a CD122) (p. ej., 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 
multiespecífico y tiene un compañero de fusión que es un agonista de 41BB (p. ej., 41BBL, p. ej., 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 20 
multiespecífico y tiene un compañero de fusión que es un agonista de CD40 (p. ej., CD40L, p. ej., 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 
multiespecífico y tiene un compañero de fusión que es un inhibidor de BTLA y/o CD160 (p. ej., 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 
multiespecífico y tiene un compañero de fusión que es un inhibidor de TIM3 y/o CEACAM1 (p. ej., ver SEQ ID NO: 43). 25 
 
En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión y un compañero de fusión están 
separados por un enlazador (por ejemplo, un polipéptido enlazador). Un polipéptido enlazador puede tener cualquiera 
de una variedad de secuencias de aminoácidos. Las proteínas que pueden unirse mediante un polipéptido enlazador 
puede ser de naturaleza flexible (por ejemplo, un polipéptido enlazador flexible), aunque no se excluyen otros enlaces 30 
químicos. Los enlazadores adecuados incluyen polipéptidos de entre aproximadamente 6 aminoácidos y 
aproximadamente 40 aminoácidos de longitud, o entre aproximadamente 6 aminoácidos y aproximadamente 25 
aminoácidos de longitud. Estos enlazadores pueden producirse usando oligonucleótidos sintéticos que codifican 
enlazadores para acoplar las proteínas. Se pueden usar enlazadores peptídicos con cierto grado de flexibilidad. Los 
péptidos de unión pueden tener prácticamente cualquier secuencia de aminoácidos, teniendo en cuenta que, en 35 
algunos casos, los enlazadores tendrán una secuencia que da como resultado un péptido generalmente flexible. El 
uso de aminoácidos pequeños, como la glicina y la alanina, son útiles para crear un péptido flexible. La creación de 
tales secuencias es rutinaria para los expertos en la materia. Una variedad de diferentes enlazadores están disponibles 
comercialmente y se consideran adecuados para su uso. 
 40 
Los ejemplos de polipéptidos enlazadores incluyen polímeros de glicina (G)n, polímeros de glicina-serina (que incluyen, 
por ejemplo, (GS)n, GSGGSn (SEQ ID NO: 47), GGSGGSn (SEQ ID NO: 48), y GGGSn (SEQ ID NO: 49), donde n es 
un número entero de al menos un (por ejemplo, donde n es un número entero de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, 
siete, ocho, nueve, diez o más de diez), polímeros de glicina-alanina, polímeros de alanina-serina. Enlazadores 
ejemplares pueden comprender secuencias de aminoácidos que incluyen, pero no se limitan a, GGSG (SEQ ID NO: 45 
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 reconocerá que el diseño 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, así como una o más porciones que confieran una estructura 
menos flexible. 50 
 
Ácidos nucleicos. La descripción también proporciona ácidos nucleicos aislados que codifican un polipéptido mimético 
PD-1 de alta afinidad en cuestión, vectores y células huésped que comprenden el ácido nucleico, y técnicas 
recombinantes para la producción del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. 
 55 
Para la producción recombinante del polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad, el ácido nucleico que codifica el 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se puede insertar en un vector replicable para una mayor clonación 
(amplificación del ADN) o para la expresión. El ADN que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede 
aislarse y secuenciarse fácilmente usando procedimientos convencionales. Muchos vectores se encuentran 
disponibles. Los componentes del vector generalmente incluyen, sin limitación, uno o más de los siguientes: una 60 
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secuencia señal, un origen de replicación, uno o más genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor y una 
secuencia de terminación de transcripción. 
 
Un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión de esta descripción puede producirse de manera 
recombinante no solo directamente, sino también como un polipéptido de fusión con un polipéptido heterólogo u 5 
homólogo, que puede incluir una secuencia señal u otro polipéptido que tiene un sitio de escisión específico en el 
extremo N de la proteína o polipéptido maduro, una secuencia de región constante de inmunoglobulina, y similares. 
Preferentemente, la secuencia señal heteróloga seleccionada es una reconocida y procesada (por ejemplo, escindida 
por una peptidasa señal) por la célula huésped. Para las células huésped procariotas que no reconocen y procesan la 
secuencia señal del anticuerpo nativo, la secuencia señal se sustituye por una secuencia señal procariota seleccionada. 10 
 
Una molécula de ácido nucleico "aislada" es una molécula de ácido nucleico que se identifica y se separa de al menos 
una molécula de ácido nucleico contaminante con la que normalmente se asocia antes del aislamiento. Una molécula 
de ácido 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 ácido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de ácido nucleico tal como existe en las 15 
células naturales. 
 
Los ejemplos de células huésped adecuadas para clonar o expresar ácidos nucleicos en cuestión incluyen, pero no 
se limitan necesariamente a, células procariotas, levaduras o eucariotas superiores. Ejemplos de líneas celulares 
huésped de mamífero útiles son la línea CV1 de riñón de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); 20 
línea de riñón embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspensión, Graham 
y col., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de riñón de hámster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hámster 
chino/-DHFR(CHO, Urlaub y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77:4216 (1980)); células de Sertoli de ratón (TM4, 
Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de riñón de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de riñón de mono 
verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de 25 
riñón canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de hígado de rata de búfalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmón 
humano (W138, ATCC CCL 75); células hepáticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratón (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 línea de hepatoma humano (Hep G2). Células huésped se transforman con los vectores de expresión o clonación 
descritos anteriormente para la producción de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y cultivadas en medios de 30 
nutrientes convencionales modificados según sea adecuado para la inducción de promotores, selección de 
transformantes o amplificación de genes que codifican las secuencias deseadas. 
 
Introducción de ácidos nucleicos. En algunos casos, como el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 
se administra a un individuo proporcionando el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad como un ácido nucleico (por 35 
ejemplo, un ARN, por ejemplo, un ARNm; o un ADN, por ejemplo, un vector de expresión recombinante, un ADN lineal, 
un ADN circular, un plásmido, un vector viral, etc.) que codifica el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad. Esta 
descripción proporciona tales procedimientos y también los ácidos nucleicos para tales procedimientos. 
 
Por ejemplo, un ARNm que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad puede introducirse en una célula, y 40 
la célula puede a continuación secretar la proteína traducida. Como otro ejemplo, un ADN (p. ej., un vector de expresión 
recombinante, un ADN lineal, un ADN circular, un plásmido, un vector viral, etc.) que codifica un polipéptido mimético 
PD-1 de alta afinidad puede introducirse en una célula y la célula puede a continuación producir y secretar la proteína 
codificada. Por lo tanto, en algunos casos, un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad 
en cuestión incluye una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia señal (p. ej., aguas arriba de y en marco 45 
con la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) . Como reconocería 
fácilmente un experto en la materia, una secuencia de señal a la que se hace referencia aquí es una secuencia de 
aminoácidos en o cerca del extremo amino de una proteína naciente que puede ser reconocida por la partícula de 
reconocimiento de señal de una célula eucariota, dando como resultado el transporte de la proteína hacia la vía 
secretora de la célula, facilitando así la secreción de una proteína desde la célula (por ejemplo, la secuencia señal 50 
puede escindirse de la proteína). Se puede usar cualquier secuencia señal conveniente. 
 
En algunos casos, un ácido 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 continuación producir y secretar la proteína codificada. 
En algunos casos, la célula está in vitro. En algunos casos, la célula está ex vivo. En algunos casos, la célula está in 55 
vivo. Por ejemplo, en algunos casos, un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se 
introduce en una célula que está in vivo (por ejemplo, en algunos casos, se introduce un ácido nucleico que codifica 
un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en una célula in vivo administrando el ácido nucleico a un individuo). En 
algunos casos, un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión se introduce 
en una célula (por ejemplo, ex vivo, in vitro) y la célula se introduce a continuación en un individuo. En algunos casos, 60 
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la célula es autóloga del individuo (por ejemplo, la célula se aisló del individuo o es la progenie de una célula que se 
aisló del individuo). 
 
En algunos casos (p. ej., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. ej., in vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que 
se introduce un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión es una célula 5 
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 antígeno (APC), una célula dendrítica, un macrófago, un monocito, una célula 
NK y similares). En algunos casos (p. ej., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. ej., in vitro, ex vivo, in vivo), la 
célula en la que se introduce un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad es una célula 
madre (p. ej. , una célula madre hematopoyética, una célula madre pluripotente, una célula madre multipotente, una 10 
célula madre restringida de tejido, etc.). En algunos casos (p. ej., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. ej., in 
vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que se introduce un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de 
alta afinidad en cuestión 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 antígeno (APC), una célula 
dendrítica, un macrófago, un monocito, una célula NK y similares) o una célula madre (por ejemplo, una célula madre 15 
hematopoyética, una célula madre pluripotente, una célula madre multipotente, una célula madre con restricción de 
tejido, etc.). 
 
En algunos casos (p. ej., en cualquiera de los escenarios anteriores, p. ej., in vitro, ex vivo, in vivo), la célula en la que 
se introduce un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión es una célula T 20 
con un receptor de células T (TCR) diseñado (dicha célula también se denomina en esta invención una "célula T TCR 
diseñada"). Como se usa en esta invención, el término "célula T TCR diseñada" se refiere a cualquier célula T que 
tenga un receptor de células T que sea heterólogo a la célula T. Los ejemplos adecuados incluyen, pero no se limitan 
a (i) una célula T que incluye un receptor de antígeno quimérico (CAR) (dicha célula también se denomina en esta 
invención una "célula CAR-T" o una "célula CAR-T diseñada") ); y (ii) una célula T que incluye un TCR heterólogo que 25 
se une a un antígeno tal como un antígeno de cáncer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y similares (por ejemplo, 
dicha célula puede incluir un ácido nucleico que codifica los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR heterólogo, 
tal como un TCR que se une a un antígeno tal como un antígeno de cáncer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y 
similares). 
 30 
En algunos casos, una célula T diseñada TCR adecuada puede tener un TCR diseñado (por ejemplo, un TCR 
heterólogo que se une a un antígeno, un CAR, etc.) que se une a un marcador de cáncer (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 diseñada TCR adecuada 
puede tener un TCR diseñado (por ejemplo, un TCR heterólogo que se une a un antígeno, un CAR, etc.) que se une 35 
a un antígeno 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 diseñada TCR adecuada puede 
tener un TCR diseñado (por ejemplo, un TCR heterólogo que se une a un antígeno, 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 diseñada TCR 
adecuada puede tener un TCR diseñado (por ejemplo, un TCR heterólogo que se une a un antígeno, un CAR, etc.) 40 
que se une a PD-1 (por ejemplo, un CAR derivado de un anticuerpo anti-PD-1) . En algunos casos, una célula T 
diseñada TCR adecuada puede tener un TCR diseñado (por ejemplo, un TCR heterólogo que se une a un antígeno, 
un CAR, etc.) que se une a CD19 (por ejemplo, el CAR 1D3) . 
 
En algunos casos, un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión también 45 
incluye una secuencia de nucleótidos que codifica un receptor de células T (TCR). En algunos de estos casos, el ácido 
nucleico incluye secuencias de nucleótidos que codifican tanto un polipéptido alfa TCR como un polipéptido beta TCR 
del TCR. En algunos casos, un ácido nucleico que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 
también incluye una secuencia de nucleótidos que codifica los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR heterólogo 
(como un TCR que se une a un antígeno como un antígeno de cáncer, por ejemplo, MART1, NY-ESO-1, p53 y similares) 50 
y/o codifica un CAR (por ejemplo, un CAR de primera generación, un CAR de segunda generación, un CAR de tercera 
generación y similares). Los diversos componentes, incluida la secuencia que codifica un polipéptido mimético PD-1 
de alta afinidad en cuestión, así como las secuencias que codifican los polipéptidos TcR-alfa y TcR-beta de un TCR 
heterólogo 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 están operativamente unidos a 55 
un mismo promotor pueden estar separados por secuencias que permiten que las proteínas 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 ácidos nucleicos que codifican un polipéptido mimético PD-1 de alta 
afinidad en cuestión incluyen, pero no se limitan a, los representados en las Figs. 20A-20E y Figs. 21A-21D. 60 
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Un "vector" o "vector de expresión" es un replicón, como un plásmido, fago, virus o cósmido, al que se puede unir otro 
segmento de ADN, es decir, un "inserto", para lograr la replicación del segmento unido en una célula. 
 
Un "casete de expresión" comprende una secuencia de codificación de ADN unida operativamente a un promotor. 5 
"Unido operativamente" se refiere a una yuxtaposición donde los componentes así descritos están en una relación que 
les permite funcionar de la manera prevista. Por ejemplo, un promotor está unido operativamente a una secuencia 
codificante si el promotor afecta a su transcripción o expresión. 
 
Los términos "vector de expresión recombinante", "construcción de ADN" o "vector de expresión" y términos similares 10 
de la técnica se usan indistintamente en esta invención para referirse a una molécula de ADN que comprende un 
vector y al menos un inserto. Se pueden generar vectores de expresión recombinantes con el fin de expresar y/o 
propagar el(los) inserto(s), o para la construcción de otras secuencias de nucleótidos recombinantes. El(los) inserto(s) 
(por ejemplo, una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión) 
puede o no estar operativamente unido a una secuencia promotora y puede o no estar operativamente unido a 15 
secuencias reguladoras de ADN. Por lo tanto, en algunos casos, una secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión está operativamente unida a un promotor (por ejemplo, uno 
que es operable en un tipo celular deseado, por ejemplo, una célula eucariota, una célula de mamífero, 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 antígeno (APC), una célula dendrítica, un 20 
macrófago, un monocito, una célula NK, una célula madre, una célula madre hematopoyética, una célula madre 
pluripotente, una célula madre multipotente, una célula madre con restricción de tejido, etc.). 
 
Un promotor puede ser un promotor constitutivamente activo (es decir, un promotor que está constitutivamente en 
estado activo/“ON”), puede ser un promotor inducible (es decir, un promotor cuyo estado, activo/"ON" o inactivo/"OFF", 25 
es controlado por un estímulo externo, por ejemplo, la presencia de una temperatura, compuesto o proteína particular), 
puede ser un promotor espacialmente restringido (es decir, elemento de control transcripcional, potenciador, etc.) (por 
ejemplo, promotor específico de tejido, promotor específico del tipo celular, etc.), y puede ser un promotor 
temporalmente restringido (es decir, el promotor está en el estado "ON" u "OFF" durante etapas específicas del 
desarrollo embrionario o durante etapas específicas de un procedimiento biológico, por ejemplo, ciclo del folículo piloso 30 
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 expresión por cualquier polimerasa ARN (por ejemplo, pol I, pol II, pol III). Los promotores 35 
ejemplares incluyen, pero sin limitación, el promotor temprano SV40, el promotor de repetición terminal larga (LTR) 
del virus del tumor mamario de ratón; promotor tardío principal de adenovirus (Ad MLP); un promotor del virus del 
herpes simple (HSV), un promotor de citomegalovirus (CMV) como la región promotora temprana inmediata del CMV 
(CMVIE), un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), un promotor nuclear pequeño U6 humano (U6) (Miyagishi 
y col., Nature Biotechnology 20, 497 - 500 (2002)), un promotor U6 mejorado (por ejemplo, Xia y col., Nucleic Acids 40 
Res. 2003 Sep 1;31(17)), un promotor H1 humano (H1), y similares. 
 
Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero sin limitación, promotor de polimerasa ARN T7, promotor de 
polimerasa ARN T3, promotor regulado por isopropil-beta-D-tiogalactopiranósido (IPTG), promotor inducido por lactosa, 
promotor de choque térmico, promotor regulado por tetraciclina, promotor regulado por esteroides, promotor regulado 45 
por metal, promotor regulado por receptor de estrógeno, 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 estrógeno; una fusión de receptor de estrógeno; etc. 
 
En algunas realizaciones, el promotor es un promotor espacialmente restringido (es decir, un promotor específico del 50 
tipo celular, un promotor específico de tejido, etc.) de modo que, en un organismo multicelular, el promotor está activo 
(es decir, "ON ") en un subconjunto de células específicas. 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 elección del promotor adecuado (por ejemplo, un 
promotor específico del cerebro, un promotor que acciona la expresión en un subconjunto de neuronas, un promotor 55 
que acciona la expresión en la línea germinal, un promotor que acciona la expresión en los pulmones, un promotor 
que acciona la expresión en los músculos, un promotor que acciona la expresión en las células de los islotes del 
páncreas, etc.) dependerá del organismo. Por ejemplo, se conocen varios promotores restringidos espacialmente para 
plantas, moscas, gusanos, mamíferos, ratones, etc. Por lo tanto, se puede usar un promotor restringido espacialmente 
para regular la expresión de un ácido nucleico que codifica un polipéptido modificador dirigido al sitio en cuestión en 60 
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una amplia variedad de diferentes tipos de tejidos y tipos celulares, dependiendo del organismo. Algunos promotores 
restringidos espacialmente también están restringidos temporalmente, de modo que el promotor está en el estado 
"ON" u "OFF" durante etapas específicas del desarrollo embrionario o durante etapas específicas de un procedimiento 
biológico (por ejemplo, ciclo del folículo piloso en ratones). 
 5 
Para fines ilustrativos, los ejemplos de promotores restringidos espacialmente incluyen, pero no se limitan a, 
promotores específicos de neuronas, promotores específicos de adipocitos, promotores específicos de cardiomiocitos, 
promotores específicos de músculo liso, promotores específicos de fotorreceptores, etc. Los promotores incluyen, pero 
no se limitan a, un promotor de enolasa específica de neurona (NSE) (ver, por ejemplo, EMBL HSENO2, X51956); un 
promotor de la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos (AADC); un promotor de neurofilamentos (ver, por ejemplo, 10 
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 15 
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 proteína básica de 
mielina (MBP); un promotor de la proteína quinasa II-alfa dependiente de Ca2+-calmodulina (CamKIIα) (ver, por 
ejemplo, Mayford y col. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 93:13250; y Casanova y col. (2001) Genesis 31:37); un 20 
promotor del potenciador del CMV/factor β de crecimiento derivado de plaquetas (ver, p.ej., Liu y col. (2004) Gene 
Therapy 11:52-60); y similares. 
 
Los promotores espacialmente restringidos específicos de adipocitos incluyen, entre otros, el promotor/potenciador 
del gen aP2, por ejemplo, una región de -5,4 kb a +21 pb de un gen aP2 humano (ver, por ejemplo, Tozzo y col. (1997) 25 
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 ácido 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) 30 
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. 
 35 
Los promotores restringidos espacialmente específicos de cardiomiocitos incluyen, pero no se limitan a, secuencias 
de control derivadas de los siguientes genes: cadena ligera de miosina-2, cadena pesada de α-miosina, AE3, troponina 
C cardíaca, actina cardíaca 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. 89:4047-40 
4051. 
 
Los promotores restringidos espacialmente específicos del músculo liso incluyen, pero no se limitan a, un promotor de 
SM22α (ver, por ejemplo, Akyürek y col. (2000) Mol. Med. 6:983; y Patente de EE. UU. Nº 7.169.874); un promotor de 
esmotelina (ver, por ejemplo, WO 2001/018048); un promotor de actina del músculo liso α; y similares. Por ejemplo, 45 
se ha demostrado que una región de 0,4 kb del promotor de SM22α, dentro del cual se encuentran dos elementos 
CArG, median la expresión específica de la célula del músculo 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). 
 50 
Los promotores restringidos espacialmente específicos 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 proteína de unión 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. 55 
 
Los términos "secuencias reguladoras de ADN", "elementos de control" y "elementos reguladores", usados 
indistintamente en esta invención, se refieren a secuencias de control transcripcionales y traduccionales, tales como 
promotores, potenciadores, señales de poliadenilación, terminadores, señales de degradación de proteínas y similares, 
que proporcionan y/o regulan la transcripción de una secuencia no codificante (p. ej., ARN dirigido al ADN) o una 60 
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secuencia codificante (p. ej., polipéptido modificador dirigido al sitio, o polipéptido Cas9/Csn1) y/o regulan la traducción 
de un polipéptido codificado. 
 
Vectores de expresión 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, 5 
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, Ali y 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, 10 
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 15 
del sarcoma mieloproliferativo, y virus del tumor mamario); y similares. 
 
Se conocen numerosos vectores de expresión por los expertos en la materia, y muchos están 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 20 
siempre que sea compatible con la célula huésped. 
 
Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, puede usarse en el vector de expresión cualquiera de una serie 
de elementos de control de transcripción y traducción adecuados, incluyendo promotores constitutivos e inducibles, 
elementos potenciadores de la transcripción, terminadores de la transcripción, etc. (ver, por ejemplo, Bitter y col. (1987) 25 
Methods in Enzymology, 153:516-544). 
 
También se proporcionan en esta descripción células que incluyen un ácido nucleico (por ejemplo, como se describe 
anteriormente) que incluye una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad 
en cuestión. Dicha célula puede ser una célula de cualquier organismo (por ejemplo, una célula bacteriana, una célula 30 
arqueana, una célula de un organismo eucariota unicelular, una célula de planta, una célula de alga, una célula fúngica 
(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. ej., pez, anfibio, reptil, ave, 
mamífero), una célula de un mamífero, una célula de un roedor, una célula de un ser humano, etc.). 
 35 
Procedimientos de uso 
 
Se describen procedimientos para tratar, reducir y/o impedir el cáncer; tratar, reducir y/o impedir la infección (p. ej., 
infección crónica); y/o para tratar, reducir y/o impedir una enfermedad o trastorno inmunológico (p. ej., una enfermedad 
inflamatoria, una afección asociada con la inmunosupresión, etc.) (p. ej., esclerosis múltiple, artritis y similares). Por 40 
ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede usarse como un 
estimulante inmune (por ejemplo, usado para inmunopotenciación). 
 
En algunos casos, los procedimientos en cuestión reducen el número de células cancerosas en un individuo. En 
algunos casos, los procedimientos en cuestión resultan en una reducción del tamaño del tumor. En algunos casos, los 45 
procedimientos en cuestión resultan en una reducción del tamaño del tumor. En algunos casos, los procedimientos en 
cuestión reducen la unión de PD-1 en una primera célula con PD-L1 en una segunda célula. 
 
En algunos casos, un procedimiento en cuestión es un procedimiento de diagnóstico y/o pronóstico para un individuo 
(p. ej., diagnóstico y/o pronóstico del cáncer en un individuo). Por ejemplo, los polipéptidos miméticos PD-1 de alta 50 
afinidad son útiles 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 descripción), que se puede 
usar para diversos fines, como reactivos para diagnóstico/pronóstico. Por ejemplo, en algunos casos, un procedimiento 
en cuestión es un procedimiento de diagnóstico o pronóstico de cáncer en un individuo (por ejemplo, un cáncer en el 
que la presencia, nivel, y/o ubicación de PD-L1 detectable puede ser diagnóstico y/o pronóstico). 55 
 
La inhibición de la señalización celular mediada por PD-1 por agentes terapéuticos (p. ej., un polipéptido mimético PD-
1 de alta afinidad en cuestión) puede activar las células inmunes (p. ej., 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 infección 
viral, y restablecer la vigilancia inmune y la función de memoria inmune para tratar enfermedades humanas. Ejemplos 60 
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de síntomas, dolencias y/o enfermedades que pueden tratarse con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en 
cuestión incluyen, pero no se limitan a, cáncer (cualquier forma de cáncer, que incluye, pero no se limita a: carcinomas, 
tumores de tejidos blandos, sarcomas, teratomas, melanomas, leucemias, linfomas, cánceres cerebrales, tumores 
sólidos, mesotelioma (MSTO), etc.); infección (por ejemplo, infección crónica); y/o una enfermedad o trastorno 
inmunológico (por ejemplo, una enfermedad inflamatoria) (por ejemplo, esclerosis múltiple, artritis y similares). Por 5 
ejemplo, en algunos casos, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede usarse como un 
estimulante inmune (por ejemplo, usado para inmunopotenciación). Cualquier enfermedad, trastorno o dolencia que 
implique inmunosupresión (por ejemplo, causada por una señal inmunosupresora inducida por la señalización PD-1, 
PD-L1 o PD-L2) puede tratarse usando un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión. 
 10 
Cualquier cáncer es un cáncer adecuado para ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestión. En 
algunos casos, las células cancerosas del cáncer expresan PD-L1 (es decir, son positivas para la expresión de PD-
L1). En algunos casos, las células cancerosas del cáncer no expresan PD-L1, sin embargo, estos cánceres todavía 
se pueden tratar con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad (p. ej., debido a la inmunopotenciación por el 
polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad). 15 
 
Como se usa en esta invención, "cáncer" incluye cualquier forma de cáncer, incluidos, entre otros, cánceres de tumor 
sólido (por ejemplo, pulmón, próstata, mama, vejiga, colon, ovario, páncreas, riñón, hígado, glioblastoma, 
meduloblastoma , leiomiosarcoma, carcinomas de células escamosas de la cabeza y del cuello, melanomas, 
neuroendocrinos; etc.) y cánceres líquidos (p. ej., cánceres hematológicos); carcinomas tumores de tejidos blandos; 20 
sarcomas; teratomas; melanomas; leucemias; linfomas y cánceres cerebrales, que incluyen enfermedad residual 
mínima, y que incluyen tumores tanto primarios como metastásicos. Cualquier cáncer es un cáncer adecuado para 
ser tratado por los procedimientos y composiciones en cuestión. 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 está tratando expresan PD-L1). 25 
 
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 (cáncer que comienza en las células glandulares 
(secretoras)), por ejemplo, los cánceres de mama, páncreas, pulmón, próstata y colon pueden ser adenocarcinomas; 30 
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 transición; carcinoma de colon; carcinoma nasofaríngeo; carcinoma de células renales 
quístico multilocular; carcinoma de células de avena; carcinoma de pulmón de células grandes; carcinoma de pulmón 
de células pequeñas; carcinoma de pulmón de células no pequeñas; y similares. Los carcinomas se pueden encontrar 35 
en próstata, páncreas, colon, cerebro (generalmente como metástasis secundarias), pulmón, 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; 40 
sarcoma de células claras; tumor desmoplásico de células pequeñas y redondas; dermatofibrosarcoma protuberans; 
tumor del estroma endometrial; sarcoma de Ewing; fibromatosis (desmoide); fibrosarcoma infantil; tumor del estroma 
gastrointestinal; tumor óseo de células gigantes; tumor de células gigantes tenosinoviales; tumor miofibroblástico 
inflamatorio; leiomioma uterino; leiomiosarcoma; lipoblastoma; lipoma típico; lipoma de células fusiformes o pleomorfo; 
lipoma atípico; lipoma condroide; liposarcoma bien diferenciado; liposarcoma mixoide/de células redondas; 45 
liposarcoma pleomórfico; 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; 50 
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 pleomórfico de tejidos blandos; y neoplasias derivadas de fibroblastos, miofibroblastos, histiocitos, células 
vasculares/células endoteliales y células de la vaina nerviosa. 
 55 
Un sarcoma es un tipo raro de cáncer que surge en las células de origen mesenquimatoso, por ejemplo, en los huesos 
o en los tejidos blandos del cuerpo, incluidos los cartílagos, las grasas, los músculos, los vasos sanguíneos, los tejidos 
fibrosos u otros tejidos conectivos o de soporte. Los diferentes tipos de sarcoma se basan en el lugar donde se forma 
el cáncer. Por ejemplo, el osteosarcoma se forma en los huesos, el liposarcoma en las grasas y el rabdomiosarcoma 
en los músculos. Los ejemplos de sarcomas incluyen, entre otros: tumor de Askin; sarcoma botrioides; condrosarcoma; 60 
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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 desmoplásico de células pequeñas y redondas; sarcoma epitelioide; 
condrosarcoma extraesquelético; osteosarcoma extraesquelético; fibrosarcoma; tumor estromal gastrointestinal 
(GIST); hemangiopericitoma; hemangiosarcoma (más comúnmente conocido como "angiosarcoma"); sarcoma de 5 
Kaposi; leiomiosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; tumor maligno de la vaina de nervios periféricos (MPNST); 
neurofibrosarcoma; sarcoma sinovial; sarcoma pleomórfico 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 10 
ectodermo), que incluyen, por ejemplo, cabello, músculos y huesos. Los teratomas se producen con mayor frecuencia 
en los ovarios en las mujeres, los testículos en los hombres y el coxis en los niños. 
 
El melanoma es una forma de cáncer 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, 15 
como los ojos o los intestinos. 
 
Las leucemias son cánceres que comienzan en el tejido formador de sangre, como la médula ósea, y hacen que se 
produzca un gran número de células sanguíneas anormales que ingresan al torrente sanguíneo. Por ejemplo, las 
leucemias pueden originarse en células derivadas de la médula ósea que normalmente maduran en el torrente 20 
sanguíneo. Las leucemias reciben su nombre por la rapidez con que se desarrolla y progresa la enfermedad (p. ej., 
aguda versus crónica) y por el tipo de glóbulos blancos afectados (p. ej., mieloides versus linfoides). Las leucemias 
mieloides también se denominan leucemias mielógenas o mieloblásticas. Las leucemias linfoides también se llaman 
leucemia linfoblástica o linfocítica. Las células de leucemia linfoide pueden acumularse en los ganglios linfáticos, que 
pueden inflamarse. Ejemplos de leucemias incluyen, sin limitación: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia 25 
linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide crónica (LMC) y leucemia linfocítica crónica (LLC). 
 
Los linfomas son cánceres que comienzan en las células del sistema inmune. Por ejemplo, los linfomas pueden 
originarse en células derivadas de la médula ósea que normalmente maduran en el sistema linfático. Hay dos 
categorías básicas de linfomas. Un tipo es el linfoma de Hodgkin (LH), que se caracteriza por la presencia de un tipo 30 
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 clásico (LHC), LHC de celularidad mixta, LHC de 
agotamiento de linfocitos, LHC rico en linfocitos y LH predominante de linfocitos nodulares. 
 
La otra categoría de linfoma es el linfoma no Hodgkin (LNH), que incluye un grupo grande y diverso de cánceres de 35 
células del sistema inmune. Los linfomas no Hodgkin se pueden dividir en cánceres que tienen un curso indolente 
(crecimiento lento) y aquellos que tienen un curso agresivo (crecimiento rápido). 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 anaplásico de células grandes, linfoma angioinmunoblástico, linfoma de células NK blásticas, linfoma de Burkitt, 
linfoma tipo Burkitt (linfoma de células pequeñas no escindidas), leucemia linfocítica crónica/linfoma linfocítico pequeño, 40 
linfoma de células T cutáneas, linfoma difuso de células B grandes, linfoma de células T de tipo enteropatía, linfoma 
folicular, linfomas hepatoesplénicos de células T gamma-delta, leucemias de células T; linfoma linfoblástico; linfoma 
de células del manto; linfoma de zona marginal; linfoma de células T nasales; linfoma pediátrico; 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. 45 
 
Los cánceres cerebrales incluyen cualquier cáncer de los tejidos del cerebro. Los ejemplos de cánceres cerebrales 
incluyen, entre otros: gliomas (p. ej., glioblastomas, astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas y similares), 
meningiomas, adenomas pituitarios, schwannomas vestibulares, tumores neuroectodérmicos primitivos 
(meduloblastomas), etc. 50 
 
Como se usa en esta invención, el término "infección" se refiere a cualquier estado en al menos una célula de un 
organismo (es decir, un sujeto) que está infectado por un agente infeccioso (por ejemplo, un sujeto tiene una infección 
por patógeno intracelular, por ejemplo, una infección crónica por patógeno intracelular). Como se usa en esta invención, 
el término "agente infeccioso" se refiere a una entidad biológica extraña (es decir, un patógeno) que induce PD-L (PD-55 
L1 y/o PD-L2) (p. ej., aumento de la expresión 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 patógenos intracelulares son 
de particular interés. Las enfermedades infecciosas son trastornos causados por agentes infecciosos. Algunos agentes 
infecciosos no causan síntomas o enfermedades reconocibles en ciertas afecciones, pero tienen el potencial de causar 
síntomas o enfermedades en condiciones cambiantes. Los procedimientos en cuestión pueden usarse en el 60 
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tratamiento de infecciones por patógenos crónicos, por ejemplo, incluyendo, pero sin limitación, 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, etc.; y protozoarios 
patógenos intracelulares, por ejemplo, Plasmodium sp, Trypanosoma sp., Giardia sp., Toxoplasma sp., Leishmania sp., 5 
etc. 
 
Las enfermedades infecciosas que se pueden tratar con un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión 
incluyen, pero no se limitan a: VIH, Influenza, Herpes, Giardia, Malaria, Leishmania, la infección patógena por el virus 
Hepatitis (A, B, & C), virus del herpes (p. ej., VZV, HSV-I, HAV-6, HSV-II y CMV, virus de Epstein Barr), adenovirus, 10 
virus de la gripe, flavivirus, echovirus, rinovirus, virus coxsackie, cornovirus, virus sincitial respiratorio, virus de las 
paperas, rotavirus, virus del sarampión, 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, infección 
patógena por la bacteria clamidia, bacterias rickettsiales, micobacteria, estafilococos, estreptococos, neumonococos, 
meningococos y conococos, klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, E. coli, legionella, difteria, salmonella, bacilos, 15 
cólera, tétano, botulismo, antrax, peste, leptospirosis, y bacteria de la enfermedad de Lyme, infección patógena 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 infección patógena por los parásitos Entamoeba 
histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp., Pneumocystis 20 
carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, 
Toxoplasma gondi, y/o Nippostrongylus brasiliensis. 
 
En algunas realizaciones, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede bloquear las señales 
inhibidoras inducidas por PD-L (por ejemplo, PD-L1 y/o PD-L2), y por lo tanto permiten la activación de una célula 25 
inmune. Por lo tanto, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede facilitar y/o estimular la 
producción 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 antígeno-anticuerpo) 
que interactúa con una célula inmune activa la célula inmune e induce la producción de citocinas por la célula inmune, 
pero esta activación (estimulación) puede ser inhibida por PD-L en la superficie de una segunda célula. Un polipéptido 30 
mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede usarse para alterar la inmunorrespuesta de una célula inmune y, por 
lo tanto, puede ser útil para tratar o impedir una enfermedad o trastorno inmunológico (por ejemplo, un trastorno 
asociado con inmunosupresión). En otras palabras, un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad en cuestión puede 
usarse para inmunopotenciación (estimulación del sistema inmune) como un agente que simula el sistema inmune. 
 35 
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 cuestión, incluidas, 
entre otras, combinaciones de un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad con un fármaco (por ejemplo, un fármaco 
quimioterapéutico, un anticuerpo específico para tumores, un fármaco antiinflamatorio, un fármaco para tratar 
infecciones, un inmunoestimulante, es decir, un inmunopotenciador, un agente que simula el sistema inmune, etc.). 40 
 
Las dosis efectivas de las composiciones para el tratamiento del cáncer varían dependiendo de muchos factores 
diferentes, como los medios de administración, el sitio diana, el estado fisiológico en cuestión, si el sujeto es humano 
o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profiláctico o terapéutico. Usualmente, el paciente 
es un ser humano, pero también se pueden tratar mamíferos no humanos, por ejemplo, animales de compañía como 45 
perros, gatos, caballos, etc., mamíferos de laboratorio como conejos, ratones, ratas, etc., 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 más 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 50 
peso corporal, o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. Un régimen de tratamiento ejemplar implica la administración una 
vez cada dos semanas o una vez por mes o una vez cada 3 a 6 meses. Las entidades terapéuticas de la presente 
descripción generalmente se administran en múltiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones simples pueden 
ser semanalmente, mensualmente o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares como se indica 
midiendo los niveles sanguíneos de la entidad terapéutica en el paciente. Alternativamente, las entidades terapéuticas 55 
de la presente descripción pueden administrarse como una formulación de liberación sostenida, en cuyo caso se 
requiere una administración menos frecuente. La dosificación y la frecuencia varían según la vida media del polipéptido 
en el paciente. 
 
En aplicaciones profilácticas, se puede administrar una dosificación relativamente baja a intervalos relativamente poco 60 
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frecuentes durante un largo período de tiempo. Algunos pacientes continúan 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 progresión de la enfermedad se reduzca o termine, y preferiblemente hasta que el paciente muestre 
una mejoría parcial o completa de los síntomas de la enfermedad. Posteriormente, la patente puede administrarse en 
un régimen profiláctico. 5 
 
Los procedimientos de la presente descripción incluyen tratar, reducir o impedir cualquiera de las afecciones, dolencias 
y/o enfermedades discutidas anteriormente (p. ej., crecimiento tumoral, metástasis tumoral o invasión tumoral de 
cánceres, incluidos linfomas, leucemias, carcinomas, melanomas, glioblastomas, sarcomas, mielomas, etc.). Para 
aplicaciones profilácticas, composiciones farmacéuticas o medicamentos se administran a un paciente susceptible a, 10 
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 síntomas bioquímicos, histológicos, cognitivo y/o 
conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y fenotipos patológicos intermedios que se presentan durante el 
desarrollo de la enfermedad. 
 15 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión pueden usarse in vitro y in vivo para monitorear el curso 
de la terapia de la enfermedad, por ejemplo, midiendo el aumento o la disminución en el número de células que 
expresan PD-L (PD-L1 y/o PD-L2), particularmente células infectadas crónicamente 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. 20 
 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión pueden usarse in vitro en ensayos de unión en los que 
pueden utilizarse en fase líquida o unirse a un vehículo en fase sólida. Además, 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 citometría de flujo, por ejemplo, FACS, MACS, 25 
histoquímica, inmunoensayos competitivos y no competitivos en formato directo o indirecto; y similares. La detección 
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 simultáneo, incluidos los ensayos histoquímicos en muestras fisiológicas. 
 
Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión pueden unirse a muchos vehículos diferentes y usarse 30 
para detectar la presencia de PD-L (PD-L1 y/o PD-L2) que expresan células. Ejemplos de vehículos bien conocidos 
incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, 
poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La naturaleza del vehículo puede ser soluble o insoluble para los fines de la 
descripción. Los expertos en la materia conocerán otros vehículos adecuados para unir proteínas, o podrán 
determinarlos, utilizando experimentación de rutina. 35 
 
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 descripción incluyen, pero no se limitan a, 
enzimas, radioisótopos, compuestos fluorescentes, metales coloidales, nanopartículas, compuestos 
quimioluminiscentes y compuestos bioluminiscentes. Los expertos en la materia conocerán otras etiquetas adecuadas 40 
para unión a los polipéptidos de la descripción, o podrán determinarlos, utilizando experimentación de rutina. Además, 
la unión de estas etiquetas a los polipéptidos de la descripción se puede hacer usando técnicas estándar comunes a 
los expertos en la materia. 
 
PD-L puede ser detectado por polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad en cuestión cuando está presente en 45 
fluidos y tejidos biológicos. Se puede usar cualquier muestra que contenga una cantidad detectable de PD-L. Una 
muestra puede ser un líquido como orina, saliva, líquido cefalorraquídeo, sangre, suero y similares, o un sólido o 
semisólido como tejidos, heces, biopsia y similares, o, alternativamente, un tejido sólido como aquellos comúnmente 
utilizados en el diagnóstico histológico. 
 50 
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 continuación específicamente por medio de 
una segunda reacción. Por ejemplo, es común usar haptenos como la biotina, que reacciona con avidina, o dinitrofenol, 
piridoxal o fluoresceína, que pueden reaccionar con anticuerpos anti-hapteno específicos. 
 55 
Los conjugados para imágenes de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad se pueden administrar al sujeto en 
una serie de más de una administración. Las composiciones conjugadas para imágenes pueden administrarse en un 
momento apropiado antes de la técnica de visualización. Por ejemplo, la administración dentro de una hora antes de 
la inspección visual directa puede ser apropiada, o la administración dentro de las doce horas antes de una exploración 
TEP o IRM puede ser apropiada. Sin embargo, se debe tener cuidado de no dejar pasar demasiado tiempo entre la 60 
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administración y la visualización, ya que el compuesto para imágenes puede eliminarse del sistema del paciente. 
 
Las composiciones para el tratamiento (por ejemplo, para el tratamiento del cáncer, infección crónica, inmunosupresión, 
inflamación, etc.) pueden administrarse por vía parenteral, tópica, intravenosa, intratumoral, oral, subcutánea, 
intraarterial, intracraneal, intraperitoneal, medios intranasales o intramusculares. Una ruta típica de administración es 5 
intravenosa o intratumoral, aunque otras rutas pueden ser igualmente efectivas. 
 
Las composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones líquidas o suspensiones; también 
se pueden preparar formas sólidas adecuadas para solución o suspensión en vehículos líquidos antes de la inyección. 
La preparación también se puede emulsionar o encapsular en liposomas o micropartículas tales como polilactida, 10 
poliglicólido o copolímero para un efecto adyuvante mejorado, como se discutió anteriormente. Langer, Science 249: 
1527, 1990 y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Los agentes de esta descripción pueden 
administrarse en forma de una inyección de depósito o preparación de implante que puede formularse de tal manera 
que permita una liberación sostenida o pulsátil del ingrediente activo. Por ejemplo, las formulaciones adecuadas 
pueden ser estériles y/o sustancialmente isotónicas y/o en cumplimiento absoluto con todas las leyes sobre prácticas 15 
de buena fabricación (GPM) de la Administración de Alimentos y Fármacos de EE. UU. 
 
La toxicidad de los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad descritos en esta invención se puede determinar 
mediante procedimientos farmacéuticos estándar en cultivos celulares o animales de experimentación, por ejemplo, 
determinando la DL50 (la dosis letal para el 50 % de la población) o la DL100 (la dosis letal para el 100 % de la población). 20 
La relación de la dosis entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico. Los datos obtenidos de estos 
ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificación que no sea 
tóxico para uso en humanos. La dosificación de las proteínas descritas en esta invención se encuentra preferiblemente 
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la dosis efectiva con poca o ninguna toxicidad. La 
dosificación puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificación empleada y la vía de 25 
administración utilizada. La formulación exacta, la vía de administración y la dosificación pueden ser elegidas por el 
médico individual en vista de la condición del paciente. 
 
También se describen kits que comprenden las composiciones (p.ej., polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad y 
formulaciones de los mismos) de la descripción y las instrucciones de uso. El kit puede contener además al menos un 30 
reactivo adicional, por ejemplo, un fármaco quimioterapéutico, un anticuerpo antitumoral y un fármaco contra la 
infección, por ejemplo, un fármaco 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 acompaña al kit. 
 35 
CLAVE PARA EL LISTADO DE SECUENCIAS 
 

Proteína PD-1 humana natural 
(también conocida como PDCD1, CD279, PD1, SLEB2, hPD-1, hPD-I y hSLE1) 
(negrita: dominio transmembrana, aminoácidos 168-191; subrayado: aminoácidos 26-147) 40 

 

 
 

Fragmento de polipéptido PD-1 humano natural (R87, N91 y R122 están subrayados) 
(ejemplo de un polipéptido mimético PD-1 en cuestión; un "polipéptido mimético PD-1 de fragmento natural") 45 
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HAC-I PD-1 (Consenso de alta afinidad con isoleucina en la posición 41) 
 

 
 

HAC-V PD-1 (Consenso de alta afinidad con valina en la posición 41) 5 
 

 
 

G2 4-1 (Generación 2, clon 4-1) 
 10 

 
 

G2 4-2 
 

 15 
 

G2 4-3 
 

 
 20 

G2 4-5 
 

 
 

G2 4-12 25 
 

 
 

G1 4-12 
 30 

 
 

G1 4-2 
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G1 4-5 
 5 

 
 

G1 4-1 
 

 10 
 

G1 4-4 
 

 
 15 

G1 4-10 
 

 
 

G2 4-10 20 
 

 
 

G2 4-14 
 25 

 
 

G2 4-4 
 

 30 
 

G2 4-22 
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G2 4-6 
 

 5 
 

G2 4-7 
 

 
 10 

G2 4-18 
 

 
 

G2 4-23 15 
 

 
 

Polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad multimerizados (p. ej., para una farmacocinética mejorada) (es decir, 
fusión a un dominio de multimerización) 20 
HAC-V 'microcuerpo' 
(HAC-V PD-1 fusionado al dominio lgG1 CH3 humano, incluida la región bisagra) 

 

 
 25 

HAC-V Fc fusión 
(HAC-V PD-1 fusionada con IgG humana Fc; aquí lgG4 humana para funciones efectoras reducidas (en 
comparación con otras regiones Fc) y mutación S228P para impedir el intercambio de brazos fab; enlazador AAA 
entre la variante PD-1 y Fc está incluido) 

 30 
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Fusiones a citocinas "atenuadas" 
Ejemplo: HAC-IL2 (F42A/D20T) 

 5 

 
 

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

 10 

 
 

Fusiones a agonistas de CD40 
Ejemplo: HAC-CD40L 

 15 

 
 

Fusiones a inhibidores de BTLA y/o CD160 
Ejemplo: señuelo HAC-BTLA: 

 20 

 
 

Fusiones a inhibidores de TIM3 y/o CEACAM1 
Ejemplo: Señuelo HAC-TIM3: 

 25 
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Mutantes de cisteína (p. ej., para etiquetado TEP) 
HAC-VN91C 

 5 

 
 

HAC-VR87C 
 

 10 
 

HAC-VR122C 
 

 
 15 
La invención se describe ahora con más detalle por medio de los siguientes ejemplos. 
 
EXPERIMENTACIÓN 
 
Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a aquellos expertos habituales en la materia una descripción y 20 
revelación completas sobre cómo preparar y usar la presente invención, y no pretenden limitar el alcance de lo que 
los inventores consideran su invención ni pretenden representar que los experimentos a continuación sean todos o los 
únicos experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precisión en relación con los números 
usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), 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 25 
molecular promedio en peso, la temperatura es en grados centígrados y la presión es igual o cercana a la atmosférica. 
 
Además, debido a la redundancia de codones, se pueden hacer cambios en la secuencia de ADN subyacente sin 
afectar la secuencia de la proteína. Además, debido a consideraciones de equivalencia funcional biológica, se pueden 
hacer cambios en la estructura de la proteína sin afectar la acción biológica en especie o cantidad. 30 
 
Ejemplo 1 
 
El siguiente ejemplo demuestra la creación de polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad que antagonizan 
efectivamente la interacción entre PD-1 y su ligando PD-L1. Los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad pueden 35 
usarse como agentes terapéuticos para las mismas indicaciones que los anticuerpos PD-1 y PD-L1 (por ejemplo, los 
que están actualmente en ensayos clínicos). 
 
La Fig. 1A representa un esquema que ilustra PD-L1 en la superficie de una célula tumoral que se une específicamente 
a PD-1 en la superficie de una célula T para inhibir la activación de la célula T, permitiendo así que la célula tumoral 40 
evada la destrucción por el sistema inmune.La Fig. 1B representa un esquema que ilustra un polipéptido mimético 
PD-1 de alta afinidad en cuestión que se une específicamente a PD-L1 en la superficie de una célula cancerosa, 
reduciendo así la capacidad de la célula cancerosa para inhibir la activación de las células T, lo que, a su vez, reduce 
la capacidad de la célula cancerosa para evadir la respuesta inmune. 
 45 
La Fig. 2A describe una representación estructural de la interacción 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 
mutagenizó un polipéptido mimético PD-1 (que comprende residuos de aminoácidos naturales) en los residuos que 
contactan a PD-L1 para generar una biblioteca de primera generación (Generación 1) de polipéptidos mutados, que 
se exhibieron en la superficie de células de levadura. Selecciones basadas en la unión se realizaron a continuación 
usando 100 nM de PD-L1 humana biotinilada. Para detectar polipéptidos miméticos PD-1 que tienen una afinidad aún 5 
mayor por PD-L1, se generó una biblioteca de segunda generación (Generación 2) de polipéptidos mutados, 
enfocando la mutagénesis en posiciones convergentes. Se usó 1 nM de PD-L1 humana biotinilada para detectar la 
biblioteca de la Generación 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 10 
en cuestión) que se produjeron. Las variantes "G1" son de la biblioteca de la Generación 1, mientras que las variantes 
"G2" son de la biblioteca de la Generación 2 (ver Fig. 2A-2B). Cada columna numerada representa la posición de 
aminoácidos para cada residuo mostrado en relación 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 aminoácidos del PD-1 natural). Para cada 15 
polipéptido mimético PD-1 recuperado, la divergencia del residuo de aminoácido natural se indica con el código de 
una letra para la mutación 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 aminoácidos de consenso, y se denominan 
"HAC" (High Affinity Consensus - Consenso de Alta Afinidad). 20 
 
La Fig. 4 representa dos gráficos representativos de Resonancia de Plasmones Superficiales (RPS) de experimentos 
de unión (para la unión a PD-L1) que se realizaron. La vida media de disociación 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 
disociación para una variante de consenso de alta afinidad PD-1 HAC-I (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad 25 
en cuestión) fue de 42,4 minutos, lo que demuestra que el polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad se unió con 
afinidad mucho mayor a PD-L1 que el polipéptido mimético PD-1 nativo. 
 
A continuación, se realizaron experimentos para probar adicionalmente las características de unión de algunos de los 
polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad producidos en comparación con un polipéptido mimético PD-1 nativo. 30 
Las Figs. 5A-5C muestran que los polipéptidos miméticos PD-1 de alta afinidad producidos se unen potente y 
específicamente a PD-L1. Visualización con levadura: (Fig. 5A) PD-L1 humano, (Fig. 5B) PD-L2 humano, o (Fig. 5C) 
PD-L1 de ratón, se tiñeron con tetrámeros 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 
unión del polipéptido mimético PD-1 nativo marcado a PD-L1 se compitió con concentraciones variables de 35 
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) antagonizó la 
interacción 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 interacción PD-1/PD-L1 a concentraciones mucho más bajas que el polipéptido 40 
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 interacción PD-1:PD-L2, mientras 
que un polipéptido mimético PD-1 nativo antagonizó la interacción PD-1:PD-L2. Por lo tanto, estos polipéptidos 
miméticos PD-1 de alta afinidad particulares tenían una mayor afinidad por PD-L1 en comparación con la afinidad por 
PD-L1 del polipéptido mimético PD-1 nativo, pero tenían una afinidad disminuida por PD-L2 en comparación con la 45 
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 unión al PD-L1 de ratón (Fig. 5C). 
 
A continuación, se probó 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 expresó en la línea celular del melanoma 50 
humano SKMEL28 después de la inducción por estimulación con 2000 U/mL de interferón humano gamma (IFNγ) 
durante 24 horas (la tinción del PD-L1 se evaluó mediante citometría de flujo en condiciones inducidas (más IFNγ) 
versus no inducidas (menos IFNγ)). Células SKMEL28 estimuladas con IFNγ se tiñeron con tetrámeros 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 55 
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 (requería altas 
concentraciones para impedir) la unión del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado a las células SKMEL28 (IC50 
= 8,2 µM). Por el contrario, HAC-V (un polipéptido mimético PD-1 de alta afinidad) inhibió de manera potente la unión 
del polipéptido mimético PD-1 nativo etiquetado (IC50 de 210 pM). HAC-MBH (HAC-V, un polipéptido mimético PD-1 60 
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de alta afinidad, fusionado con el dominio CH3 de la lgG1 humana) inhibió la unión del polipéptido mimético PD-1 
nativo etiquetado con potencia adicionalmente mejorada (IC50 de 55 pM). 
 
Ejemplo 2: Variantes de PD-1 de alta afinidad diseñadas para inmunoterapia optimizada e imágenes por 
inmunoTEP. (algunos datos se comparten con el Ejemplo 1) 5 
 
La señalización a través del control inmune PD-1 permite la progresión del tumor al amortiguar las respuestas inmunes 
antitumorales. El bloqueo terapéutico del eje de señalización entre PD-1 y su ligando PD-L1 con anticuerpos 
monoclonales ha demostrado un éxito clínico notable en el tratamiento del cáncer. Sin embargo, los anticuerpos tienen 
limitaciones inherentes que pueden reducir su eficacia en este entorno, incluidos la pobre penetración tejido/tumor y 10 
funciones Fc-efectoras perjudiciales que agotan las células inmunes. Para determinar si la inmunoterapia dirigida PD-
1/PD-L1 podría mejorarse con terapias más pequeñas, sin anticuerpos, aquí se utilizó la evolución dirigida por 
visualización de superficie con levadura para diseñar 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 demostró 
una penetración tumoral superior sin inducir el agotamiento de las células T efectoras periféricas. De acuerdo con 15 
estas ventajas, en los modelos tumorales CT26 singénicos, PD-1 de alta afinidad fue eficaz en el tratamiento de 

tumores pequeños (~50 mm3) y grandes (>150 mm3), mientras que la actividad de los anticuerpos anti-PD-L1 fue 

completamente anulada contra tumores grandes. Además, PD-1 de alta afinidad fue radioetiquetado y aplicado como 
un trazador de imágenes 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 análisis histológico. Estos resultados resaltan 20 
la farmacología favorable de terapias pequeñas, sin anticuerpos, para mejorar la inmunoterapia del cáncer y el 
diagnóstico inmune. 
 
RESULTADOS 
 25 
Evolución dirigida de variantes de PD-1 de alta afinidad que antagonizan PD-L1. Dada su modesta afinidad por 
PD-L1 (KD de 8,2 µM)18, el ectodominio PD-1 natural es un pobre candidato para antagonizar competitivamente la 
interacción PD-1:PD-L1 en un contexto terapéutico. Por lo tanto, la afinidad de PD-1 por PD-L1 se mejoró utilizando 
la evolución dirigida con visualización de superficie con levadura. La estrategia diseñada empleó una estrategia de 
dos bibliotecas. Se usó una primera biblioteca para identificar "puntos activos" mutacionales que imparten grandes 30 
ganancias en afinidad, y una segunda biblioteca sirvió para determinar la combinación óptima de mutaciones 
beneficiosas derivadas de la primera biblioteca. 
 
Para diseñar la biblioteca inicial de "primera generación", se utilizó la estructura cristalina del complejo entre PD-1 
murino (mPD-1) y PD-L1 humano (hPD-L1)19 para identificar 22 residuos correspondientes en PD-1 humano (hPD-1) 35 
en la interfaz de contacto con PD-L1 para la aleatorización (Fig. 7A; Fig. 12A-12B). Esta biblioteca se mostró en la 
superficie de la levadura y se realizaron cuatro rondas de selección usando ectodominio hPD-L1 biotinilado 
recombinante como reactivo de selección (Fig. 7B, "Generación 1"). La caracterización biofísica de los clones restantes 
mostró 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 bioquímico pobre, con un rendimiento de expresión 40 
disminuido y una tendencia a la agregación. La inspección de las secuencias de las variantes (Fig. 7C) mostró un 
promedio de 16 mutaciones por clon, con varias de las posiciones aleatorias convergiendo en un pequeño conjunto 
de mutaciones (por ejemplo, V39, N41), mientras que otras posiciones parecían 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 generación" probablemente contenían una mezcla de 45 
mutaciones beneficiosas, mutaciones de pasajeros no funcionales y mutaciones nocivas, como era de esperar dada 
la gran diversidad teórica de la biblioteca (aproximadamente 1020) que fue muestreada con 108 transformantes de 
levadura. 
 
De este modo, se creó una biblioteca de "segunda generación" para eliminar las sustituciones innecesarias y 50 
perjudiciales, al tiempo que se optimizaban simultáneamente las combinaciones de mutaciones que imparten afinidad 
mejorada (Fig. 13A-13B). La biblioteca se centró en aquellas posiciones que parecían converger lejos del tipo natural 
y también introdujo variación en las posiciones "centrales" dentro del ectodominio PD-1 (Fig. 7A). A través de 5 rondas 
de selección, se obtuvieron variantes que se unían fuertemente a PD-L1 (Fig. 7B, "Generación 2"). En comparación 
con hPD-1 natural, las variantes seleccionadas se unieron a hPD-L1 con una afinidad mejorada 15.000-40.000 veces, 55 
y mostraron una fuerte tendencia hacia la convergencia en una secuencia de consenso de 10 sustituciones de 
aminoácidos 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 diferían solo por una isoleucina o valina en la posición 
41 (denominadas HAC-I y HAC-V, respectivamente), y se descubrió que no se podían distinguir por afinidad o 

E15829652
14-09-2020ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
51 

comportamiento bioquímico. Ambas variantes de HAC-PD-1 podían expresarse fácilmente, eran monoméricas y se 
unían a hPD-L1 con valores de KD de aproximadamente 100 pM (Fig. 7C). Al igual que con las otras variantes de alta 
afinidad, este aumento en la afinidad se debió en gran medida a una reducción dramática en la tasa de desactivación, 
produciendo vidas medias de disociación de aproximadamente 40 minutos, en comparación con menos de un segundo 
la interacción hPD-1:hPD-L1 natural (Fig. 8A). 5 
 
Para evaluar la capacidad de las variantes de PD-1 diseñadas para antagonizar PD-L1 en células cancerosas, se 
realizaron experimentos de unión competitiva en líneas celulares de melanoma humano y murino. En células SK-MEL-
28 humanas, HAC-V bloqueó la unión de tetrámeros PD-1 naturales con un IC50 de 210 pM, una mejora de 40.000 
veces en potencia en comparación con PD-1 natural (IC50 = 8,2 µM) (Fig. 8B). Aunque las selecciones se realizaron 10 
utilizando PD-L1 humano, HAC-V también mostró un bloqueo mejorado de PD-L1 en células murinas B16-F10 (IC50 = 
69 nM) en comparación con hPD-1 natural (IC50 = 2,6 µM), aunque con una potencia disminuida en relación con su 
bloqueo en células humanas (Fig. 8B). Para generar una variante HAC-PD-1 que podría antagonizar más eficazmente 
mPD-L1 para estudios in vivo, la secuencia de HAC-V se fusionó con el dominio CH3 dimérico de lgG1 humana para 
crear un "microcuerpo" HAC (HACmb; Fig. 14). En virtud de la mayor avidez impartida por su estructura dimérica, 15 
HACmb bloqueó potentemente tanto hPD-L1 (IC50 = 55 pM) como mPD-L1 (IC50 = 1,2 nM) en células SKMEL28 y B16-
F10, respectivamente (Fig. 8B). También se caracterizó la reactividad cruzada de HAC-PD-1 para el segundo ligando 
de PD-1, PD-L2. En experimentos de unión competitiva en levaduras que muestran el ectodominio de hPD-L2, HAC-
PD-1 no inhibió de manera medible la interacción PD-1:PD-L2, en comparación con PD-1 natural (IC50 = 2,5 µM; Fig. 
8B). Tomados en conjunto, estos resultados indicaron que HAC-PD-1 puede antagonizar de manera potente y 20 
específica PD-L1 (y, por lo tanto, también podría servir como un andamio modular para diseños adicionales). 
 
Estudios de penetración tumoral y agotamiento de células T Para evaluar la unión de PD-L1 y la penetración 
tumoral de HAC-PD-1 in vivo, se usaron técnicas de edición del genoma para generar sublíneas de la línea CT26 de 
cáncer de colon de ratón que fueron definitivamente negativas para la expresión de mPD-L1, o negativas para mPD-25 
L1 pero constitutivamente positivas para la expresión de hPD-L1. Estas líneas celulares positivas y negativas de PD-
L1 podrían distinguirse fácilmente mediante tinción in vitro con anticuerpo anti-hPD-L1 etiquetado fluorescentemente 
o con proteína HAC-PD-1 etiquetada fluorescentemente (Fig. 15A). Usando estas líneas de diseño, los ratones se 
injertaron bilateralmente con tumores PD-L1 negativos y hPD-L1 positivos. Una vez que los tumores habían crecido 
hasta aproximadamente 1 cm de diámetro, se administró sistémicamente una inyección intraperitoneal de una mezcla 30 
de anticuerpo anti-hPD-L1 etiquetado con fluoróforo y HAC-PD-1 etiquetado con fluoróforo. Después de 4 horas, se 
diseccionaron los tumores emparejados y se evaluó el grado de unión de cada agente utilizando microscopía de 
fluorescencia y análisis FACS. 
 
En todos los tumores negativos para PD-L1, el análisis histológico no reveló unión detectable por el anticuerpo anti-35 
PD-L1 o HAC-PD-1, confirmando la especificidad de ambos agentes (Fig. 9A). En contraste, se observó claramente 
la unión tanto del anticuerpo como de HAC-PD-1 en tumores positivos para hPD-L1, pero con distribuciones 
sorprendentemente diferentes. Mientras que la señal de fluorescencia asociada con el anticuerpo se limitaba a las 
regiones periféricas del tumor y las células inmediatamente adyacentes a los vasos, la tinción con HAC-PD-1 se 
extendió, extendiéndose a regiones profundas dentro del tumor (Fig. 9A y Fig. 15B). Estas observaciones cualitativas 40 
fueron respaldadas por el análisis FACS de tumores PD-L1 positivos y negativos emparejados después de la 
disociación no enzimática. 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 tinción de HAC-PD-1, y una población sustancial fue positiva tanto para el anticuerpo anti-PD-L1 
como para la unión de HAC-PD-1 (Fig. 9B). En contraste, pocas células, si alguna, fueron positivas solo para la tinción 45 
de anticuerpos anti-PD-L1 (Fig. 9B). La cuantificación de esta señal sobre múltiples experimentos reveló una ventaja 
significativa para la unión de HAC-PD-1 (p<1x10-4), con más 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 serían inaccesibles para la unión de anticuerpos. 
 50 
Además de su tamaño más pequeño, HAC-PD-1 carece de un dominio Fc y, por lo tanto, se razonó que, en contraste 
con los anticuerpos, no contribuiría a un agotamiento inmunomediado del número de células T circulantes. Para probar 
esta hipótesis, ratones Balb/c naturales fueron injertados con tumores derivados de la línea CT26 de cáncer de colon 
singénico, y comenzando 14 días después del injerto, se les administraron tratamientos diarios de PBS, anticuerpo 
anti-PD-L1 o HACmb (utilizado en este caso por su unión mejorada a mPD-L1). 72 horas después del inicio del 55 
tratamiento, los ratones inyectados con anticuerpo anti-PD-L1 mostraron una disminución del 15 % (p=0,011) de 
células T CD8+ en sangre circulante periférica (Fig. 9D). Aunque la expresión de PD-L1 fue detectable en la gran 
mayoría de las células CD4+ y CD8+ (Fig. 16), el efecto depletivo fue específico para las células T CD8+, moderando 
el compartimento CD4+ (Fig. 9D). A diferencia del anticuerpo, el tratamiento diario con la proteína 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 60 
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linfáticos fueron ligeramente más 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<1x10-4). Sin embargo, a diferencia 
de la sangre, donde no tuvo efecto, el tratamiento con HACmb condujo a una ligera disminución en los niveles de 
células T CD8+ en los ganglios linfáticos, aunque en un grado significativamente menor que el anticuerpo anti-PD-L1 
(Fig. 9E, ∼10 %, p=0,022). Esta observación sugiere que agentes dirigidos por PD-1/PD-L1 pueden tener efectos 5 
pleiotrópicos sobre la dinámica de las células T que incluyen el agotamiento mediado por Fc, así como la simulación 
del tráfico 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 ratón, se probó si este bloqueo podía, por extensión, 10 
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 habían 
demostrado ser sensibles a los anticuerpos anti-PD-L1. El día 7 después del injerto, cuando los tumores habían 
alcanzado un tamaño de aproximadamente 50 mm3 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 15 
esperaba, los tumores de ratones tratados con PBS crecieron rápidamente (Fig. 10B). Sin embargo, para el día 14, el 
tratamiento con anti-PD-L1 o HACmb ralentizó significativamente el crecimiento tumoral en relación con los controles 
(Fig. 10B, p=2x10-4 y p< p<1x10-4, respectivamente). Estos dos agentes mostraron una eficacia casi idéntica en este 
estudio de tumor pequeño, sin diferencia estadística 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 20 
pequeños, HACmb es indistintamente eficaz para el tratamiento de anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 bien 
validados. 
 
Muchos informes de modelos de cáncer de ratón dependen del tratamiento muy temprano de los tumores para 
demostrar efectos terapéuticos robustos, según el diseño del experimento inicial Sin embargo, dada la penetración 25 
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 planteó la hipótesis de que sus ventajas en comparación con los 
anticuerpos podrían ser más evidentes cuando se intenta tratar tumores más grandes y más desafiantes. Con este fin, 
se inició 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 alcanzó un volumen mínimo de 150 mm3, o 30 
aproximadamente tres veces el tamaño inicial promedio del experimento anterior, el ratón huésped fue aleatorizado 
en una cohorte y se inició 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 pequeños (Fig. 10B), en el caso de tumores más grandes, incluso la inyección diaria 
de anticuerpo anti-PD-L1 no logró registrar ninguna eficacia medible sobre el tratamiento con PBS ( Fig. 10D, izquierda, 35 
p=0,464). En marcado contraste, HACmb redujo significativamente el crecimiento tumoral en tumores grandes durante 
la duración del estudio, en comparación con cualquiera de los tratados con PBS (Fig. 10D, derecha, p<1x10-4) o 
ratones tratados con anticuerpos (Fig. 10D, izquierda, p<1x10-4). 
 
A continuación, se probó si la eficacia superior de HACmb como monoterapia se extendería en la configuración de 40 
combinación (p. ej., con anticuerpos anti-CTLA4). Por sí sola, la terapia con anticuerpos anti-CTLA4 fue efectiva en 
este modelo de tumor grande, retrasando el crecimiento de tumores en relación con el tratamiento con PBS (Fig. 10D, 
izquierda y derecha, p<1x10-4); sin embargo, el tratamiento conjunto con el anticuerpo anti-PD-L1 junto con el 
anticuerpo anti-CTLA4 no produjo ningún beneficio adicional sobre el anti-CTLA4 solo (Fig. 10D, izquierda, p=0,756). 
En contraste, HACmb mejoró la terapia anti-CTLA4, ya que los ratones tratados con una combinación de anti-CTLA4 45 
y HACmb tenían tumores significativamente más pequeños en comparación 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 
ratón. Es importante destacar que los resultados ilustran que los aumentos en el tamaño del tumor afectan 50 
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 tamaño), mientras que la proteína HAC-PD-1 sigue siendo eficaz en un 
modelo de tumor desafiante y clínicamente más realista. Por lo tanto, esta observación sugiere que los anticuerpos 
anti-PD-1 o anti-PD-L1 pueden no capturar completamente el beneficio terapéutico máximo del bloqueo PD-1:PD-L1, 
y que son posibles mejoras adicionales con agentes terapéuticos optimizados. 55 
 
Detección in vivo de la expresión de PD-L1 por Tomografía por Emisión de Positrones (TEP) con HAC-PD-1 
radioetiquetado con 64Cu. La expresión 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 expresión de PD-L1 en tumores 
se evalúa con mayor frecuencia mediante biopsia seguida de tinción inmunohistoquímica. Sin embargo, además del 60 
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riesgo asociado y las contraindicaciones del procedimiento de biopsia, el análisis de tejido resultante se complica por 
el patrón de expresión espacial heterogéneo de PD-L1 dentro de un tumor. "InmunoTEP" puede proporcionar un medio 
no invasivo para medir la expresión de PD-L1 en todo un tumor simultáneamente, sin la necesidad de extirpar ningún 
tejido. Se razonó que, debido a su alta afinidad y especificidad por PD-L1, así como a su mayor penetración en el 
tejido, un HAC-PD1 radioetiquetado podría servir como una sonda TEP efectiva para evaluar la expresión de PD-L1 5 
en el tumor. 
 
Para desarrollar un trazador TEP basado en el andamio HAC-PD-1, una variante mutada, HAC-N91C, se conjugó con 
el quelato bifuncional reactivo con tiol DOTA-maleimida20. Mientras que la aparente afinidad por hPD-L1 de DOTA-
HAC era más débil que su secuencia original HAC-V, DOTA-HAC, no obstante, antagonizó a hPD-L1 1.200 veces más 10 
potente que WT PD-1 (Fig. 17A). El radioetiquetado posterior con 64Cu produjo la radio-proteína específica de hPD-L1 
64Cu-DOTA-HAC, que poseía una actividad específica de 8-10 µCi por µg y una pureza radioquímica superior al 98 % 
(Fig. 17B). Este trazador TEP se utilizó para visualizar la expresión de hPD-L1 de todo el cuerpo en un ratón vivo. 
 
64Cu-DOTA-HAC mostró una fuerte señal tumor/músculo (mejora de 6 veces, p< 0,05) a 1 hora después de la inyección 15 
(Fig. 11A, Fig. 18A), con una alta captación en el riñón, lo indicando una rápida eliminación renal del fármaco libre de 
la sangre y una señal alta en el hígado, consistente con la unión específica del cobre por proteínas expresadas en el 
hígado (Fig. 18B, Fig. 18E). La falta de señal dentro de tumores negativos para PD-L1 (Fig. 11A, Fig. 18C), o en 
tumores positivos para hPD-L1 bloqueados por la inyección previa de 500 µg de HAC-PD1 frío (Fig. 11A-11B) indicó 
un alto grado de especificidad de 64Cu-DOTA-HAC-PD1 para la unión de PD-L1. Se obtuvieron exploraciones 20 
adicionales a las 2, 4 y 24 horas (Fig. 18A, Fig. 18D), y se evaluó la biodistribución a las 24 horas (Fig. 19A-19B). La 
captación máxima del tumor se observó una hora después de la inyección, aunque persistió una fuerte señal dentro 
de tumores hPD-L1(+) por al menos 24 horas. En suma, la captación rápida y específica de 64Cu-DOTA-HAC por el 
tumor hPD-L1(+) facilita su uso como reactivo en aplicaciones para la obtención de imágenes clínicas. 
 25 
DISCUSIÓN 
 
La inmunoterapia contra el cáncer es un paradigma de tratamiento cuyo notable potencial terapéutico apenas 
comienza a realizarse. Aunque se ha logrado el éxito en pacientes con cáncer con anticuerpos dirigidos al eje PD-
1:PD-L1, los datos proporcionados aquí muestran que se puede lograr una eficacia adicional utilizando un señuelo del 30 
receptor PD-1 diseñado, HAC-PD-1. Esta proteína no comparte las limitaciones inherentes a los anticuerpos de pobre 
penetración tumoral y agotamiento no deseado de células T efectoras. En consecuencia, ejerce una actividad 
antitumoral mejorada en comparación con los anticuerpos anti-PD-L1 contra tumores más grandes y más expuestos. 
Por lo tanto, estos resultados resaltan el potencial de las pequeñas proteínas biológicas como agentes terapéuticos 
para los pacientes y su amplia aplicabilidad en la modulación del sistema inmune. 35 
 
Además del suministro mejorado a los tumores, la naturaleza modular de las proteínas pequeñas como HAC-PD-1 
permite una fácil combinación con otros agentes inmunoterapéuticos. Esta es una consideración clave a la luz de la 
eficacia del bloqueo combinado del control con nivolumab (anti-PD-1) e ipilimumab (anti-CTLA4) en pacientes con 
melanoma21 y numerosos estudios preclínicos que han demostrado sinergia entre anticuerpos dirigidos a PD-1/PD-L1 40 
y vías inmunomoduladoras adicionales, tales como TIM-322, LAG-323, GITR24, OX-4025, y 4-1BB26.. En el caso de HAC-
PD-1, los agentes multiespecíficos que se dirigen a las vías inmunomoduladoras sinérgicas pueden elaborarse 
fácilmente simplemente fusionando múltiples módulos de proteínas pequeñas, incluidos otros señuelos de receptores 
diseñados o anticuerpos de dominio simple. Este diseño aprovecha la coexpresión de diferentes ligandos y/o 
receptores de control inmune en las mismas células para proporcionar avidez mejorada, y, por lo tanto, potencia, al 45 
agente combinado. Además, la terapéutica multiespecífica simplifica los regímenes de tratamiento al reducir el número 
de fármacos administrados por separado y, por extensión, reduce los costos asociados con su fabricación y desarrollo 
por separado. 
 
Aunque generalmente se tolera bien en comparación con otros tratamientos contra el cáncer, los fármacos 50 
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 colitis8’9 Se necesitan con urgencia biomarcadores y procedimientos para identificar qué pacientes responderán al 
tratamiento para evitar toxicidad innecesaria en pacientes que de otro modo no se beneficiarían de la inmunoterapia. 
La expresión PD-L1 en el tumor por inmunohistoquímica (IHC) ha demostrado ser un predictor parcial, pero imperfecto, 55 
de la respuesta anti-PD-1/anti-PD-L127. Sin embargo, IHC puede ser una medida insensible de la expresión de PD-L1 
en el tumor y es concebible que este procedimiento pueda caracterizar erróneamente los tumores positivos a PD-L1 
como negativos. El trabajo presentado aquí demuestra que las imágenes de inmunoTEP HAC-PD-1 de la expresión 
de PD-L1 en el tumor se pueden usar como una alternativa a la inmunohistoquímica. Esta estrategia no invasiva 
permite obtener imágenes simultáneas de todo el tumor y metástasis asociadas, que pueden diferir del tumor primario 60 
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en el estado de expresión de PD-L1. Además, las imágenes de TEP se pueden usar para repetir las imágenes del 
mismo tumor en diferentes momentos (p.ej., antes y después del tratamiento), lo que proporciona un conjunto más 
rico de información de diagnóstico que sería difícil o imposible de lograr con las estrategias tradicionales biopsia/IHC . 
 
PROCEDIMIENTOS 5 
 
Ratones. Los estudios en animales se realizaron de conformidad con la aprobación 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 evaluación 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 evaluación 10 
in vivo de la penetración tumoral y estudios de TEP, se obtuvieron de poblaciones reproductoras internas. 
 
Líneas celulares. La línea celular de melanoma humano SK-MEL-28, la línea celular de melanoma murino B16.F10 
y la línea celular de carcinoma de colon murino CT26 se obtuvieron del ATCC. Todas las líneas celulares se 
mantuvieron en una incubadora humidificada, con 5 % de CO2, a 37°C. Las células SK-MEL-28 se subcultivaron en 15 
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 µM de 2-
mercaptoetanol (Sigma). Se cultivaron células CT26 en RPMI suplementado con FBS al 10 %. Variantes genéticas de 
CT26 se crearon mediante la transducción simultánea 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 20 
ID NO: 56) y GGTCCAGCTCCCGTTCTACA (SEQ ID NO: 57), respectivamente], diseñado usando las herramientas 
en genome-engineering.org28. A los 6 días después de la infección, las células fueron inducidas a expresar altos niveles 
de PD-L1 a través del tratamiento con 100 ng/mL de IFNγ de ratón, y a los 7 días después de la infección, las células 
se recogieron y se tiñeron con anticuerpo 10F.9G2 etiquetado con APC. La población negativa se clasificó, se cultivó 
y, varios días después de la recuperación del número de células, estas células se sometieron a dos rondas 25 
secuenciales adicionales de clasificación. Esta población negativa estable se definió como CT26-Δ(mPD-L1). Se 
generó lentivirus que codificaba para la expresión constitutiva de hPD-L1 dirigida por EF1A y se usó para infectar 
células CT26-Δ(mPD-L1) para generar una línea de cáncer de ratón que expresa PD-L1 humana. Estas células se 
recogieron, se tiñeron con PE-anti-PD-L1 (clon MIH1, eBioscience), y se clasificaron hasta pureza. Esta clasificación 
se repitió tres veces en total para generar la sublínea diseñada CT26-Tg (hPD-L1) -Δ(mPD-L1). 30 
 
Expresión y purificación de proteínas. 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 secreción de células 
Trichoplusia ni (High Five) usando baculovirus. La mutación N91C se introdujo en HAC-V usando mutagénesis dirigida 35 
al sitio mediada por PCR. La proteína secretada se purificó del medio acondicionado mediante cromatografía de ácido 
de níquel-nitrilotriacético (Ni-NTA) y se desaló en solución salina tamponada con fosfato (PBS). Las proteínas 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 proteínas biotiniladas se obtuvieron mediante la adición de una secuencia de péptidos 
aceptores de biotina carboxi-terminal (GLNDIFEAQKIEWHE (SEQ ID NO: 58)) y biotinilación enzimática con ligasa 40 
BirA. 
 
Etiquetado de proteínas con sondas reactivas con amina y cisteína. HAC-V N91C se expresó y purificó como se 
describió anteriormente y se redujo mediante la aplicación de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) a una concentración 
final de 1 mM. La proteína reducida se combinó a continuación con un exceso molar de 20 veces de maleimida 45 
AlexaFluor 594 C5 (Life Technologies), maleimida AlexaFluor 647 C2 (Life Technologies), o maleimido-mono-amida-
DOTA (Macrocyclics) y se incubó a temperatura ambiente durante una hora y a continuación a 4°C durante 12 horas 
adicionales. La sonda libre de exceso se eliminó desalando la mezcla de reacción en PBS usando un concentrador de 
proteína VivaSpin (Sartorius Stedim). Para DOTA-HAC, la proteína reaccionada se intercambió en solución salina 
tamponada con Hepes (HBS; 10 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl) y se concentró a ∼5 mg/mL. El número de 50 
quelantes acoplados por anticuerpo (c/a) se estimó con espectrometría de masas por tiempo de vuelo con 
desorción/ionización por láser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS) en comparación de HAC-N91C sin reaccionar y 
HAC-DOTA. 
 
Anti-hPD-L1 de baja endotoxina/sin azida (clon 29E.2A3, BioLegend) se etiquetó con un exceso molar de 8 veces de 55 
éster AlexaFluor 488 NHS durante dos horas a temperatura ambiente (Life Technologies). El colorante libre se inactivó 
mediante la adición de TRIS pH 8,0 a una concentración final de 20 mM y el anticuerpo etiquetado se desaló con un 
concentrador de proteína VivaSpin. 
 
Visualización por levadura y evolución dirigida. Los dominios IgV de hPD-1 (residuos 26-147), los dominios IgV e 60 
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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 describió previamente. 
 
Construcción y selección de la biblioteca de hPD-1 de primera generación: Como todavía 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 5 
estructura de mPD-1 unida a hPD-L1 (PDB ID 3SBW). Se generó una biblioteca que aleatorizó estos residuos como 
se describe en la Fig. 12s!-12B, usando PCR de ensamblaje con los cebadores enumerados en la Tabla 2. La biblioteca 
tenía una diversidad teórica de aproximadamente 9,5x1019 secuencias de proteínas únicas. Los productos de PCR se 
amplificaron adicionalmente con cebadores que contenían homología con el vector pYAL y se co-electroporaron junto 
con pYAL linealizado en levadura EBY100. La biblioteca resultante contenía 0,9 x 10 8 transformantes. 10 
 
La levadura transformada se recuperó y se expandió en medio SDCAA líquido a 30°C y se indujo por dilución. 1:10 en 
medio SGCAA líquido y cultivado a 20°C durante 24 horas. Se utilizaron números 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 selección se llevaron a cabo a 4ºC usando tampón MACS (PBS con 15 
albúmina de suero bovino al 0,5 % y EDTA 2 mM). Antes de cada ronda, se realizó 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 selección positiva se realizó etiquetando la levadura inducida 
con hPD-L1 biotinilada 1 µM durante una hora a 4°C, seguida de tinción secundaria con estreptavidina-AlexaFluor 647, 
y selección magnética con microperlas anti-Cy5/AlexaFluor 647 y una columna LS MACS (Miltenyi). Para la cuarta 20 
ronda, la selección positiva se realizó mediante tinción con hPD-L1 biotinilado 10 nM y etiquetado secundario con 
estreptavidina-AlexaFluor 647. Los niveles de visualización se determinaron mediante tinción con anti-cMyc (Cell 
Signaling Technologies) conjugado con AlexaFluor 488 y el 1 % superior de ligantes de hPD-L1 normalizados para 
visualización se aislaron usando clasificación celular activada por fluorescencia (FACS) con un clasificador celular Aria 
FACS. Después de cada ronda de selección, la levadura recuperada se expandió en medio SDCAA a 30°C durante la 25 
noche y a continuación se indujo a 20°C por dilución 1:10 en medio SGCAA durante 24 horas. 
 
Construcción y selección de la biblioteca hPD-1 de segunda generación: La biblioteca de segunda generación fue 
diseñada para aleatorizar diez posiciones de contacto de la primera biblioteca que demostraron convergencia lejos del 
residuo natural, así como siete posiciones centrales adicionales. El diseño, ilustrado por la Fig. 13, tenía una diversidad 30 
teórica de aproximadamente 9,1 x 109 secuencias de proteínas únicas. En cuanto a la biblioteca de primera generación, 
la biblioteca de segunda generación se construyó 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 generación se seleccionó de manera similar a la biblioteca de primera generación con 35 
algunas modificaciones. Las rondas 1-3 se realizaron mediante tinción con hPD-L1 biotinilado 1 µM y selección de 
perlas magnéticas como se describió anteriormente. Para las rondas 4 y 5, se realizó una selección cinética para 
seleccionar variantes con tasas de desactivación disminuidas. Brevemente, las levaduras se tiñeron con hPD-L1 
biotinilado 10 nM durante una hora a 4°C. Después de lavar con tampón MACS, las levaduras se incubaron a 
continuación con hPD-L1 nobiotinilado 1 µM durante seis horas a temperatura ambiente con agitación. Las levaduras 40 
postcompetidas se tiñeron a continuación con estreptavidina-AlexaFluor 647 y anti-cMyc conjugado con AlexaFluor 
488 y el 1 % superior de aglutinantes normalizados para visualización se aislaron mediante clasificación FACS. 
 
Resonancia de Plasmones Superficiales 
 45 
Los experimentos se condujeron utilizando un Biacore T100 y se llevaron a cabo a 25°C. PD-L1 biotinilado se 
inmovilizó en un chip sensor (GE Healthcare) de estreptavidina (SA) de Biacore para producir una Rmax de 
aproximadamente 100 RU. Una proteína biotinilada no relacionada (el dominio IgSF del CD47 humano) se inmovilizó 
en la superficie de referencia con un valor de RU correspondiente para controlar la unión no específica. Las mediciones 
se realizaron con diluciones en serie de las variantes PD-1 en tampón HBS-P + (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, 50 
tensioactivo P20 al 0,005 %) como se indica en la figura 8A (GE Healthcare). La superficie de PD-L1 se regeneró 
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 evaluación Biacore T100 versión 2.0 con un modelo de unión Langmuir 1:1. 
 
Ensayos de unión de competición celular con PD-1. 55 
 
El tetrámero WT PD-1 se formó incubando WT PD-1 biotinilado con estreptavidina conjugada con AlexaFluor 647 a 
una ración molar de 4:1. La expresión de PD-L1 se indujo en células GFP-luciferasa+ SK-MEL-28 mediante simulación 
durante la noche con 2000 U/mL de IFNγ humano. El tetrámero WT PD-1 100 nM se combinó a continuación con 
concentraciones de titulación de monómero WT PD-1, HAC-V o HACmb y se añadió simultáneamente a 100.000 60 
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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 
continuación se lavaron para eliminar el tetrámero no unido. La intensidad de fluorescencia de AlexaFluor 647 se 
cuantificó mediante citometría de flujo utilizando un citómetro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences). 
 
Estudios de penetración tumoralin vivo. 5 
 
Ratones Nod.Cg-Prkdc.scid.IL2rg.tm1Wjl/SzJ (NSG) hembra de 6-8 semanas de edad fueron inyectados 
subcutáneamente con 1x106 células de la línea de cáncer de colon genéticamente modificada CT26-Δ(mPD-L1) en su 
hombro izquierdo, y 1x106 células de CT26-Tg (hPD-L1)-Δ(mPD-L1) en su hombro derecho, en una suspensión de 50 
µL de 75 % RPMI (Life Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning) para cada inyección. Después 10 
de 14 días, cuando los tumores habían crecido hasta aproximadamente 1 cm de diámetro, los ratones fueron 
inyectados intraperitonealmente con una mezcla de 100 µg de anticuerpo anti-PD-L1 conjugado con AlexaFluor 488 
(clon 29E.2A3, BioLegend) y 100 µg de monómero 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 frío para eliminar el exceso de sangre, cada tumor se cortó aproximadamente a la mitad. Una mitad se incubó en 15 
una solución de 1 % PFA en PBS durante la noche a 4°C con balanceo, lavado en PBS e incrustado en formulación 
Tissue Tek O.C.T. (Optimal Cutting Temperature = Temperatura de Corte Óptima) (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 20 
visualizaron en un microscopio fluorescente Eclipse e800 (Nikon) con un aumento de 10x o 20x. El procesamiento 
básico de fotos, que incluye colores falsos de canales de fluorescencia, fusión de canales y ajuste de brillo y contraste, 
se realizó con Adobe Photoshop (Adobe). Para el análisis FACS, la segunda mitad de cada tumor se picó finamente 
con una cuchilla de afeitar recta, y el tejido picado se presionó a través de un filtro de malla de 100 µM, se enjuagó 
con PBS y finalmente se pasó a través de un filtro de células de 40 µM mientras estaba en suspensión líquida. Las 25 
muestras se mantuvieron lo más cerca posible de 4°C en todas las etapas del procesamiento. Finalmente, la 
suspensión unicelular resultante se fijó en una Solución de PFA 1 %, y se analizó la señal de fluorescencia derivada 
de anticuerpos y HAC en un analizador LSRFortessa FACS (BD Biosciences). 
 
Estudios de agotamiento de células T 30 
 
Ratones Balb/c hembra naturales de 6-8 semanas de edad se afeitaron en su dorso inferior y se inyectaron por vía 
subcutánea con 1x106 células de la línea CT26 de cáncer de colon en una suspensión de 50 µL de 75 % RPMI (Life 
Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning). Los ratones cuyos tumores no se injertaron dentro de 
los 7 días mediante inspección visual fueron excluidos del estudio adicional. Aquellos con tumores visibles y palpables 35 
se aleatorizaron en grupos de tratamiento, 10 ratones por grupo, usando las herramientas en random.org. Los ratones 
fueron tratados durante 3 días mediante inyecciones intraperitoneales una vez al día de 100 µl de PBS, 250 µg de 
anticuerpo anti-PD-L1 (clon 10F.9G2, BioXcell), o 250 µg de proteína HACmb purificada, cada una ajustada a una 
concentración de 2,5 mg/mL. Después de tres días de tratamiento, se recogieron sangre periférica y ganglios linfáticos 
de cada ratón y se tiñeron con el siguiente panel de anticuerpos (BioLegend): AlexaFluor488 CD45 (clon 30-F11), 40 
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 usó como 
una tinción de viabilidad. Las muestras se analizaron en un analizador de FACS LSRFortessa (BD Biosciences). 
 
Modelos de tumor CT26 45 
 
Ratones Balb/c hembra naturales de 6-8 semanas de edad se afeitaron en su dorso inferior y se inyectaron por vía 
subcutánea con 1x106 células de la línea CT26 de cáncer de colon en una suspensión de 50 µL de 75 % RPMI (Life 
Technologies) y 25 % de matrigel de densidad media (Corning). Los ratones cuyos tumores no se injertaron dentro de 
los 7 días mediante inspección visual fueron excluidos del estudio adicional. Para estudios de tratamiento de tumores 50 
pequeños, los ratones se aleatorizaron en cohortes usando las herramientas de aleatorización de la lista en 
random.org, y los tratamientos se administraron a partir de 7 días después del injerto para todos los ratones. En estos 
estudios de tumores pequeños, se tomaron mediciones de calibre digital cada tercer día, y los valores se representaron 
gráficamente como cambio del número de veces, como normalizado a los valores medidos en el día 10. Para estudios 
de tumores grandes, los ratones se injertaron como se describió anteriormente, y comenzando en el día 8, los tumores 55 
se midieron diariamente. Los ratones se clasificaron individualmente en cohortes de tratamiento y el tratamiento se 
inició solo cuando los tumores alcanzaron un umbral de 150 mm3, aproximadamente 10-14 días después del injerto 
en todos los casos. Se tomaron mediciones de calibre digital todos los días para cada ratón en el experimento de 
tumor grande durante la duración del tratamiento. Para reducir la variabilidad aleatoria del día a día en los valores 
medidos, los volúmenes de tumores graficados en este experimento son promedios evaluados dentro de una ventana 60 
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deslizante que incluye el día actual, el día anterior y las mediciones del día siguiente. Los valores del estudio de 
tumores grandes se graficaron como volumen tumoral absoluto (mm3). En ambos experimentos, los ratones recibieron 
inyecciones de tratamiento diarias por vía intraperitoneal durante 14 días con 100 µl de PBS, 250 µg de anticuerpo 
anti-PD-L1 (clon 10F.9G2, BioXcell) o 250 µg de proteína HACmb purificada, cada una ajustada a una concentración 
de 2,5 mg/mL. Los tumores se aproximaron como elipsoides con dos radios x e y, donde x es la dimensión medible 5 
más grande del tumor e y es la dimensión inmediatamente perpendicular a x: Volumen=(4/3) ∗ (π) ∗ (x/2) ∗ (y/2)2. 
 
Etiquetado con 64Cu de DOTA-HAC. DOTA-HAC se radioetiquetó con 64CuCl2 (Universidad de Wisconsin, Madison): 
500 µg de DOTA-HAC en 200 µl de tampón de acetato amónico 0,1 mM (pH 5,5) se hizo reaccionar con ~370 MBq 
(~10mCi) de solución neutralizada de 64CuCl2 a 37°C durante 1 hora. Después de la incubación, se añadieron 5 mM 10 
de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 7,0 a temperatura ambiente durante 15 minutos para recoger 64CuCl2 
no quelado en la mezcla de reacción. La purificación de 64Cu-DOTA-HAC se realizó utilizando una HPLC SEC 3000 
con una tasa de flujo de 1,0 mL/min (tampón fosfato 0,1 M, pH 7,0). La pureza radioquímica se evaluó por radio-HPLC. 
La dosis final de radioconjugado se pasó a través de un filtro de 0,2 µm a un vial estéril. 
 15 
Ensayo de unión a célula radiotrazadora 
 
Se realizó un ensayo de unión celular in vitrousando células hPDL1 (+), células hPDL1 (+) prebloqueadas con HAC-V 
y células hPDL1(-) de control para evaluar la inmunorreactividad. 2,5 x 105 células en 0,1 mL se dividieron en alícuotas 
por triplicado y se lavaron con PBSA (PBS suplementado con 1 % de albúmina de suero bovino). Cada tubo se incubó 20 
con 0,1 ml, 5 nmol/L 64Cu-DOTA-HAC (5-6 MBq/nmol) por 45 minutos Después de la incubación, las células se lavaron 
tres veces con 1 % PBSA. La actividad en cada pastilla celular se cuantificó usando un contador gamma (1470 
WIZARD Automatic Gamma Counter; Perkin-Elmer). 
 
Imágenes micro-TEP de animales pequeños. Ratones NSG con tumores CT26 subcutáneos hPDL1 positivos (n=4) 25 
o hPDL1 negativos (n=4) fueron inyectados por vía intravenosa con 64Cu-DOTA-HAC (∼230µCi/25µg proteína/200µl 
PBS). Un grupo también recibió una dosis de bloqueo (n=2) de 500µg/200µl HAC frío dos horas antes de la inyección 
del radiotrazador TEP. Los ratones se anestesiaron y se tomaron imágenes en un sistema TEP/TC de multimodalidad 
de animales pequeños Siemens Inveon (Preclinical Solutions; Siemens Healthcare) en los instantes de tiempo de 1, 
2, 4 y 24 horas después de la inyección. Se obtuvieron imágenes sin procesar de TC en la posición del segundo lecho 30 
a 80 kVp/500µA, media exploración 220° de rotación, 120 proyecciones por posición del lecho, con una fuente de 
rayos X de haz cónico (tamaño de punto focal de 50-µm) y un detector de rayos X de 2.048 x 3.072 píxeles. Los 
conjuntos de datos de TC se reconstruyeron usando un filtro Shepp-Logan y retroproyección filtrada por haz cónico. 
Sobre la base de la corrección de la atenuación de las tomografías computarizadas, se obtuvieron imágenes TEP 
estáticas con la ventana de tiempo de coincidencia predeterminada de 3,4 ns y la ventana de energía de 350 t0 650 35 
keV. Se eligieron tiempos de adquisición de exploración TEP de 3 minutos (1, 2 horas), 5 minutos (4 horas) y 10 
minutos (24 horas) en función del tiempo posterior a la inyección. Los conjuntos de datos de TEP se reconstruyeron 
utilizando el algoritmo de maximización de expectativas de subconjuntos ordenados bidimensionales (OSEM 2D)29. El 
análisis de imágenes se realizó utilizando el Inveon Research Workspace (IRW). Para cada exploración microTEP, se 
dibujaron regiones de interés (ROI) tridimensionales sobre el hígado, el bazo, los riñones y el tumor en imágenes de 40 
cuerpo entero con corrección para desintegración. El porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (%ID/g) en 
cada órgano se obtuvo dividiendo el valor medio de píxeles en la región de interés (ROI; nCi/cc) por la dosis total 
inyectada. No se realizó corrección de volumen parcial. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA bidireccional 
(GraphPad). 
 45 
Estudios de biodistribución. Después de completar las imágenes por micro-TEP/TC en el punto de tiempo de 24 
horas después de la inyección, los ratones fueron sacrificados y disecados para biodistribución. Se recogieron y 
pesaron sangre y órganos (corazón, pulmones, hígado, bazo, páncreas, estómago, intestino delgado, intestino grueso, 
riñón, músculo, hueso, médula ósea, piel, cerebro, tumor y cola). Los valores de CPM para cada órgano a partir de las 
mediciones del contador gamma se convirtieron en por ciento de dosis inyectadas por gramo de tejido. Los datos se 50 
corrigieron para desintegración al tiempo de inyección. 
 
Tablas 
 
Tabla 2. Cebadores utilizados para crear la biblioteca PD-1 de "Primera generación"  55 

Cebador Secuencia (5’ a 3’) SEQ ID NO: 

D1aff_1F CATTTTCAATTAAGATGCAGTTACTTCGCTG 59 
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Cebador Secuencia (5’ a 3’) SEQ ID NO: 

D1aff_2R 

 

60 

D1aff_3F 

 

61 

D1aff_4R 

 

62 

D1aff_5F TTTTAGCAGATTCCCCAGATAGACCATGGAACCCACCAAC 63 

D1aff_6R CAACAAAGCTGGGGAGAAAGTTGGTGGGTTCCATGGTC 64 

D1aff_7F AACTTTCTCCCCAGCTTTGTTGGTCGTCACTGAAGGTGA 65 

D1aff_8R 

 

66 

D1aff_9F GTGATAACGCTACTTTCACTTGTTCCTTCTCCAACACTTCC 67 

D1aff_10R GAAGGATTCGGAAGTGTTGGAGAAGGAACA 68 

D1aff_11F 

 

69 

D1aff_12R 

 

70 

D1aff_13F AGATGCTAGATTCAGAGTCACTCAATTGCCAAAC 71 

D1aff_14R 

 

72 

D1aff_15F 
 

73 

  
 

  

D1aff_16R GTAAGTACCGGAATCGTTTCTTCTAGCTCTGACGAC 74 

D1aff_17F 

 

75 

D1aff_18R GGATCCTCTTTCAGTGACTCTCAATTCAGCTCTCAAGGA 76 

D1aff_19F ATTGAGAGTCACTGAAAGAGGATCCGAACAAAAGCTTATC 77 

D1aff_20R CAAGTCTTCTTCGGAGATAAGCTTTTGTTCGGATCCTCTT 78 

D1aff_21F AAAGCTTATCTCCGAAGAAGACTTGGGTGGTGGTGG 79 

D1aff_22R CCACCAGATCCACCACCACCCAAGTC 80 

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

Cebador Secuencia (5’ a 3’) SEQ ID NO: 

1F_AffMat_G2 CATTTTCAATTAAGATGCAGTTACTTCGCTG 81 

2R_AffMat_G2 

 

82 

E15829652
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59 

Cebador Secuencia (5’ a 3’) SEQ ID NO: 

3F_AffMat_G2 

 

83 

4R_AffMat_G2 

 

84 

5F_AffMat_G2 

 

85 

6R_AffMat_G2 

 

86 

7F_AffMat_G2 

 

87 

8R_AffMat_G2 

 

88 

9F_AffMat_G2 

 

89 

10R_AffMat_G2 GAAGGATTCGGAAGTGTTGGAGAAGGAACA 90 

11F_AffMat_G2 

 

91 

12R_AffMat_G2 

 

92 

13F_AffMat_G2 

 

93 

14R_AffMat_G2 

 

94 

15F_AffMat_G2 TCCGTCGTCAGAGCTAGAAGAAACGATTCCGGTACT 95 

16R_AffMat_G2 

 

96 

17F_AffMat_G2 

 

97 

18R_AffMat_G2 

 

98 

19F_AffMat_G2 

 

99 

20R_AffMat_G2 

 

100 

Tabla 4. Análisis estadístico de grupos de estudio de tumores grandes en el día 14 de tratamiento  
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60 

Comparación día 14 Diferencia 
media 

IC 95 % de 
dif. 

¿Significativo? Resumen Valor individual 
de P 

PBS vs. HACmb 507,6 
320,1 a 
695,2 Sí **** < 0,0001 

PBS vs. anti-PD-L1 69,97 
-117,6 a 
257,5 N.º ns 0,4636 

PBS vs. anti-CTLA4 480,7 
293,2 a 
668,3 Sí **** < 0,0001 

PBS vs. anti-CTLA4+HACmb 747,4 
559,9 a 
935,0 Sí **** < 0,0001 

PBS vs. anti-CTLA4+ anti-PD-L1 510,4 
322,8 a 
697,9 Sí **** < 0,0001 

HACmb vs. anti-PD-L1 -437,7 
-625,2 a -
250,1 Sí **** < 0,0001 

HACmb vs. anti-CTLA4 -26,92 
-214,5 a 
160,6 N.º ns 0,7779 

HACmb vs. anti-CTLA4+HACmb 239,8 
52,21 a 
427,3 Sí * 0,0124 

HACmb vs. anti-CTLA4+ anti-PD-L1 2,740 
-184,8 a 
190,3 N.º ns 0,9771 

anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4 410,8 
223,2 a 
598,3 Sí **** < 0,0001 

anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4+HACmb 677,4 
489,9 a 
865,0 Sí **** < 0,0001 

anti-PD-L1 vs. anti-CTLA4+ anti-PD-
L1 440,4 

252,9 a 
628,0 Sí **** < 0,0001 

anti-CTLA4 vs. anti-CTLA4+HACmb 266,7 
79,13 a 
454,2 Sí ** 0,0055 

anti-CTLA4vs. anti-CTLA4+ anti-PD-
L1 29,66 

-157,9 a 
217,2 N.º ns 0,7559 

anti-CTLA4+HACmb vs. anti-
CTLA4+ anti-PD-L1 -237,0 

-424,6 a -
49,47 Sí * 0,0134 
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<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
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<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
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<211> 122 
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<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
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<210> 15 
<211> 122 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 15 
 

 
 
<210> 16 15 
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<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 16 
 5 

 
 
<210> 17 
<211> 122 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<400> 17 
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<210> 18 
<211> 122 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
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<400> 18 
 

 
 
<210> 19 15 
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<213> Secuencia artificial 
 

ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
74 

<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 19 
 5 

 
 
<210> 20 
<211> 122 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 15 
<400> 20 
 

 
 

ES 2 819 451 T3
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<210> 21 
<211> 122 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 21 
 

 
 
<210> 22 15 
<211> 122 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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76 

<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 22 
 5 

 
 
<210> 23 
<211> 122 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 15 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 253 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 24 
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78 

 
 
<210> 25 
<211> 349 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
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<400> 25 
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<210> 26 
<211> 10 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
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80 

 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 26 5 
 

 
 
<210> 27 
<211> 111 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 15 
 
<400> 27 
 

 
 20 
<210> 28 
<211> 91 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 28 
 30 
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<210> 29 
<211> 107 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 29 
 

 
 
<210> 30 15 
<211> 108 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 30 5 
 

 
 
<210> 31 
<211> 77 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 15 
 
<400> 31 
 

 
 20 

 
 
<210> 32 
<211> 95 
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83 

<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 5 
 
<400> 32 
 

 
 10 
<210> 33 
<211> 87 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 33 
 20 
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<210> 34 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 34 
 10 

 
 
<210> 35 
<211> 166 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 20 
<400> 35 
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85 

 
 
<210> 36 
<211> 290 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 36 
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86 

 
 
<210> 37 
<211> 176 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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87 

<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 37 
 

 5 
 
<210> 38 
<211> 273 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 38 15 
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88 
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89 

 
 
<210> 39 
<211> 265 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 39 
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90 

 
 
<210> 40 
<211> 299 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 40 
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91 

 
 
<210> 41 
<211> 278 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 41 
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92 

 
 

 
 
<210> 42 5 
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<211> 244 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 42 
 

 10 
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94 

 
 
<210> 43 
<211> 236 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 122 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 44 
 

 
 
<210> 45 15 
<211> 122 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 45 5 
 

 
 
<210> 46 
<211> 122 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 15 
 
<400> 46 
 

 
 20 
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<210> 47 
<211> 5 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 47 
 

 
 
<210> 48 15 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 48 
 

 25 
 
<210> 49 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 49 35 
 

 
 
<210> 50 
<211> 4 40 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 5 
<400> 50 
 

 
 
<210> 51 10 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 51 
 

 20 
 
<210> 52 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 52 30 
 

 
 
<210> 53 
<211> 5 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 40 
 
<400> 53 
 

 
 45 
<210> 54 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 
<400> 54 
 55 
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<210> 55 
<211> 5 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos sintética 
 10 
<400> 55 
 

 
 
<210> 56 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 56 
 
ggctccaaag gacttgtacg   20 25 
 
<210> 57 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 57 35 
 
ggtccagctc ccgttctaca   20 
 
<210> 58 
<211> 15 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 45 
 
<400> 58 
 

 
 50 
<210> 59 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
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<400> 59 
 
cattttcaat taagatgcag ttacttcgct g   31 
 5 
<210> 60 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 60 
 15 
aataacagaa aatattgaaa aacagcgaag taactgcatc ttaattg   47 
 
<210> 61 
<211> 49 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 25 
<400> 61 
 
ttacttcgct gtttttcaat attttctgtt attgctagcg ttttagcag   49 
 
<210> 62 30 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 62 
 
gtctatctgg ggaatctgct aaaacgctag caataacaga aaat   44 40 
 
<210> 63 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 63 50 
 
ttttagcaga ttccccagat agaccatgga acccaccaac   40 
 
<210> 64 
<211> 38 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 60 
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<400> 64 
 
caacaaagct ggggagaaag ttggtgggtt ccatggtc   38 
 5 
<210> 65 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 65 
 15 
aactttctcc ccagctttgt tggtcgtcac tgaaggtga   39 
 
<210> 66 
<211> 41 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 25 
<400> 66 
 
gaacaagtga aagtagcgtt atcaccttca gtgacgacca a   41 
 
<210> 67 30 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 67 
 
gtgataacgc tactttcact tgttccttct ccaacacttc c   41 40 
 
<210> 68 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 68 50 
 
gaaggattcg gaagtgttgg agaaggaaca   30 
 
<210> 69 
<211> 91 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 60 
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<220> 
<221> misc_feature 
 
<222> (20)..(20) 5 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
 10 
<222> (48)..(48) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 15 
 
<222> (50)..(50) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 20 
<221> misc_feature 
 
<222> (59)..(59) 
<223> n es a, c, g, o t 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
 
<222> (63)..(63) 
<223> n es a, c, g, o t 30 
 
<220> 
<221> misc_feature 
 
<222> (71)..(71) 35 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 69 
 

 40 
 
<210> 70 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 45 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<220> 50 
<221> misc_feature 
 
<222> (28)..(28) 
<223> n es a, c, g, o t 
 55 
<220> 
<221> misc_feature 
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<222> (33)..(33) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 70 
 5 
gagtgactct gaatctagca tctkgahntg gtnbggatct atcttctggg aaa   53 
 
<210> 71 
<211> 34 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 15 
<400> 71 
 
agatgctaga ttcagagtca ctcaattgcc aaac   34 
 
<210> 72 20 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 72 
 
ggacatgtgg aaatctctac cgtttggcaa ttgagtgact ctga   44 30 
 
<210> 73 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 73 40 
 
cggtagagat ttccacatgt ccgtcgtcag agctagaaga aacg   44 
 
<210> 74 
<211> 36 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 50 
 
<400> 74 
 
gtaagtaccg gaatcgtttc ttctagctct gacgac   36 
 55 
<210> 75 
<211> 85 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 

ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
104 

<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<220> 
<221> misc_feature 5 
 
<222> (21)..(21) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 10 
<221> misc_feature 
 
<222> (36)..(36) 
<223> n es a, c, g, o t 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
 
<222> (39)..(39) 
<223> n es a, c, g, o t 20 
 
<220> 
<221> misc_feature 
 
<222> (42)..(42) 25 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
 30 
<222> (49).. (49) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 35 
 
<222> (51)..(51) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 75 40 
 

 
 
<210> 76 
<211> 39 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 50 
 
<400> 76 
 
ggatcctctt tcagtgactc tcaattcagc tctcaagga   39 
 55 
<210> 77 
<211> 40 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 5 
<400> 77 
 
attgagagtc actgaaagag gatccgaaca aaagcttatc   40 
 
<210> 78 10 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 78 
 
caagtcttct tcggagataa gcttttgttc ggatcctctt   40 20 
 
<210> 79 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 79 30 
 
aaagcttatc tccgaagaag acttgggtgg tggtgg   36 
 
<210> 80 
<211> 26 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 40 
 
<400> 80 
 
ccaccagatc caccaccacc caagtc   26 
 45 
<210> 81 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 81 
 55 
cattttcaat taagatgcag ttacttcgct g   31 
 
<210> 82 
<211> 47 
<212> ADN 60 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 5 
<400> 82 
 
aataacagaa aatattgaaa aacagcgaag taactgcatc ttaattg   47 
 
<210> 83 10 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 83 
 
ttacttcgct gtttttcaat attttctgtt attgctagcg ttttagcag   49 20 
 
<210> 84 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 84 30 
 
gtctatctgg ggaatctgct aaaacgctag caataacaga aaat   44 
 
<210> 85 
<211> 40 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 40 
 
<400> 85 
 
ttttagcaga ttccccagat agaccatgga acccaccaac   40 
 45 
<210> 86 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 86 
 55 
caacaaagct ggggagaaag ttggtgggtt ccatggtc   38 
 
<210> 87 
<211> 39 
<212> ADN 60 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 5 
<400> 87 
 
aactttctcc ccagctttgt tggtcgtcac tgaaggtga   39 
 
<210> 88 10 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 88 
 
gaacaagtga aagtagcgtt atcaccttca gtgacgacca a   41 20 
 
<210> 89 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 89 30 
 
gtgataacgc tactttcact tgttccttct ccaacacttc c   41 
 
<210> 90 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 40 
 
<400> 90 
 
gaaggattcg gaagtgttgg agaaggaaca   30 
 45 
<210> 91 
<211> 84 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<220> 
<221> misc_feature 55 
 
<222> (24)..(24) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 60 

ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
108 

<221> misc_feature 
 
<222> (27)..(27) 
<223> n es a, c, g, o t 
 5 
<400> 91 
 

 
 
<210> 92 10 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 92 
 
gacctggttg ggatctatct tctgggaaag cagccaat   38 20 
 
<210> 93 
<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 93 30 
 

 
 

 
 35 
<210> 94 
<211> 52 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<220> 
<221> misc_feature 45 
 
<222> (23)..(23) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 94 50 
 
cttctagctc tgacgacgga sangtggaaa tctctaccgt ttggcaattg ag   52 
 
<210> 95 
<211> 36 55 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 5 
<400> 95 
 
tccgtcgtca gagctagaag aaacgattcc ggtact   36 
 
<210> 96 10 
<211> 83 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia sintética 
 
<220> 
<221> misc_feature 
 20 
<222> (26)..(26) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 25 
 
<222> (56)..(56) 
<223> n es a, c, g, o t 
 
<400> 96 30 
 

 
 
<210> 97 
<211> 40 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 40 
 
<400> 97 
 
ttcaaattaa ggaatccttg agagctgaat tgagagtcac   40 
 45 
<210> 98 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 98 
 55 
gttcggatcc tctttcagtg actctcaatt cagctctcaa g   41 
 
<210> 99 
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<211> 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 99 
 
gtcactgaaa gaggatccga acaaaagctt atctccgaag aagac   45 10 
 
<210> 100 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia sintética 
 
<400> 100 20 
 
ccaccagatc caccaccacc caagtcttct tcggagataa gcttttg   47 
 
<210> 101 
<211> 7954 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia sintética 30 
 
<400> 101 
 

 
 35 
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ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
112 
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<210> 102 
<211> 8856 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia sintética 
 10 
<400> 102 
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<210> 103 
<211> 7902 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> secuencia sintética 
 
<400> 103 
 

 5 
 

ES 2 819 451 T3

 



 
 

 
122 
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<210> 104 
<211> 8805 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia sintética 
 10 
<400> 104 
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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 aminoácidos como se establece en SEQ ID 
NO: 2 o una secuencia de al menos 85 % de identidad con el mismo, donde el polipéptido PD-1 de alta afinidad: 5 
 

(a) carece de un dominio transmembrana PD-1, y 
(b) comprende una o más sustituciones de aminoácidos, donde la una o más sustituciones de aminoácidos 
aumenta la afinidad del polipéptido PD-1 de alta afinidad por el ligando 1 de muerte celular programada 1 (PD-L1) 
en comparación con la afinidad por PD- L1 del polipéptido PD-1 natural humano, 10 

 
y donde la una o más sustituciones de aminoácidos se encuentra en una posición de aminoácidos 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 según la reivindicación 1, donde el polipéptido PD-1 tiene una Kd de 1 x 10-7 
M o menos para PD-L1. 
 
3. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, donde la una o más 
sustituciones de aminoácidos se encuentra en una posición de aminoácidos de PD-1 que contacta con PD-L1. 20 
 
4. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, donde el polipéptido PD-1 de 
alta afinidad comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una secuencia de aminoácidos como se expone en 
cualquiera de SEQ ID NO: 2-25. 
 25 
5. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que comprende una o más 
sustituciones de aminoácidos seleccionadas de entre: (1) V39H o V39R; (2) L40V o L40I; (3) N41I 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; 
(13) A56S o A56L; (14) Q63T, Q63I, Q63E, Q63L, o Q63P; (15) G65N, G65R, G65I, G65L, G65F, o G65V; (16) Q66P; 30 
(17) V72I; (18) H82Q; (19) M83L o M83F; (20) R90K; (21) Y96F; (22) L97Y, L97V, o L97I; (23) A100I o A100V; (24) 
S102T o S102A; (25) L103I, L103Y, o L103F; (26) A104S, A104H, o A104D; (27) P105A; (28) K106G, K106E, K106I, 
K106V, K106R, o K106T; y (29) A107P, A107I, o A107V. 
 
6. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que comprende sustituciones 35 
de aminoácidos ubicadas en posiciones de aminoácidos 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; 
(c) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, M83, L97, A100, y A107; 40 
(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; 
(g) V39, L40, N41, Y43, R44, M45, N49, K53, L97, A100, y A107; y 
(h) V39, L40, N41, Y43, M45, N49, K53, L97, A100, y A107. 45 

 
7. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que comprende sustituciones 
de aminoácidos seleccionadas de entre: 
 

(a) {V39H o V39R}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o 50 
S48V}, {N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {Q50K, Q50E, o Q50H}, {K53T o K53L}, {A56S o A56L}, {Q63T, Q63l, Q63E, 
Q63L, o Q63P}, {G65N, G65R, G65l, G65L, G65F, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o L97I}, {S102T o S102A}, {L103I, 
L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V, K106R, o K106T}, y {A107P, A107I, 
o A107V}; 
(b) {V39H o V39R}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {S48D, S48L, S48N, S48G, o 55 
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, G65l, G65L, G65F, o G65V}, {Q66P}, {L97Y, L97V, o 
L97I}, {S102T o S102A}, {L103I, L103Y, o L103F}, {A104S, A104H, o A104D}, {K106G, K106E, K106l, K106V, 
K106R, o K106T}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
(c) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, 60 
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{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, 
A107I, o A107V}; 
(d) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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 L97I}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
(e) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, 5 
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {Q66P}, {H82Q}, {M83L o M83F}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, 
A107I, o A107V}; 
(f) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I 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}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
(g) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {R44Y o R44L}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, 10 
{N49C, N49G, N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}; 
y 
(h) {V39H o V39R}, {L40V o L40I}, {N41I o N41V}, {Y43F o Y43H}, {M45Q, M45E, M45L, o M45D}, {N49C, N49G, 
N49Y, o N49S}, {K53T o K53L}, {L97Y, L97V, o L97I}, {A100I o A100V}, y {A107P, A107I, o A107V}. 

 15 
8. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que comprende sustituciones 
de aminoácidos seleccionadas de entre: 
 

(a) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48G, N49Y, Q50E, K53T, A56S, Q63T, G65L, Q66P, L97V, S102A, L103F, A104H, 
K106V, y A107I; 20 
(b) V39R, N41V, Y43H, M45E, S48N, Q50H, T51A, D52Y, K53T, A56L, Q63L, G65F, Q66P, L97I, S102T, L103F, 
A104D, K106R, y A107I; 
(c) V39H, L40V, N41V, Y43H, R44Y, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100I, y A107I; 
(d) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, Q66P, M83L, L97V, y A107I; 
(e) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49S, K53T, Q66P, H82Q, M83L, L97V, A100V, y A107I; 25 
(f) V39H, L40I, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, M83L, L97V, A100V, y A107I; 
(g) V39H, L40V, N41I, Y43H, R44L, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; 
(h) V39H, L40V, N41I, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I; y 
(i) V39H, L40V, N41V, Y43H, M45E, N49G, K53T, L97V, A100V, y A107I. 

 30 
9. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polipéptido PD-
1 de alta afinidad comprende un compañero de fusión. 
 
10. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 9, donde el compañero de fusión es un fragmento de 
una secuencia de polipéptido de inmunoglobulina humana, donde el fragmento se selecciona de entre: (a) un dominio 35 
CH3; y (b) parte o la totalidad de una región Fc. 
 
11. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 9, donde el compañero de fusión se selecciona de 
entre: un dominio de multimerización; 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. 40 
 
12. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende además 
una o más sustituciones seleccionadas de entre: R87C, N91C y R122C. 
 
13. El polipéptido PD-1 de alta afinidad según la reivindicación 1, que comprende la secuencia de aminoácidos 45 
expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 3-25 y 39-46. 
 
14. El polipéptido PD-1 según cualquiera de las reivindicaciones 1 - 13, para uso en la prevención o tratamiento de 
cáncer, infección o enfermedad o trastorno inmunológico. 
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